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V4

Résumeé

Sélectionner et cultiverStevia rebaudiana Bertonen milieu tempéré : exploration de la

variabilité de la teneur et de la composition en glycosides de stéviol

Stevia rebaudiana Bertoni, une herbe vivace de la famille def\steraceaeriginaire du
Paraguay, est d'un intérét croissant en tant que source d’édulcorants naturels acoloriques, les
glycosides de stéviol (SVglys). Ces diterpénoides sont organisés autour d’un noyau de stéviol
et different par le nombre et la nature d’unités de sucre liées a ce noyau. Ils sont accumulés a
des concentrations allant de 4 a 20% de la masse seche des feuilles, selon le génotype, le stade
phénologique et les conditions de croissance. S. rebaudiana apparait comme une espéce
alternative prometteuse en Europe, mais nécessite au préalable une évaluation de ses besoins
en culture et un travail de sélection variétale afin d’optimiser la teneur et la composition en
SVglys en milieu tempéré. L'objectif de ce travail était d'étudier les sources de variabilité
génotypique et environnementale pour 1’accumulation en SVglys et la production de biomasse
foliaire. Une forte variabilité¢ génotypique a été observée pour la composition en SVglys et, a
un degré moindre, pour la teneur en SVglys ainsi que pour des critéres morphologiques et de
précocité. L’environnement (fertilisation, durée du jour, stade phénologique, age de la plante)
a également eu un effet sur 1’¢laboration de la biomasse foliaire et sur la teneur en SVglys,
alors que la composition en SVglys a ¢été moins affectée par ces facteurs. Ces résultats
suggerent des mécanismes biochimiques et génétiques complexes régissant la voie de
biosyntheése des SVglys. Ils laissent également entrevoir des possibilités de sélection variétale

et donnent des indications sur les exigences de S. rebaudiana pour sa culture sous nos climats.

Mots-clés

Stevia rebaudiana Glycosides de stéviol ; Accumulation en métabolites secondaires ;

Déterminisme génotypique ; Interactions Génotype-Environnement
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ABSTRACT

Abstract

Breeding and cultivation of Stevia rebaudiana Bertoni in temperate areas: exploration of

steviol glycoside content and composition variability

Stevia rebaudiana Bertoni, a perennial shrub of thé\steraceaeamily originating from
Paraguay, is of increasing interest as a source of zero-calorie natural sweeteners: the steviol
glycosides (SVglys). These diterpenoids differ in the number and the nature of sugar units
bound to a steviol skeleton. They accumulate in leaves at concentrations ranging from 4 to
20%, according to genotype, phenological stage, and growth conditions. S. rebaudiana
appears as a promising alternative culture in Europe, but requires investigations to assess its
cultivation plant requirements and a breeding effort to optimize SVgly content and
composition under temperate climate. The objective of this work was to explore the sources of
genotypic and environmental variability for SVglys accumulation and leaf biomass
production. High genotypic variability has been observed for SVgly composition and, to a
lesser extent, for SVgly content as well as for morphological criteria and precocity. Leaf
biomass and SVgly content varied also with the environment (fertilization, daylength,
phenological stage) and over the years in perennial culture, while SVgly composition was less
affected by these factors. These results suggested complex biochemical and genetic
mechanisms regulating SVglys biosynthetic pathway. In parallel they revealed breeding
potentialities and gave indications on S. rebaudiana requirements for its cultivation under

temperate climate.

Keywords

Stevia rebaudiana; Steviol glycoside; Secondary metabolites accumulation; Genotypic

determinism; Genotype-environment interaction
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Depuis les années 1980, les problémes d’obésité et de diabete de type II ont été
multipliés par 2 ou 3 (Capewell et Buchan, 2012). Ils ont atteint des proportions telles que
I’on parle d’épidémie mondiale (OMS, 2010). On observe en paralléle un engouement pour
les aliments hypocaloriques, light ou sans sucre. En réponse a cette demande, de nouvelles
alternatives au sucre sont apparues ces dernicres années, telles que les édulcorants intenses.
Alors que le marché du sucre montre une croissance de 3-4% par an, la demande pour des
agents sucrants alternatifs augmente de 8% par an. Si les édulcorants de synthése ont été
largement consommés ces 20 dernicres années, des expériences ont mis en doute leur absence
de nocivité pour la santé (Marti et al., 2008). Bien que de récentes évaluations aient montré
que l’aspartame ne présentait pas de danger pour la santé (EFSA, 2013), la révélation d’un
risque potentiel des édulcorants de synthése a entrainé I’apparition d’un nouveau marché,

celui des édulcorants intenses d’origine naturelle.

Stevia rebaudiana Bertoni est une herbe sauvage apparue aux confins de la forét
subtropicale du nord-est du Paraguay (Shock, 1982), ayant des feuilles au goit sucré. De
nombreux glycosides de stéviol sont en effet accumulés dans la plante. IIs sont estimés
comme ayant un pouvoir sucrant 200 a 300 fois supérieur a celui du saccharose, et sont
acaloriques (Matsui et al., 1996). Ils apparaissent ainsi comme candidats potentiels pour venir
en substitution aux édulcorants de synthése. Au sein de 1’Union Européenne, la
consommation de S. rebaudiana a été interdite jusqu’a récemment, faute de preuves
scientifiques de son absence de risques pour la santé. Le 11 novembre 2011, le texte pour
I’utilisation de S. rebaudiana comme additif alimentaire a été voté par la Commission

Européenne (UE, 2011).

L’utilisation de S. rebaudiana s’est développée au Japon dés la fin des années 1970
(Lewis, 1992). En 2007, elle représentait 40% du marché des édulcorants intenses dans ce
pays (consommation annuelle estimée a 200 t.) (Rajasekaran et al., 2007). Au cours des
décennies suivantes, la culture de S. rebaudiana s’est développée dans de nombreux pays : le
Paraguay, le Brésil, I’Uruguay et I’Amérique Centrale. La Chine, la Thailande, I’Inde et Israél
ont également lancé des cultures commerciales. Les surfaces de culture de S. rebaudiana se
sont multipliées ces derni¢res années : elles sont estimées a 20-25 000 ha en 2008 et 67-

80 000 ha en 2011 (Kienle, 2010). D’autres pays sont en expérimentation pour des cultures
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commerciales : ¢’est le cas notamment du Canada, de la Nouvelle Z¢lande, de 1’ Australie et,
en Europe, de la Belgique, de 1I’Allemagne, de I’ Angleterre, de la France, de I’Italie et de la

Grece. Il n’existe néanmoins pas a ce jour de systéme de culture mécanisé de S. rebaudiana.

C’est dans ce contexte qu’en 2011, le FUI STEVIANOV, labellisé et financé par le pole de
compétitivit¢ Agri Sud-Ouest Innovation, a vu le jour. L’ambition de ce projet est de
développer une filiére agro-industrielle francaise de S. rebaudiana. Il réunit pour cela cing
partenaires qui représentent I’ensemble de la filiere : (1) I’Epi Salvagnacois, acteur agricole
majeur dans le Tarn (81) ; (2) la société Stevia Natura, ancrée dans le Puy-de-Dome (63) et
spécialisée dans la production et la commercialisation des produits issus de S. rebaudiana ;
(3) I’entreprise La Pateliere, basée dans le Gers (32), spécialisée dans la fabrication, le
conditionnement et la distribution de produits d’aide a la patisserie conventionnelle et
biologique et des confiseries ; (4) le laboratoire de Chimie Agro-Industrielle (LCA) UMR
1010 INRA/INPT-ENSIACET, dont I’objectif principal est la valorisation des produits et
sous-produits de D’agriculture, de la forét et des agro-industries; (5) les laboratoires
d’Agronomie et d’Agrophysiologie de I’INP-EI Purpan, dont les compétences portent d’une
part sur la conception et I’évaluation de systémes de culture économes en intrants, et d’autre
part sur les voies métaboliques d’especes cultivées (soja, tournesol) et I’accumulation en

métabolites secondaires d’intérét, ainsi que sur des travaux de sélection variétale.

L’objectif, a I’issue de ce projet, est de pouvoir proposer des génotypes de S.rebaudiana
en vue d’un travail de sélection variétale, des itinéraires techniques appropriés, des surfaces
de culture adaptées aux besoins du marché, une unité de premicre transformation et de
purification des différents produits issus de I’extraction des productions végétales et un circuit
de commercialisation de ces différents produits. L’ancrage régional de STEVIANOV pour
I’amont de la filiere (production agricole) s’explique par le fait que la production de S.
rebaudiana serait, pour les agriculteurs locaux, une alternative a la production de tabac, en

remobilisant la plupart du matériel spécifique a cette culture.

Dans ce contexte, 1’objectif général de ce travail de recherche, réalisé au sein des
laboratoires d’ Agronomie et d’ Agrophysiologie de I’'INP-EI Purpan, est d’explorer les sources
de variabilit¢ génotypique et environnementale pour I’élaboration de la biomasse foliaire et
I’accumulation en glycosides de stéviol, en vue d’une culture de S. rebaudianan milicu
tempéré. Afin de mieux cerner les enjeux scientifiques de cette problématique, une revue

bibliographique (Partie 1, chapitres 1 et 2) recense I’ensemble des études agronomiques,
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physiologiques, biochimiques et génétiques déja menées sur S. rebaudiana, et conduit a la
formulation des objectifs spécifiques a ce travail de recherche et des moyens mis en ceuvre
(Partie 1, chapitre 3). Les résultats obtenus sont organisés en deux parties, divisées en
chapitres. Les chapitres 4 et 5, qui constituent la Partie 2, explorent la variabilité¢ génotypique
de la teneur et de la composition en glycosides de stéviol, ainsi que de critéres
morphologiques et de précocité. Ces chapitres s’intéressent €galement aux interactions
génotype x environnement. Enfin, les chapitres 6 et 7, regroupés dans la troisieme partie,
proposent une approche écophysiologique pour évaluer 1’effet de facteurs environnementaux
sur I’¢laboration de la biomasse et 1’accumulation en glycosides de stéviol chez S.
rebaudiana. Les facteurs étudiés sont le stade de développement de la plante, I’age de la

feuille, la longueur du jour et la fertilisation.
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la plante et sa culture
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PARTIEL, CHAPITREL: Stevia rebaudiana Bertoni, la plante et sa culture

1. DESCRIPTION GENERALE

1.1. Origine et classification

Stevia rebaudiana Bertoni est une plante originaire du Nord-Est du Paraguay (Shock,
1982), appartenant a la famille des Asteraceagsous-famille Asteroideagtribu Heliantheae
genre Stevia. Le genreStevia comprend environ 240 especes, distribuées du Sud-Ouest des
Etats-Unis au Nord de I’ Argentine (Robinson et King, 1977 ; Soejarto, 2002). Les plantes
appartenant au genre Steviasont des herbes ou des arbrisseaux annuels ou pluriannuels,
principalement trouvés entre 500 et 3000 métres au-dessus du niveau de la mer, généralement

dans des environnements montagneux semi-secs (Soejarto et al., 1983).

S. rebaudiana est ’espéce la mieux connue du genréStevia. C’est une plante au goit
sucré, di a la présence de composés au fort pouvoir sucrant dans ses feuilles, les glycosides
de stéviol (SVglys). Selon I’étude de Kinghorn et al. (1984), une autre espéce, Stevia
phlebophylla, originaire du Mexique, contient des traces de stévioside, le plus commun des
SVglys, qui conferent a la plante un gott sucré. Par ailleurs, un SVgly, le rubusoside, a été
identifié dans une espéce de la famille des rosacées : Rubus chingi var suavissm(&K. Lee)
(Tanaka et al., 1981 ; Ohtaniet al., 1992).

Les propriétés sucrantes de S. rebaudiana sont connues depuis longtemps par les
Guaranis, Indiens des montagnes du Paraguay, qui appellent cette plante cad-€hé qui signifie
« herbe sucrée » (Lewis, 1992). Cette plante a été révélée au reste du monde par le botaniste
suisse-italien M.S. Bertoni en 1887 (Lewis, 1992). Dés 1900, le chimiste paraguayen O.
Rebaudi mentionna la présence d’un composé sucrant dans la plante, comparable a l'acide
glycyrrhizique (principe actif de la réglisse). Mais ce n’est qu’en 1931 que les chimistes
francais M. Bridel et R. Lavieille isolérent le stévioside (Robinson, 1930 ; Bridel et Lavieille,
1931). Le stévioside fut considéré comme [’'unique SVgly présent dans les feuilles de
S. rebaudiana jusqu’a I’isolement par des équipes japonaises de nouveaux SVglys a la fin des
années 1970, tels que le rébaudioside A (Kohda et al., 1976), le rébaudioside C (Sakamoto et
al., 1977a), les rébaudiosides D et E (Sakamoto et al., 1977b), le dulcoside A (Kobayashi et
al., 1977). A T’heure actuelle plus de 30 SVglys ont été identifiés, dont certains sont
cependant peut-étre des artefacts formés au cours de I’extraction et/ou de 1’isolement

(Morlock et al., 2014). Les deux SVglys majeurs sont le stévioside (ST) et le rébaudioside A
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(RA). Les caractéristiques organoleptiques de ce dernier sont plus appréciées que celles du ST

(cf. chapitre 2, § 1.2).

Les premieres exportations de S. rebaudiana eurent lieu pendant la Seconde Guerre
Mondiale en direction du Royaume-Uni, pour venir en alternative au sucre dont les
approvisionnements s’épuisaient. Sa culture ne s’est cependant pas développée, car la
technologie nécessaire pour en faire une culture industrielle n’existait alors pas (Lewis, 1992).
La plante a a nouveau été exportée en 1968 vers le Japon, ou son exploitation commerciale
s’est développée (Lewis, 1992) grace a la recherche de procédés d’extraction et de raffinage
des SVglys (Rajasekaran et al., 2007). Au cours des décennies suivantes, S. rebaudiana a été
introduite dans de nombreux pays. Aux FEtats-Unis, la Food and Drugs Administration a
accordé en 2008 le statut GRAS (Generally Recognized As Safe), en tant qu’additif
alimentaire, au RA (US Food and Drug Administration, 2009). En France, le RA (purifi¢ a
97%) a été autorisé pour le méme usage en 2009 (AFSSA, 2009). Par la suite, en 2011,
I’Union Européenne a autorisé sous le code E960 I’ensemble des glycosides de stéviol
purifiés a 95% selon les termes de la réglementation (CE) n°1333/2008 relative aux additifs

alimentaires (UE, 2011).

1.2. Description botanique

S. rebaudiana est une plante pérenne. Dans son habitat naturel, c’est une plante mince,
avec peu de ramifications. Ses tiges sont ligneuses, recouvertes de fins poils laiteux. En
culture, la plante produit de nombreuses ramifications, qui lui donnent 1’air d’un arbrisseau
dense (Soejarto, 2002) (Figure 1). Les tiges arrivées a maturité dépérissent, et de nouvelles
tiges se renouvellent chaque année (Soejarto, 2002). Les feuilles sont de petite taille,
allongées, droites et dentées (Dwivedi, 1999) (Figure 1). Elles sont simples, opposées, sub-
sessiles, séparées par des entre-nceuds de 2 a 4 cm. Leur forme et leur taille sont variables

(Sogjarto, 2002).

Le systéme racinaire de S. rebaudiana est pivotant au début de son développement puis
devient de plus en plus fasciculé, avec une distribution majeure des racines dans la couche
supérieure du sol (Carneiro, 1990). S. rebaudiana produisant facilement des repousses et des

racines a partir de sa base, il pourrait s’agir d’une plante chaméphyte.
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S. rebaudiana est décrite comme auto-incompatible (Yadav et al., 2014). La majorité des
especes de la famille des Asteraceagont auto-incompatibles de type sporophytique (Ferrer et
Good-Avila, 2007). Ce systéme d’incompatibilit¢ fait appel a des geénes d’auto-
incompatibilité (S), empéchant la reproduction entre individus partageant un ou plusieurs
alléles au locus du géne S (S1, S2, S3...Sx). Dans ce cas, le développement du tube pollinique
est bloqué et la fécondation n’a pas lieu. L’auto-incompatibilité observée chez S. rebaudiana
pourrait étre donc de type sporophytique. Les fleurs sont hermaphrodites, petites et
généralement blanches (Figure 1). Elles sont regroupées en corymbes comprenant 2 a 6 fleurs,
organisés en panicules (Dwivedi, 1999 ; Goettemoeller et Ching, 1999). La pollinisation de
S. rebaudiana est entomophile (Goettemoeller et Ching, 1999). Les graines sont contenues
dans des achénes de 3 mm de long environ surmontées d’un pappus d’une vingtaine de soies
(Robinson, 1930 ; Goettemoeller et Ching, 1999). Les akéenes fertiles sont de couleur foncée,

alors que les non-fécondés sont clairs (Goettemoeller et Ching, 1999) (Figure 1).

(C) (D)

Figure 1: (A) Pied en reprise de végétation a la sortie de I'hiver ; (B) Feuilles ; (C) Fleurs ; (D) Akéne
fertile de S. rebaudiana.
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1.3. Cycle de développement

S.rebaudiana est une plante de jours courts, avec une photopériode critique allant de 8 a
14 h selon le génotype, de 13 h en moyenne (Brandle et al., 1998). L’induction de la floraison
est initiée par les jours courts. Elle peut avoir lieu dés le stade 4 feuilles. Les jours longs,
quant a eux, favorisent le développement végétatif et ainsi 1’¢laboration de la biomasse
(Brandle et al., 1998). L’initiation de la floraison n’est pas uniforme au sein d’une méme
plante (Carneiro, 1990). Ainsi, tous les stades de développement peuvent étre présents sur une
méme plante au méme moment. Une premiére description des stades de développement de la
plante a été réalisée, sur la base de 5 stades végétatifs et 5 stades reproductifs (Tableau 1 et

Figure 2) (Carneiro, 2007).

Tableau 1: Description des stades de développement &lievia rebaudianaBertoni (Carneiro, 2007).

Table 1. The description of plant development stages for Stevia rebaudiana (Bert) Bertoni

V — vegetative stages
Begining at seed imbibition they end at flower bud appearance. The text has more details
0 Seed germination: Debearded seed is absorbing water from the growing medium or germination paper. At most, only the radicle or
cotyledons are visible

Vi Normal seedling: After seed germination, the seedling hypocotyl is visible, and the unfolded cotyledons are green, upright or parallel
fori=0.. 10 to the surface of the growing medium. The i-tenth indicates the percentage of normal seedlings whose radicles have already penctrated
into the growing medium or are developing on the germination paper

V., Seedling growth: Each seedling node with a pair of true leaves at least 5 mm in length is counted

forim1..5

Vi Plant growth and branching: Each plant has just one main stem. The i-nodes on the main stem are counted. The k-node is the first
frialiie axillary branch, counting up from the ground, containing at least two internodes at least 2 cm in length

k=1.m

Vi Plant regrowth: The i-nodes in each stem are counted, and the k-node is the uppermost axillary branch which has at least two
P internodes at least 2 ¢m in length have already developed

k=0..m

R - Reproductive stages
Starting at differentiation of the branch apex into flower buds, they end with the total wind dispersion of the fruits. The capitula are considered in these
descriptions. See the text for more sub-stage details
R,; Flower buds: The branch apex has already differentiated into flower buds

fori=0..10

R, Crop flowering: The flowers attached on the torus are in anthesis, the time of flowering to pollination

fori=0..10

R, Developing seeds: The fruits are growing and individual seeds have different stages of maturation. At the end, the petals are wilted and

fori=0._ 10 brownish in color

R, Fruit dispersion: Fruits with a feathery pappus have developed and are ready for wind dispersion. The developed seed embryos in these

o E= 010 fruits have reached the physiological maturity

Ry, Senescent plants: The seeds were dispersed by wind and the torus, totally empty of fruits, are dry and brownish in color

fori=0..10
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Figure 2 : Structure morphologique des plantes utilisées pour la description des stades de développement:
(a) semis en cours de développement ; (b) semis normal lors d’un test de germination ; (c) semis développé
avec systéme racinaire ; (d) plante développée conduite en jours courts ; (e) repousse de tige apres taille de
la plante ; (f;) panicule de corymbes avec divers capitules pffcyme détachée au hasard pour compter les
stades reproductifs ; (§) capitule contenant cing fleurs blanches ; J capitule contenant des graines prétes

a étre dispersées (Carneiro, 2007).
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2. CARACTERISTIQUES AGRONOMIQUES

2.1. La plante dans son habitat d’origine

Dans son habitat naturel, on retrouve S. rebaudiana sur les bords de marais ou dans des
communautés de prairies, dans des sols aux nappes phréatiques peu profondes,
continuellement humides mais n’étant pas sujet a une inondation prolongée. Il s’agit en
général de sols peu fertiles - tourbes ou sables - et acides (pH + 4,5). Le climat est subtropical,
avec des températures allant de -6°C a +43°C, pour une valeur moyenne annuelle de +23°C,

et avec des précipitations moyennes annuelles de 1400 mm (Shock, 1982).

A cette latitude (21-22°S), la photopériode n’excéde pas 14 h et est inférieure a 13 h de
mars a octobre. Les plantes fleurissent a partir de janvier-mars, ce qui équivaut a juillet-
septembre dans 1’hémisphére nord. Les plantes arrivées a maturité dépérissent, et leurs
repousses entrent en floraison rapidement. Les floraisons se succedent ainsi jusqu’a I’hiver en
juillet. A I’état sauvage, S. rebaudiana se reproduit de maniére sexuée ou asexuée, grace a
I’enracinement de tiges piétinées par le bétail. La production de graines viables est erratique et
la plupart des plantes sont généralement des survivantes des années précédentes. Dans son
environnement naturel, S. rebaudiana est en compétition avec d’autres adventices, de petite

taille et adaptées aux sols peu fertiles (Shock, 1982).

2.2. Conduite de S. rebaudiana en milieu tempéré

S. rebaudiana étant une plante de jours courts, dans son habitat d’origine, les floraisons
se succedent rapidement. Les jours longs favorisent quant a eux le rendement foliaire et
I’accumulation des SVglys (Metivier et Viana, 1979). La culture de S. rebaudiana en milieu
tempéré, avec des jours longs en été, permettrait donc d’atteindre une production en SVglys
plus élevée. Les connaissances agronomiques pour la conduite de S. rebaudiana en milieu
tempéré sont encore floues a I’heure actuelle. Néanmoins, grace aux informations existantes a
ce jour et a la connaissance de son milieu naturel, certains des besoins de la plante peuvent

étre appréhendés.
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2.2.1. Type de sol et intrants

S. rebaudiana présente une faible tolérance aux sols salins. Bien qu’elle soit présente
naturellement dans des sols acides, cette plante se développe bien sur des sols aux pH compris
entre 6,5 et 7,5 (Shock, 1982). La plupart des terres agricoles est plus fertile que les terres de
son habitat naturel. Les besoins nutritifs de S. rebaudiana en engrais sont donc modérés
(Shock, 1982). La production de 1 t/ha de feuilles seches nécessiterait environ 65 kg d’azote
(N), 8 kg de phosphore (P) et 56 kg de potassium (K) (Lima Filho et al., 1997a), ainsi que 89
g de bore, 26 g de cuivre, 638 g de fer, 207 g de manganése et 13g de zinc (Lima Filho et al.,
1997b). Néanmoins, la littérature met en évidence une réponse, en général positive, du
rendement aux apports de fertilisants (en particulier de ’azote), avec par exemple des
rendements voisins de 3,5 t/ha pour des apports en NPK voisins de 100-30-45 U
respectivement contre seulement 1,9 a 2,3 t/ha pour des apports de 60 a 75 U en N, 30 U en P
et 45 U en K (Maheshwar, 2005). Les meilleurs résultats d’une autre étude (2,1 t/ha) ont
¢galement ¢été obtenus avec 1’apport de fertilisation le plus ¢€levé : 275-112-172 U de NPK
additionnées a 20 t/ha de fumier (Nevase et al., 2009).

L’¢tude de Lima Filho et Malavolta (1997) décrit les symptomes de déficience en azote
(N), phosphore (P), potassium (K), calcium (Ca), magnésium (Mg) et bore (B), ainsi que les
symptomes de toxicité du bore et du zinc (Zn) chez S. rebaudiana. Une déficience en azote
provoque un développement réduit de la plante, des petites feuilles et un jaunissement
généralis€¢. Une déficience en phosphore entraine une croissance réduite. Les symptomes
associés a une déficience en potassium sont un recourbement des feuilles, similaire a un

flétrissement, et un jaunissement puis une nécrose des feuilles les plus agées.

2.2.2. Besoins en eau

Selon Shock (1982), S. rebaudiana présente une faible tolérance au stress hydrique et
nécessite une irrigation fréquente. Sur ’ensemble du cycle de culture, un apport couvrant
100% de la consommation en eau de la culture a permis d’obtenir une biomasse totale jusqu’a
40% supérieure par rapport a des apports d’eau couvrant 66% ou 33% des besoins de la
culture. Néanmoins ce fut au détriment de I’efficience d’utilisation de 1’eau par la plante
(WUE, Water Use Efficiency) et de I’indice de récolte (HI, Harvest Index ; proportion de la

biomasse totale allouée a la biomasse foliaire) (Lavini et al., 2008). De méme, une irrigation
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couvrant 117% de I’évapotranspiration potentielle (ETP) a permis d’obtenir un rendement en
feuilles de 13% supérieur a celui obtenu avec une irrigation couvrant 100% de I’ETP, mais
toujours au détriment de la WUE et du HI (Fronza et Folegatti, 2002). Ainsi, a condition que
les rendements restent suffisamment ¢€levés, il pourrait étre intéressant d’augmenter 1’indice
de récolte par une diminution de I’irrigation (Lavini et al., 2008). Il ne faut néanmoins pas
négliger certains stades de la culture. Une irrigation est nécessaire immédiatement apres la
transplantation au champ. L’eau doit étre apportée de manicre constante jusqu’a ce que les
jeunes plants aient passé la phase critique de transplantation et qu’ils aient repris une

croissance normale (Andolfi et al., 2002).

2.2.3. Implantation

Les plantes sont semées ou bouturées en serre, avant d’étre transplantées en champ
(Brandle et al., 1998). Au Canada (South Western Ontario), les plantes sont transplantées en
champ a partir de la deuxiéme quinzaine de mai. Elles sont lentes a s’établir jusqu’a la mi-
juillet (Brandle et al., 1998). En Italie, la période idéale pour la transplantation des plantes au
champ est le mois d’avril, compte-tenu des températures douces et des pluies fréquentes

(Andolfi et al., 2002).

La densité de plantation est un paramétre essentiel pour la culture de S. rebaudiana qui
affecte directement le degré de ramifications primaires et secondaires ainsi que le rendement
en feuilles et en tiges de la plante. Le nombre de feuilles et la hauteur des plantes sont
néanmoins moins affectés par la densité de plantation (Shu et Wang, 1988). Ce sont donc le
diametre de la tige et I’index de surface foliaire qui varient en fonction de la densité, avec un
impact direct sur le rendement de la culture. De nombreux auteurs ont étudi¢ la densité de
plantation et I’écartement optimal pour I’obtention d’un rendement en poids sec de feuilles et
une teneur en SVglys élevés (Shu et Wang, 1988 ; Carneiro et al., 1992 ; Espitiaet al., 2009 ;
Singh et al., 2011 ; Vasanthi et al., 2011). La premiére année, les plantes sont moins
buissonnantes qu’en deuxiéme année de culture et suivantes. La densité au champ pourrait
ainsi ne pas avoir d’influence sur le rendement en feuilles la premiére année (Carneiro et al.,
1992). La seconde année, les meilleurs rendements ont été obtenus avec une densité de

100 000 plantes/ha, en comparaison a des densités de 50 000 et 80 000 plantes/ha (Carneiro et
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al., 1992). Une densité a 200 000 plantes/ha a entrainé une faible croissance de la culture, due
a une compétition pour la lumicre et une diminution du ratio feuille/tige (Basuki et
Sumaryono, 1990, cité par Ramesh et al., 2006). Douze mois aprés la plantation, les racines
s’étendent sur 30 cm de part et d’autre de la plante. Dans le cas d’une culture en conduite
pluriannuelle, I’écartement devrait alors étre supérieur a 30 cm de chaque c6té (Ramesh et al.,
2006). Différents écartements ont été étudiés, allant de 20 a 60 cm inter-rangs et de 20 a 40
cm inter-plants (Espitia et al., 2009 ; Singh et al., 2011 ; Vasanthiet al., 2011). Les résultats

sont divergents quant a I’écartement optimal.

- 1l a été observé comme étant de 30 x 20 ou 30 x 30 cm sur la base du rendement en
feuilles et en tiges (Singh et al., 2011).

- Un écartement de 45 x 22,5 cm pourrait permettre le plus haut rendement en feuilles et
une absorption d’azote et de potasse élevée (Vasanthi et al., 2011).

- Un écartement de 20 x 20 cm permettrait d’obtenir le rendement foliaire moyen le plus
¢levé (1,4 t MS/ha), dépassant les résultats obtenus avec I’écartement 40*40cm

d’environ 80% (Espitia et al., 2009).

2.2.4. Adventices et maladies

S. rebaudiana a une faible capacité de compétition avec les adventices pendant la
premicre période de croissance, compte-tenu de son démarrage lent (Figure 3). Les adventices
sont ainsi les premiers freins a I’établissement de la culture et & son rendement. La culture de
S. rebaudiana nécessite par conséquent un controle des adventices aux premiers stades
d’établissement de la culture. Par ailleurs, la présence d’adventices rend la récolte plus

difficile et augmente leur stock de graines dans le sol (Ramesh et al., 2006).

S. rebaudiana est susceptible de développer différentes maladies fongiques (Figure 3).
La Septoria steviae est I’un des champignons qui infest&. rebaudiana. La maladie fongique
qui lui est associée se traduit par des lésions vert olive sur les feuilles, qui se fondent
rapidement les unes aux autres et sont généralement entourées par un halo chlorotique. Les
feuilles se nécrosent rapidement et se détachent souvent de la plante (Reeleder, 1999).
Certains génotypes peuvent présenter un haut niveau de résistance/tolérance a la Septoria

steviae laissant entrevoir une possibilité de sélection sur ce critére (Reeleder, 1999).
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(A) (8) (€

Figure 3: (A) Jeune plant deS. rebaudianaen compétition avec du liseron ; (B) et (C) Symptémes foliaires
de maladies fongiques observés ch&z rebaudiana.

Une maladie de pourriture des feuilles due a I’agent pathogéne Alternaria alternata a
¢galement été identifiée. Cette maladie se traduit par des petites taches circulaires marron
clair sur les feuilles, qui peuvent évoluer vers des couleurs plus foncées (marron foncé, gris)
et des formes plus irrégulieres. Certaines de ces taches se regroupent pour former de plus

grandes zones nécrotiques.

Une autre maladie foliaire, causée par le champignon Alternaria steviaea été observée,
dont les premiers symptomes se traduisent par 1’apparition de petites taches sur les feuilles,
similaires a celles causées par Septoria steviaeles taches s’étendent ensuite en formes
irrégulieres de couleur noire, entourées d’une zone chlorotique. Ces taches apparaissent
également sur les tiges et les pétioles (Ishiba et al., 1982). Parmi différentes lignées étudiées,
certaines ont la-encore montré une meilleure résistance/tolérance au pathogéne, laissant a

nouveau entrevoir une possibilité de sélection (Ishiba et al., 1982).

Sclerotinia sclerotiorumprovoque une maladie de pourriture de la tige chez S.
rebaudiana. Les tiges infestées présentent des lésions marron foncé. Si les symptomes se
limitent aux ramifications, il y a un flétrissement partiel des feuilles. Quand les symptomes
apparaissent a la base des tiges principales et au niveau des racines, un flétrissement de la

plante entiére est observé (Chang et al., 1997).

Le champignon Sclerotium rolfsiiprovoque quant a lui une maladie de pourriture des
racines. Les premiers symptomes de cette maladie sont un jaunissement et une fanaison des
feuilles, accompagnés d’un flétrissement de la plante. Des filaments blancs (mycélium du
champignon) apparaissent au niveau du collet puis se développent vers les racines et la tige,

entrainant leur décomposition (Kamalakannan et al., 2007).
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D’autres agents pathogénes de S. rebaudiana ont été identifiés : Erysiphe

cichoracearumRhizoctonia solantt Sclerotium dephiniiMaiti et al., 2007).

2.2.5. Récolte

Le rendement de S. rebaudiana s’exprime en masse de glycosides de stéviol (SVglys)
produits par hectare (kg.ha™). 11 dépend donc de I’élaboration de la biomasse foliaire et de
I’accumulation en SVglys dans les feuilles. Il est généralement admis que la teneur maximale
en SVglys (mg.g" MS) est atteinte lors de la formation des bourgeons floraux (Ceunen et
Geuns, 2013c¢). Les résultats divergent ensuite : lors de la floraison, la teneur en SVglys peut
décroitre, de 20 % (Mitsuhashi et al., 1975) a 35-50% (Bian, 1981 ; Vanidze et al., 2009 ;
Ceunen et al., 2011), ou stagner (Zaidan et al., 1980 ; Ceunen et al., 2011). L’accumulation
de biomasse se fait quant a elle durant toute la période végétative. L’optimum de récolte est
donc défini au stade bouton floral (Brandle et al., 1998), en septembre sous nos climats. Au
Canada, une récolte au stade bouton floral a permis d’obtenir un rendement de 3,1 t MS.ha'l,
avec une teneur en stévioside de 104,7 mg.g” (Brandle et Rosa, 1992). La récolte peut aussi
étre obtenue au moyen de plusieurs coupes durant la période végétative (Carneiro, 1990). En
Italie, si la conduite est bien réalisée, avec des apports d’eau suffisants afin de couvrir les
besoins de la plante 1’été, deux coupes par année peuvent étre envisagées (Andolfi et al.,

2006).

S. rebaudiana peut étre cultivée comme une plante annuelle, comme au Canada (Shock,
1982 ; Brandle et al., 1998), ou pluriannuelle lorsque le climat le permet. En Italie, plusieurs
études en vue d’une conduite pluriannuelle de S. rebaudianant été réalisées. La biomasse
foliaire (g.plante™) peut augmenter jusqu’en 5™ ou 6°™ année de production, avec un ratio
feuilles/plante enticre relativement stable les 2 premiéres années, qui augmente la 3éme année
et qui tend a diminuer a partir de la 4°™ année, avec le nombre répété des coupes et
I’augmentation du nombre de ramifications (Andolfi et al., 2006). Dans une autre étude, le
déclin du rendement a été observé a partir de la troisiéme année : le rendement en feuilles était
de 13,3 t.ha™ la premiére année et de 9 t.ha™ la troisiéme année (Ruta et al., 1999). La survie
des plantes pendant 1’hiver reste le premier facteur a maitriser pour une culture pluriannuelle
de S. rebaudiana : la pourriture des racines peut conduire a une grande perte des plantes au

cours de I’hiver (Lavini et al., 2008).
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3. DOMESTICATION DE L 'ESPECE

3.1. Modes de propagation de I'espéece et sélection variétale

A TDinstar des plantes aromatiques ou médicinales, un enjeu pour la production de S.
rebaudiana est d’obtenir un matériel de propagation adapté a une culture a grande échelle.
Les modes et objectifs de sélection variétale ne seront pas les mémes selon le mode de

propagation choisi : propagation sexuée (semis) ou asexuée (bouturage, micropropagation).

3.1.1. Sélection variétale en vue d’une propagation sexuée

Les taux de germination des graines de S. rebaudiana sont réputés faibles (Shock, 1982).
Ils présentent donc un frein a la propagation de cette plante par semis pour une culture a

grande échelle. Ils peuvent néanmoins varier selon les conditions de germination.

- Le taux de germination des graines sans pappus est de 84,5%, alors qu’il est de
61,7% pour les graines avec pappus. Une €élimination du pappus permettrait d’augmenter
la surface de contact entre la graine et son substrat, d’accroitre 1’absorption de I’eau par la
graine et favoriserait ainsi sa germination (Carneiro et Guedes, 1992). Une élimination
mécanique du pappus peut néanmoins abimer la graine et causer une augmentation du
nombre de plantules anormales (Carneiro, 1990).

- Avec un taux de germination des graines de S. rebaudiana plus élevé en
présence de lumiére que dans le noir, plusieurs auteurs soutiennent une photosensibilité
positive des graines de S. rebaudiana (Brandleet al., 1998 ; Goettemoeller et Ching,
1999; Abdullateef et Osman, 2011). Cependant, une étude montre un meilleur taux de
germination en présence de lumiere pour 3 cultivars seulement, sur les 5 étudiés (Macchia
et al., 2007).

- La gamme de température optimale pour la germination se situerait entre 15 et
30°C, en fonction du cultivar (Macchia et al., 2007).

- Le substrat dans lequel sont semées les graines influe également sur leur
germination et le développement des pousses. Un sol léger, argilo-sableux et calcaire
serait le meilleur substrat, quand le moins bon serait un sol lourd, argileux (Carneiro et al.,

1997).
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- Le mode de conservation a aussi un effet sur la qualité germinative des graines.
Une conservation des graines entre -10°C et -18°C permettrait d’assurer leur viabilité
pendant plus de trois ans, quand elle n’est que de quelques mois a température ambiante

(Chen et al., 1995, cité par Macchia et al., 2007).

En vue d’une propagation par semis, compte-tenu de 1’auto-incompatibilité observée
chez S. rebaudiana, la sélection récurrente apparait comme la méthode la plus effective pour
une augmentation du rendement foliaire et de la teneur totale en SVglys (Yadav et al., 2011).
C’est une méthode de sélection utile pour 1I’amélioration de caracteéres quantitatifs héritables
chez les especes allogames. Elle consiste en la sélection de plantes issues d’une population
obtenue par inter-croisement et choisies pour leur phénotype. Les plantes obtenues a 1’issue
d’un cycle de sélection sont apparentées, chaque plante ayant ét¢ fécondée par I’ensemble des

autres plantes. On parle pour un tel schéma de sélection familiale demi-fréres (Gallais, 1989).

Les variétés synthétiques sont obtenues a I’issue de plusieurs cycles de sélection
récurrente. La variét¢é commercialisée correspond toujours a la méme génération, obtenue
avec le méme matériel de départ. Le développement de ce genre de variétés est adapté pour
les plantes dont le controle de la pollinisation est difficile. Cela permet la création rapide de
variétés pour des plantes non encore intensivement sé¢lectionnées, en utilisant une méthode a
moindres colts. Une caractéristique des variétés synthétiques est leur aspect « aléatoire » : de
nombreuses sources de variation existent d’un lot a I’autre, la non-homogénéité¢ de
pollinisation par exemple (Gallais, 1989). Dans le cas d’une propagation sexuée de S
rebaudiana, le développement de variétés synthétiques apparait comme la méthode la plus
adaptée pour le développement d’une variété enrichie en rébaudioside A (RA) et ayant une

teneur en SVglys ¢levée (Yadav et al., 2011).

Une variété synthétique, « AC Blackbird », a été développée. Elle est caractérisée par
une teneur totale en SVglys d’au moins 14%, et pouvant aller jusqu’a 18,8% et par un ratio
RA/ST ¢levé, d’au moins 9,1 :1 et pouvant aller jusqu’a 11,0 :1 (Brandle, 2001). Une variété
synthétique a également été développée par Morita et Yucheng (1998). Elle contient au moins

2,6 fois plus de RA que de ST.
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3.1.2. Sélection variétale en vue d’'une propagation asexuée

La propagation végétative de S. rebaudiana, réalisée par bouturage ou micropropagation,
peut venir en renfort a sa propagation sexuée : des plantes obtenues par micropropagation ont
montré un taux de survie de 95% aprés transplantation en champ (Preethi et al., 2008). Les
plantes produites in vitro ne montrent pas de comportement anormal au champ (Tamura et al.,
1984b ; Preethi et al., 2008). Elles ne présentent donc pas d’effets indésirables liés a
I’utilisation d’hormones pour 1’induction des différentes pousses in vivo (Tamura et al.,

1984b).

Les boutures de S. rebaudiana s’enracinent facilement. Les meilleures boutures sont
obtenues a partir de la partie supérieure de la plante (Shock, 1982). La bouture doit se faire a
partir de d’une tige comportant 5 paires de feuilles opposées. Si les feuilles sont alternes, cela
présage de la proximité temporelle de la floraison, ce qui diminue la qualité d’enracinement et
le développement des boutures (Landazuri et al., 2009). Une fois la bouture implantée,
I’irrigation est un facteur essentiel, afin de favoriser un bon enracinement de la bouture
(Landézuri et al., 2009). La propagation par bouturage est limitée par le faible nombre
d’individus pouvant étre produits simultanément a partir d’une méme plante (Jain et al.,
2009). De plus elle nécessite un coiit important en main d’ccuvre (Tamura et al., 1984a). Elle
peut donc étre intéressante pour un travail a petite échelle, mais est probablement non-viable
en termes économiques pour un travail a grande échelle (Brandle et al., 1998). La
micropropagation peut alors venir en alternative pour une propagation de masse. La culture in
vitro de S. rebaudiana a fait I’objet de nombreuses ¢tudes (Tamur#t al., 1984a ; Swanson et
al., 1992 ; Rajasekaran et al., 2007 ; Banerjee et Sarkar, 2008 ; Preethiet al., 2008 ; Sreedhar
et al., 2008 ; Jain et al., 2009 ; Sadeak et al., 2009 ; Shatnawet al., 2011; Zara et al., 2014).
Elle permet en effet I’obtention dans un milieu aseptisé d’un grand nombre de clones a partir

d’une plante-mere.

Dans une optique de propagation asexuée de S. rebaudiana, une amélioration des plantes
par sélection phénotypique de plantes individuelles présentant des caractéristiques
intéressantes est adaptée. Une variabilit¢é peut néanmoins étre observée lors de la
multiplication des plantes par clonage : en Chine, des clones issus d’une méme plante-mere
ont présenté une teneur totale en SVglys allant de 10,3% a 19,6%, avec une teneur en ST

variant de 1,5 a 7,0% et une teneur en RA allant de 4,5 a 12,1% (Huang et al., 1995).
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Plusieurs variétés, dont les caractéristiques sont présentées dans le Tableau 2, ont déja été

développées en vue d’une multiplication par clonage.

Tableau 2: Liste de quelques variétés d8. rebaudianaen vue d’'une propagation par clonage.

Nom Pays Année Caractéristiques Références
Suweon 2 Corée 1979 Teneur élevée en ST Lee et al.(1978)
Teneur élevée en RA, feuilles fines,
Suweon 11 Corée 1981 Lee et al.(1982)
nombreuses ramifications
Yunri Chine 1989 Teneur élevée en RA et ST Shu (1989) :
Yunbing Chine 1989 Teneur élevée en RA et ST Subendi (1989)
Zongping Chine 1995 Rendement et ratio RA/ST élevés Shu (1995)
Ramonskaya Rendement de 0,62 t MS/ha, teneur en
Russie Zhuzhzhalova et al.(2004)
slastena SVglys de 14.6%
Ratio RA/ST de 91,1 :1 ; teneur en
Morita Japon 1987 Morita (1987)
SVglys de 10,1%
Rendement de 4.3 t MS/ha, teneurs en
CIMAP Madhu Inde 2011 Lal et al.(2011)
ST et RA de 12,6% et 5,8%,
Gawi Allemagne 2011 Adaptée aux conditions tempérées Lankes et Zabala (2011)

Pour la production par clonage de S. rebaudiana, la qualité du systéme racinaire des

plants revét une importance capitale, afin de produire des plantes de qualité et homogenes. Un

manque de vigueur des plants et un faible développement racinaire peuvent réduire la

résistance de la plante a différentes pressions environnementales : un développement racinaire

superficiel peut étre défavorable a la résistance a la sécheresse, en empéchant la plante

d’accéder aux réserves en eau des horizons profonds du sol. De méme, il peut réduire la

résistance au froid de la plante, de faibles températures entrainant le gel des eaux situées dans

les horizons superficiels (Dondey, 1988). Les plants d’eucalyptus issus de boutures présentent

généralement un enracinement plus faible et différent de celui des plantes obtenues par
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semis : la majorité des racines des eucalyptus obtenus par bouturage sont situées dans les
horizons superficiels du sol, alors que les plantes issues de semis développent un appareil
racinaire pivotant (Dondey, 1988). Dans le cas de S. rebaudiana, le systéme racinaire des
plantes issues de semis tend a étre fasciculé, apres avoir été pivotant la premic¢re année. Une
attention doit étre portée au systéme racinaire des plantes obtenues par bouturage pour une

bonne implantation la premiére année.

Bien que génétiquement identiques, toutes les boutures issues d’'une méme plante-mere
ne sont pas semblables. Une variabilité intra clonale existe pour des critéres tels que la
vigueur ou la résistance au froid. Le systéme racinaire et son développement pourraient étre a
I’origine d’une telle variabilité (Dondey, 1988). Il existe €galement une variabilité inter
clonale : en fonction de la plante-mére considérée, sa descendance obtenue par clonage sera
plus ou moins homogene (Dondey, 1988). La qualité du systéme racinaire est un point
critique pour le développement de plantes vigoureuses et homogenes. Il est donc nécessaire de
tenir compte de ce critere dans la sélection des plantes-méres en vue d’une propagation
clonale. D’autres facteurs peuvent également favoriser la mise en place d’un bon
développement racinaire des plants : plus les boutures sont jeunes, plus elles développent un
systeme racinaire de qualité (Dondey, 1988). Un apport d’auxine peut également venir en aide
au développement racinaire des boutures. L’auxine agit en effet sur la rhizogenése, en

favorisant I’apparition de racines sur les boutures (De Klerk et al., 1999).

3.2. Criteres de sélection

Les objectifs de sélection pour S. rebaudiana concernent différents caractéres, parmi
lesquels ceux relatifs aux SVglys (teneur totale en SVglys, teneur en RA, ratio RA/ST). Les
caractéristiques morphologiques de la plante, telles que sa hauteur, son nombre de
ramifications, son nombre de feuilles, I’indice de surface foliaire sont également a prendre en
compte. Compte-tenu des besoins photopériodiques de S. rebaudiana pour son
développement végétatif, il est nécessaire de développer des variétés précoces, afin d’assurer
une production de SVglys optimale dans nos latitudes (Andolfi et al., 2006). Enfin, des
caracteres tels que la sensibilité a la photopériode et la précocité de la plante, sa tolérance ou
sa résistance aux maladies, a la sécheresse ou aux sols a pH élevé sont a prendre en compte

(Yadav et al., 2011).
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3.2.1. Teneur et composition en glycosides de stéviol

Il existe une variabilité génétique suffisante pour obtenir des gains génétiques
significatifs pour la teneur en RA et pour le ratio RA/ST (Brandle et Rosa, 1992 ; Brandle,
1999). Selon des résultats obtenus sur des familles demi-fréres, 1’héritabilité pour la teneur en
ST est élevée (76%) (Brandle et Rosa, 1992). Un travail de sélection variétale peut donc étre

effectif sur ces criteres.

Les teneurs totales en SVglys au stade de jeune plant et au stade bouton floral (récolte)
ne sont pas corrélées (Nakamura et Tamura, 1985), ce qui suggere qu'une sélection réalisée
aux premiers stades sur la teneur en SVglys n’est pas effective (Brandle et al., 1998).
Cependant, une sélection sur la composition en SVglys pourrait étre faite a des stades
précoces : les proportions individuelles des SVglys au stade de jeune plant sont corrélées a

celles obtenues au stade bouton floral (Nakamura et Tamura, 1985).

3.2.2. Criteres morphologiques

La variabilit¢ génotypique de S. rebaudianapeut permettre d’obtenir des gains
génétiques significatifs pour le rendement en feuilles (Brandle et Rosa, 1992 ; Brandle, 1999).
Par ailleurs, I’héritabilité pour le ratio feuilles/tiges est de 79% (Brandle et Rosa, 1992). Une
variabilité et une héritabilité¢ suffisantes ont également été observées sur I’ensemble des
criteres suivants : longueur et largeur des feuilles, hauteur de la plante, nombre

d’inflorescences, rendement en feuilles, nombre de feuilles par plante (Gaurav et al., 2008).

Dans une étude, quatre morphologies de plante ont pu étre distinguées, les facteurs
discriminants étant le nombre d’axes dominants et le nombre de ramifications latérales
(Figure 4). Les plantes les plus productives étaient celles n’ayant qu’une seule tige ou peu de
ramifications et avec un ratio feuilles/tiges plus élevé (Tateo et al., 1998). Les plantes de taille
¢levée ou au nombre de ramifications important ne produiraient en effet pas un nombre de
feuilles significativement supérieur a celui des autres plantes (Raji Akintunde et Mohamad,

2011).
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Figure 4: Caractéristiques morphologiques des quatre groupes de plantes obtenus dans I'étude de Tateo
al. (1998).

La surface des feuilles peut également étre un critére intéressant, de grandes feuilles
conduisant a une biomasse plus ¢élevée que des petites. Cela pourrait permettre la production
d’une plus grande quantité de SVglys (Raji Akintunde et Mohamad, 2011). Il a été démontré
que la longueur des feuilles et le nombre d’inflorescences par plante sont corrélées
négativement avec le rendement en feuilles, alors qu’il existe une corrélation positive entre la

hauteur de la plante et le nombre de feuilles par plante (Gaurav et al., 2008).

I1 existe une variabilité et une héritabilité suffisantes pour réaliser un travail de sélection
variétale sur la morphologie des plantes et leur capacité productive. Dans son habitat
d’origine, la teneur totale en SVglys des feuilles de S. rebaudiana varie entre 2 et 10% de la
masse séche des feuilles. Une trentaine d’années de sélection, basée sur des caractéres
phénotypiques, a permis d’atteindre des teneurs approchant 20% de la masse seche des

feuilles (Yadav et al., 2011).
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Chapitre 2 : Les glycosides de steviol
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PARTIE 1, CHAPITRE 2: Les glycosides de stéviol

1. CARACTERISTIQUES

1.1. Structure chimique

S. rebaudiana a été le sujet de nombreuses études phytochimiques, qui ont permis
I’identification de nombreuses molécules. La plupart des études a eu pour objet les
isoprénoides, et plus spécifiquement les glycosides de stéviol (SVglys). Des informations sur
les autres composés identifiés chez S. rebaudianaont présentes dans les revues de Kenelly
(2002), McGarvey et al. (2003), Manish et al. (2006), Wolwer-Rieck (2012) et Lemus-
Mondaca (2012).

Les SVglys sont des glycosides diterpenes ent-kauréne tétracycliques organisés autour
d’un noyau de stéviol (SV) (Figure 5). Ils différent les uns des autres essentiellement par le
nombre d'unités de sucre liées au SV, allant généralement de un a quatre, mais pouvant aller
jusqu’a sept. Les unités de sucre sont essentiellement du fS-glucose (Glc) et, dans une moindre

mesure, du a-rhamnose (Rhm), du f-xylose (Xyl) et du S-fructose (Fru).

T2 ~N / 'o,///
f”/COOH CH3 COO0O-R4

Figure 5: (A) Noyau de stéviol et (B) Structure commune aux glycosides de stéviol.
Les radicaux R1 et R2 de chacun des glycosides de stéviol sont décrits dans le Tableau 3.
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Jusqu’au début des années 2000, neuf SVglys avaient été identifiés chez S.rebaudiana :
le stévioside (ST) (Bridel et Lavieille, 1931), les rébaudioside A et B (Kohda et al., 1976), C
(Sakamoto et al., 1977a), D et E (Sakamoto et al., 1977b), F (Starratt et al., 2002), le
dulcoside A (Kobayashi et al., 1977) et le stéviolbioside (Kohdaet al., 1976). La composition
en SVglys dans les feuilles de S. rebaudiana varie selon le génotype, mais la composition la
plus communément retrouvée, dans les populations sauvages, est la suivante (en pourcentage
de masse séche des feuilles): 5-10% ST, 2-5% RA, 1% RC, 0,5% DA, 0,2% rébaudiosides D,
E et F, et 0,1% stéviolbioside (Ceunen et Geuns, 2013a). Ces dernic¢res années, de nombreux
SVglys ont été détectés en petite quantité dans les feuilles de S. rebaudiana, sur des cultivars
d’origine différentes. On recense a I’heure actuelle plus de trente SVglys (Tableau 3) (Ceunen
et Geuns, 2013a). Les propriétés organoleptiques des SVglys les plus récemment identifiés

n’ont pas encore €t¢ établies.
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Famille ? Nom R1 R2 Formule sI;(::lrl;]I(l)tlrb Référence ©
Stéviol H H Ca0H300; Minne et al.(2004)
Stéviolmonoside H Glcpl1- Cy6H4Og Ohta et al.(2010)
stéviol-19-O-B-D-glucoside Glcf1- H Cy6H40O4 Gardana et al.(2010)
Rubusoside Glcp1- Glcpl1- C3,H50043 Ohta et al.(2010)
Stéviolbioside H Glep(1-2)Glepl- C3,Hs50015 100-125 Kohda et al.(1976)
Stévioside Glepl1- Gle(1-2)Glepl- CyHeOrs  250-300 ﬁrgi‘;‘l’l)et Lavieille

g - Glep(1-2)Glep1- Glepl- C3sHgoO 15 Wu et al.(2012)
g § rébaudioside E Glcp(1-2)Glepl- Glcp(1-2)Glep1- C44H790s3 150-300 Sakamoto et al.(1977b)
ﬁ ; rébaudioside B H Glep(1-2)[Glep(1-3)]Glepl- C3sHg0O15 300-350 Kohda et al.(1976)
,'q‘é g rébaudioside A Glcpl1- Glcf(1-2)[Glep(1-3)]Glepl- C44H700s3 300-450 Kohda et al.(1976)
'—§ % rébaudioside D Glcp(1-2)Glepl1- Glcf(1-2)[Glef(1-3)]Glepl- CsoHggOas 250-400 Sakamoto et al.(1977b)
=) rébaudioside I Glep(1-3)Glep1- Glep(1-2)[Glep(1-3)]Glepl- CioHgoOns Ohta et al.(2010)
i rébaudioside M Glep(1-2)[Glep(1-3)]Glepl- Glcf(1-2)[Glep(1-3)]Glepl - Cs6HgoOs;3 Ohta et al.(2010)
; Glepl- GleA(1-6)[GleA(1-2)]GleB1 - CasHrgOns (Czlg‘lt‘fgedula ot Prakash
rébaudioside L Glcpl- Glef(1-6)Glep(1-2)[Glef(1-3)1Glefl-  CsoHgoOng Ohta et al.(2010)
— dulcoside A Glcpl- Rhaa(1-2)Glepl- C33Hg0O17 50-120  Kobayashi et al.(1977)
> % dulcoside B H Rhaa(1-2)[Glcp(1-3)]Glepl- C33Hg0O17 Ohta et al.(2010)
E (% rébaudioside C Glepl- Rhaa(1-2)[Glcp(1-3)]Glcpl1- Cy4H7005; 50-120  Sakamoto et al.(1977a)
E % rébaudioside H Glcpl- Glcp(1-3)Rhaa(1-2)[Glef(1-3)]Glefl- CsoHgoOnr Ohta et al.(2010)
:g S—? rébaudioside K Glcp(1-2)Glepl- Rhaa(1-2)[Glcp(1-3)]Glepl- CsoHgoO27 Ohta et al.(2010)
E § rébaudioside J Rhaa(1-2)Glcp1- Glep(1-2)[Glep(1-3)]Glepl- CsoHgoO27 Ohta et al.(2010)
& § rébaudioside N Rhaa(1-2)[Glcf(1-3)]Glepl- Glep(1-2)[Glep(1-3)]Glepl- Cs6HgoO3, Ohta et al.(2010)
2 rébaudioside O Glep(1-3)Rhaa(1-2)[Glef(1-3)]Glepl- Gle(1-2)[Gle(1-3)]Glepl- CeH100037 Ohta et al.(2010)

? les glycosides de stéviol sont regroupés en famille, comme dans Ohta et al. (2010) et Ceunen et Geuns (2013a) ; ® les pouvoirs sucrants sont cités dans Kinghorn (2002) et Geuns (2010), ou le

pouvoir sucrant du saccharose est égal a 1 ; © les références correpondent au premier rapport sur la détection in vivo des glycosides de stéviol et leur caractérisation, d’aprés Ceunen et Geuns
(2013a).
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Tableau 3: Liste des glycosides de stéviol connus cl&zrebaudiana

Famille ? Nom R1 R2 Formule PouV01rb Référence ©
sucrant
[Glcﬂ(fiii)lc;lcﬂl_] rébaudioside G Glep1- Glep(1-3)Glep1- C3sHeoOus Ohta et al.(2010)
- Glepl- Xylp(1-2)Glepl- C37Hs5017 82)211t;1£\)/edula et Prakash
rebaudioside F rébaudioside F Glepl- XylB(1-2)[Glc(1-3)]Glep1- C43Hgg045 Starratt et al.(2002)
e Chaturvedula et Prakash
[Xylp-] - Glepl- Glep(1-2)[XylB(1-3)]Glepl1- C4sHegOnn (20al lllge ula et Prakas
- XylB(1-6)Glcp1- Glep(1-2)Glcpl- CusHgsOn gz)altlll;\)/edula et al.
[Frup-] family - Glepl- Glep(1-2)[Frup(1-3)]Glep1- CaaHyOn gz)alﬂll;edula etal.
- Glea(1-2)Glea(1-4)[Glep1- Glep(1-2)Glepl- CsoHgoOns %)alt;lgedula et Prakash
[Gleor] family - Glepl- GleB(1-3)GleA(1-2)[GleB(1-3)]GIehl-  CsoHigOng 8‘3‘3‘3"‘1“13 etal.
- Glep1- Glef(1-4)Glef(1-3)[Gle(1-2)]Glef1-  CsoHggOag 86333"‘1“13 etal.
. Glcpl- 6-deoxyGlep(1-2)Glep1- CasHeyO1r 23212)211t;1£\)/edu1a et Prakash
[6-deoxyGle/-] Chaturvedula et Prakash
family - Glep1- 6-deoxyGlef(1-2)[Glef(1-3)Glepl-  CaaHrOn 20110
- 6-deoxyGlcp1- Glcp(1-2)[Glep(1-3)]Glepl- CysH7002, ?;%nllﬁta Sai Prakash

*les glycosides de stéviol sont regroupés en famille, comme dans Ohta et al.(2010) et Ceunen et Geuns (2013a) ; ” les pouvoirs sucrants sont cités dans Kinghorn (2002) et Geuns (2010), ou le
pouvoir sucrant du saccharose est égal a 1 ; © les références correpondent au premier rapport sur la détection in vivo des glycosides de stéviol et leur caractérisation, d’aprés Ceunen et Geuns
(2013a).
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1.2. Caractéristiques organoleptiques

Une amertume (golt métallique/liquoreux) est souvent associée aux extraits purifiés de
S. rebaudiana (Tanaka, 1997). 1l est difficile de savoir si cette amertume est die a la présence
d’un ou plusieurs composés présents dans 1’extrait, ou est inhérente a la structure moléculaire

des SVglys.

Certains auteurs arguent en faveur d’une amertume due a la présence de composés
volatiles non décelés lors de 1’extraction des SVglys. Des phénols, des sesquiterpénes et des
alcaloides ont été identifiés comme les principaux produits secrétés par les trichomes
glandulaires, tant sur les feuilles que sur les inflorescences. Les sesquiterpénes non-oxygeénés
et les monoterpeénes non-oxygénés ont ¢té identifiés comme les principaux composants de la
fraction la plus volatile et comme les principaux responsables du gott des feuilles et des
fleurs, quand les terpénes oxygénés joueraient probablement un réle mineur (Cornara et al.,
2001). Parmi ces produits, deux sesquiterpeénes, le spathulénol et le carophylléne, ont été
isolés (Cornara et al., 2001). Ils ont été décrits comme contribuant de maniére décisive a
I’arriére-goit des SVglys (Tsanava et al., 1991). Plus récemment, un nouvel alcaloide
indolizidinique a été identifi¢ chez S. rebaudiana, la steviamine (Michalik et al., 2010).
Aucune étude n’a encore rapporté 1’effet des alcaloides indolizidiniques sur le gotit percu par
les humains, mais il est suggéré qu’ils puissent avoir un effet sur le gotit sucré des SVglys
(Michalik et al., 2010). Les alcaloides indolizidiniques étant difficiles a détecter par les
dispositifs analytiques les plus communément utilisés et ayant une solubilité similaire a celle
des SVglys, ils pourraient étre présents dans les extraits de S. rebaudiana utilisés comme

agents sucrants (Michalik et al., 2010).

D’autres études ont testé 1’hypothése d’une relation entre la structure chimique et le gott
des SVglys (Dubois et Stephenson, 1985 ; Jooken et al., 2013). L’amertume des SVglys
pourait étre liée au caractere hydrophile de la molécule, une augmentation de la polarité des
SVglys entrainant une diminution de leur goit amer (Dubois et Stephenson, 1985). Selon
I’étude de Jooken et al. (2013), la présence d’unf-glucose au niveau du groupement carboxyl
du stéviol (position Ci9) serait de faible importance pour les caractéristiques organoleptiques
des SVglys. Le nombre d’unités de sucre attachées au groupement hydroxyl du stéviol
(position Cj3) pourrait, en revanche, influer sur les caractéristiques organoleptiques des
SVglys, les composés les moins amers ayant un nombre plus élevé d’unités de sucre. Par

ailleurs, la nature des unités de sucre (f-glucose, a-rhamnose ou S-xylose) n’est pas apparue
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déterminante lors de I’évaluation de DI’amertume des SVglys (Jooken et al., 2013).
Néanmoins, les échantillons utilisés dans cette étude étaient des mélanges de SVglys aux
compositions différentes et les effets de synergie entre les différents SVglys n’ont pu étre
mesurés (Jooken et al., 2013). II reste difficile a ce jour d’identifier les caractéristiques
organoleptiques propres a chaque SVglys. La limite majeure vient de la difficulté a séparer les
SVglys a partir d’extraits bruts a un rendement et a un degré de pureté suffisamment ¢élevés
afin d’effectuer des analyses sensorielles individuelles pour chaque SVglys. Un travail par
chromatographie de partage centrifuge (CPC) a été réalis¢ par I’Institut de Chimie
Moléculaire de Reims, afin de proposer une technique pour isoler les SVglys
individuellement, a une échelle multigramme. Les résultats de cette étude, fruit d’une
collaboration entre 1’Institut de Chimie Moléculaire de Reims, Stevia Natura et I’INP-EI
Purpan ont été été valorisés par une publication scientifique présentée en Annexe de ce

manuscrit de thése :

Intensified Separation of Steviol Glycosides from a Crude Aqueous Extract of Stevia

rebaudiana Leaves Using Centrifugal Partition Chromatography

Jane Hubert, Nicolas Borie, Sébastien Chollet, Joél Perret, Claire Barbet-Massin, Monique
Berger, Jean Daydé¢ et Jean-Hugues Renault

Planta Medica (2015) 81, 1-7

1.3. Extraction et dosage des glycosides de stéviol

La plupart des protocoles d’extraction des SVglys proposent 1’eau comme solvant
d’extraction. Des procédés d’extraction a partir de chloroforme, méthanol ou extraction par
fluide supercritique ont également été décrits. Différents procédés de purification peuvent
ensuite étre mis en oeuvre, tels que I’extraction en phase solide (SPE) (Woelwer-Rieck et al.,
2010). Les SVglys peuvent étre aussi purifiés par recristallisation, parfois couplée a de la

chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) (Ceunen et Geuns, 2013a).

Apres la découverte du RA en 1975, de nombreuses méthodes analytiques ont été
développées pour le dosage des SVglys : la chromatographie, I’électrophoréese, la méthode
enzymatique et la spectroscopie proche infrarouge (SPIR) (Brandle et al., 1998). Aujourd’hui,

la méthode la plus communément utilisée pour le dosage des glycosides est la
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chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) (Brandle et al., 1998 ;
Woelwer-Rieck, 2012). De nombreux protocoles existent, proposant 1’utilisation de
différentes colonnes : les colonnes en phase inverse (C18) ou en phase amine (NH;) comptent
parmi les premicres utilisées. Plus récemment, les colonnes HILIC (Hydrophilic Liquid
Interaction Chromatographic) ont été utilisées pour le dosage des SVglys (Woelwer-Rieck,

2012).

L’HPLC est une méthode colteuse, qui nécessite une longue préparation des
échantillons. La mise en oeuve des programmes de sélection serait considérablement facilitée
par le développement d'une méthode rapide et précise qui permettrait un criblage des plantes a
grande échelle et a faible colit. Deux méthodes ont été étudiées en alternative a ’'HPLC : la
spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN) quantitative et la spectroscopie
proche infrarouge (SPIR). La méthode RMN propose un temps d’analyse quatre fois plus
rapide que I’HPLC et ne nécessite pas de standards de référence (Pieri et al., 2011). Quatre
SVglys ont pu étre dosés par RMN : le ST, le RA, le RB et le RC (Pieri et al., 2011). Les
SVglys mineurs n’ont néanmoins pas pu étre détectés, compte-tenu de leur faible teneur, alors
qu’ils ont été détectés par HPLC (Joint FAO/WHO Expert Comittee on Food Additives,
2010). La SPIR est une méthode couramment utilisée pour déterminer la teneur en
métabolites secondaires dans les plantes (Hearn et Subedi, 2009 ; Montes et al., 2013 ; Pissard
et al., 2013). Selon I’étude de Hearn et Subedi (2009), les trois SVglys majeurs (ST, RA et
RC) ont pu étre estimés avec cette méthode. Dans 1’étude de Yu et al (2011), un modéle a pu
étre établi pour estimer les teneurs en RA et ST dans les feuilles S. rebaudiana. La SPIR est
un outil de mesure rapide et non destructif. Il est généralement utilisé sur feuilles séchées (et
broyées). Des appareillages portatifs existent aussi, permettant de faire des mesures en direct
sur les plantes. Un tel dispositif permettrait de réaliser un screening rapide des plantes en vue
d’un travail de sélection. Cet outil pourrait également étre utilisé par 1’aval de la filiere, pour

le tri des lots de feuilles récoltées par exemple.
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2. BIOSYNTHESE DES GLYCOSIDES DE STEVIOL

2.1. Distribution des glycosides de stéviol dans la plante

L’accumulation des SVglys a principalement lieu dans les feuilles de S. rebaudiana. Ils
sont présents en quantité beaucoup plus faible dans les autres organes de la plante (fleurs,

tiges, graines, racines), comme résumé dans le Tableau 4.

Tableau 4: Teneur en glycosides de stéviol dans les différents organes de la plante, exprimée en valeur
relative par rapport a la teneur observée dans les feuilles.

Teneur en glycosides de stéviol (% par rapport aux feuilles)

Organe RA et RC ST ST RA
Feuilles 100 100 100 100

Fleurs 12,5-14,3 40 - -

Tiges 7,7-8,3 Traces 78 7
Graines 5,9-6,3 - - -
Racines <25 Aucune trace 52 0

Référence Bondarev et al. Zaidan et al. Kumar H. et al. Kumar H. et al.
(2003) (1980) (2012a) (2012a)

2.2. Voie de biosynthése des glycosides de stéviol

Le diterpéne stéviol (SV), partie aglycone des SVglys, est synthétisé a partir de la voie
de biosynthése du 2-C-méthyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) (Figure 6), qui a lieu dans les
chloroplastes et dont les précurseurs sont le pyruvate et la glycéraldéhyde 3-phosphate (GsP)
(Totte et al., 2000). Cette voie contribue aussi a la synthése de mono-, di- et tetraterpénes, tels
des pigments photosynthétiques (chlorophylles, caroténoides) et des hormones (gibbérellines,
acide abscissique) (Cordoba et al., 2011). La voie conduisant a la formation des SVglys a

partir du SV est ensuite spécifique.
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Figure 6: Représentation schématique de la voie du MEP, conduisant a la formation des SVglys.
G3P, glyceraldehyde 3-phosphate; HMBPP, 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate; IPP, isopentenyl
diphosphate; DMAPP, dimethylallyl diphosphate; HDR, HMBPP reductase; IDI, IPP isomerase; GPP, Geranyl
diphosphate; GGPP, geranylgeranyl diphosphate; KO, kaurene oxidase; KAH, kaurenoic acid hydroxylase;
UGTs, UDP-dependant glycosyltransferases.

2.2.1. Voie du MEP

La premicre enzyme qui intervient dans la voie de biosynthése du MEP est la
deoxyxyulose-5-phosphate synthase (DXS): elle catalyse la synthése du deoxyxyulose-5-
phosphate (DXP) a partir de pyruvate et de glycéraldhé¢hyde-3-phosphate (Figure 7). La DXP

reductoisomerase (DXR) réduit ensuite le DXP pour former le MEP (Brandle et Telmer,
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2007). Le MEP est ensuite converti en isopentenyl diphosphate (IPP) et en dimethylallyl
diphosphate (DMAPP) sous I’action successive de la 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl- D-
erythritol synthase (CMS), de la 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl- D-erythritol kinase (CMK),
de la 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl- D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase (MCS), de
la 1-hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl 4-diphosphate synthase (HDS) et de la 1-hydroxy-2-
methyl-2(E)-butenyl 4-diphosphate reductase (HDR) (Brandle et Telmer, 2007). Ces deux
derniéres molécules sont converties en geranylgeranyl diphosphate par la GGDP synthase
(Brandle et Telmer, 2007). L’ensemble des genes codant pour les différentes enzymes de cette

voie a été cloné et identifié chez S. rebaudiana (Totte et al., 2003 ; Kumar H. et al., 2012a).

2.2.2. Terpenes cyclases

Deux ¢étapes de cyclisation du GGDP conduisent a la formation du kauréne (Figure 8).
Ces deux étapes sont communes aux voies de biosyntheése de 1’acide gibbérellique et du
stéviol. La premiere étape consiste en une cyclisation initiée par protonation du GGDP pour
former le copalyl diphosphate (CDP), catalysée par la CDP synthase (CPS). Le kauréne est
ensuite synthétisé a partir du CDP, par une cyclisation catalysée par la kauréne synthase (KS).
Ces deux enzymes (KS et CPS) ont été identifiées chez S. rebaudiana (Richman et al., 1999).
La transcription des génes codant pour CPS et KS a été détectée de manicre trés apparente
dans les feuilles, et plus précisément dans le mésophile et le parenchyme palissadique. Aucun
signal n’a été détecté dans les trichomes, 1’épiderme ou le tissu vasculaire (Richman et al.,
1999). S. rebaudiana a integré, au fil de I’évolution de son génome, deux geénes de la voie de
biosynthése hautement régulée de 1’acide gibbérellique pour son métabolisme secondaire. Le
gene qui code pour la KS est dupliqué dans son génome (KS1-1 et KS22-1). Par ailleurs, les
enzymes CPS et KS sont hautement exprimées dans les feuilles d’age mir. Dans la plupart
des plantes, les génes qui codent pour ces enzymes ont un faible niveau d’expression, limitée
aux tissus a croissance rapide. Il a alors été¢ suggéré une séparation spatio-temporelle de la
synthése de 1’acide gibbérellique et des SVglys, afin de prévenir une surexpression de I’acide

gibbérellique (Richman et al., 1999).
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Figure 7: Voie du du 2-C-méthylp-erythritol 4-phosphate (MEP), conduisant a la formation de la
geranylgeranyldiphosphate.

DXS, deoxyxyulose-5-phosphate (DXP) synthase ; DXR, DXP reductoisomerase ; CMS, 4-diphosphocytidyl-2-
C-methyl-D-erythritol synthase ; CMK, 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl- D-erythritol kinase ; MCS, 4-
diphosphocytidyl-2-C-methyl- D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase ; HDS, 1-hydroxy-2-methyl-2(E)-
butenyl 4-diphosphate synthase ; HDR, 1-hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl 4-diphosphate reductase ; GGDPS,
geranylgeranyldiphosphate synthase.
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Figure 8: Voie de biosynthése du stéviol et des principaux glycosides de stéviol a partir de la
geranylgeranyldiphosphate.

CPS, copalyl diphosphate synthase ; KS, kaurene synthase ; KO, kaurene oxidase ; KAH, kaurenoic acid
hydroxylase ; UGTs, UDP-dependant glycosyltransferases.
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2.2.3. Cytochromes p450

Les plantes utilisent un large ¢éventail de mono oxygénases, les cytochromes P450
(P450), dans leurs voies de biosynthése ou de détoxification. Ces molécules interviennent
dans des réactions d’oxydoréduction : elles utilisent du NAD(P)H et de 1’oxygéne pour
ajouter un atome d’oxygene au substrat. Les CYP450 jouent un réle primordial dans la
synthése d’intermédiaires de la lignine, des stérols, des terpénes, des flavonoides, des

isoflavonoides, et d’une large gamme d’autres métabolites secondaires (Schuler, 1996).

Une fois formé, le kauréne est oxydé par une réaction en trois étapes, pour former 1’acide
kaurénoique (Figure 8). Cette étape est catalysée par un cytochrome p450, la kauréne oxidase
(KO), également impliquée dans la synthése de 1’acide gibbérellique (Brandle et al., 2002 ;
Humphrey et al., 2006). Comme le géne codant pour KS, le géne qui code pour KO est
dupliqué dans le génome de S. rebaudiana (Brandlet al., 2002). A I’instar des génes codant
pour CPS et KS, il est hautement exprimé dans les feuilles d’age mir (Humphrey et al.,
2006). S’il est tentant de supposer que la duplication des geénes KS et KO permette de
spécialiser les enzymes, chacune pour I'une des voies de biosynthése, rien n’a encore été

démontré pour supporter cette hypothése (Brandle et Telmer, 2007).

La voie de biosyntheése du stéviol diverge ensuite de celle de 1’acide gibbérellique.
L’acide kaurénoique est hydroxylé par la kaurenoic acid hydroxylase (KAH) en position 13
pour former le stéviol (Kim et al., 1996). Pour la formation de ’acide gibbérellique, une
oxydation par la kaurenoic acid oxigenase (KAO) se fait en position 7. Le géne qui code pour

I’enzyme KAH a été caractérisé par Brandle et Richman (2011).

2.2.4. Glycosyltransferases

Les UDP-glycosyltransferases (UGTs) sont des enzymes qui catalysent le transfert d’une
molécule de glucose vers une molécule acceptrice, altérant ainsi sa solubilité, son activité, sa
toxicité ou son transport (Humphrey et al., 2006). Le stéviol, en forme libre dans la plante,
pourrait avoir une gibberellin-like activité, nuisible a la plante, compte-tenu de proportions
¢levées de stéviol produites. Sa glycosylation permet d’éviter une telle activité du stéviol. Les
deux groupements fonctionnels du stéviol, le groupement carboxyl en position C-19 et le

groupement hydroxyl en position C-13, fournissent des points d’attache aux molécules de f-
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glucose (Glc), a-rhamnose (Rhm) ou f-xylose (Xyl), qui se greffent au stéviol pour former les

différents SVglys (Shibata et al., 1991 ; Brandleet al., 2002).

C’est par I’observation des corrélations entre les SVglys que les différentes étapes de la
syntheése des SVglys a partir du stéviol ont pu €tre établies : le ST et le RA sont par exemple
négativement corrélés. Le ST est en effet le substrat pour la synthése du RA. Sa diminution
correspond donc a une augmentation de la teneur en RA (Shibata et al., 1991). 1l résulte de
I’étude de ces corrélations une proposition de glycosylations successives conduisant a la
formation du RA : le groupement 13-hydroxyl du SV est glucosylé en premier, donnant lieu
au stéviolmonoside (Shibata et al., 1991 ; Richman et al., 2005). Un Glc est ensuite ajouté en
position C-2° du 13-O-glucose, formant le stéviolbioside. Le groupement carboxyl du
stéviolbioside en position C-4 est alors glucosylé : la molécule obtenue est le stévioside (ST).
La glucosylation du 13-O-glucose du ST donne le rébaudioside A (RA) (Shibata et al., 1991)
(Figure 8).

La recherche des enzymes catalysant les réactions de glycosylation du stéviol (SV) a
démarrée au début des années 1990, avec I’identification de deux enzymes, nommeées
respectivement Enzyme I et Enzyme II. L’Enzyme I est apparue spécifique au stéviol, alors
que ’Enzyme II semblait agir sur le stéviolmonoside, le stéviolbioside et le ST (Shibata et al.,
1991 ; Shibata et al., 1995). Dans le courant des années 2000, a partir de 12 UGTs candidates,
3 UGTs ont ét¢ identifiées comme catalysant les glucosylations successives du SV conduisant
a la formation du RA (Richman et al., 2005) (Figure 8). L’UGT85C2 catalyse la formation du
stéviolmonoside a partir du SV. L’UGT catalysant la formation du stéviolbioside a partir du
stéviolmonoside n’a pas encore ¢été identifiée, bien qu’une UGT candidate, ’'UGT91D2, aie
récemment été proposée (Kishore et al., 2011). L’UGT74G]1 catalyse la formation du ST a
partir du stéviolbioside, et 'UGT76G]1 catalyse la formation du RA a partir du ST (Richman
et al., 1999).

Bien que le ST et le RA soient les deux SVglys les plus communs, le RA n’est
probablement pas le dernier produit de la voie. D’autres glycosylations sont suceptibles de se
produire, puisque des SVglys ayant jusqu’a sept groupements glycosyl- sont connus, tel que

le rébaudioside O (Ohta et al., 2010).

D’autres SVglys mineurs peuvent étre formés a partir du stéviolmonoside ou du
stéviolbioside, par I’addition de Glc, Rhm ou Xyl (Brandle et al., 1998 ; Starrattet al., 2002 ;

Richman et al., 2005). Des études menéesin vitro montrent la formation du RB par ’addition
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d’un Glc au groupement 13-hydroxyl du stéviolbioside. Cette réaction est catalysée par
I’'UGT76G1 (Richman et al., 2005). L’'UGT74G]1 catalyserait ensuite la formation du RA a
partir du RB. Ainsi, plusieurs voies conduiraient a la formation du RA. L’addition de Rhm ou
de Xyl conduit a la formation du DA, du RC et du RF. Les UGTs permettant la formation de
ces SVglys n’ont pas encore été identifiées. Néanmoins, la présence/absence du RC (3
glucoses, 1 rhamnose) est en correspondance systématique avec la présence/absence du RA (4
glucoses). Il a ainsi été suggéré que la méme enzyme (UGT76G1) catalyse la formation du

RA a partir du ST et la formation du RC a partir du DA (Brandle, 1999) (Figure 9).
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Figure 9: Voie de biosynthése du stéviol et de ses glycosides conduisant a la formation du RA (fleches
pleines) et modele proposant une voie conduisant a la formation du RC (Brandle, 1999) (fleches en

pointillés).
UGTs, UDP-dependant glycosyltransferases.
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Dans les plantes, en considérant 1’existence de milliers de molécules acceptrices et de
seulement une centaine d’UGTs, une multifonctionnalité¢ des UGTs doit exister (Schwab,
2003). Dans le cas de la S. rebaudiana, les UGTs identifiées présentent une affinité pour
plusieurs substrats : cela suggere que plutdt que de reconnaitre la molécule dans sa totalité,
elles sont régiospécifiques (Richman et al., 2005). Il est alors proposé que d’autres
mécanismes, tels qu’une chaine métabolique, régulent les multiples réactions de glycosylation
(Humphrey et al., 2006). Le rubusoside n’est en effet a priori pas produitin vivo, bien qu’il
puisse étre formé in vitro a partir du stéviolmonoside par I’intermédiaire de ’'UGT74Gl1
(Shibata et al., 1995). 1l doit donc exister un mécanisme qui empéche ’'UGT74G1 d’avoir
pour substrat le stéviolmonoside. Il pourrait s’agir du positionnement des différentes
glycosyltransférases dans un complexe enzymatique, au niveau du réticulum endoplasmique

(Humphrey et al., 2006).

2.2.5. Localisation de la voie de biosynthése des glycosides de stéviol

L’organisation spatiale de la voie de biosynthese des SVglys a été étudiée par Humphrey
et al. (2006). ChezArabidopsis thaliana, I’enzyme KS est localisée au niveau du chloroplaste
(Sun et Kamiya, 1994 ; Helliwell et al., 2001). Il est probable qu’il en soit de méme chez S.
rebaudiana, car cela a été prédit a une probabilité trés élevée (0,938) a ’aide du programme
de prédiction de localisation cellulaire PSORT (Humphrey et al., 2006). L’enzyme KS
conduit a la synthése du kauréne, qui a une faible polarité et est donc susceptible de traverser
les membranes. L’étape suivante de la voie est catalysée par I’enzyme KO. La fusion du géne
de la GFP (Green Fluorescent Protein) avec ’enzyme KO a permis de localiser cette enzyme
au niveau du réticulum endoplasmique. La similarité¢ de cette enzyme avec d’autres CYP450
suggere en outre qu’elle est incorporée dans la membrane du réticulum endoplasmique. Le
kauréne doit alors passer au travers des membranes, pour aller de son site de synthese, le
stroma des chloroplastes, au réticulum endoplasmique, ou il serait accessible a I’enzyme KO.
La méthode GFP a également permis de localiser les UGTs 85C2, 74G1 et 76G1 dans le
cytosol (Humphrey et al, 2006).

Ainsi, Humphrey et al. (2006) ont proposé une organisation spatiale de la voic de
biosynthése des SVglys présentée dans le schéma ci-aprés (Figure 10). Les étapes de
cyclisation de la GGDP pour former le kauréne seraient localisées dans les chloroplastes. Le

kauréne formé, il serait transporté vers le réticulum endoplasmique ou se situeraient les
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enzymes KO et KAH, conduisant a la formation du stéviol. Une fois le stéviol formé, il serait
transféré dans le cytosol, ou se trouvent les UGTs impliqués dans la synthése des SVglys. Les
SVglys intermédiaires seraient formés dans le cytosol, puis les SVglys finaux (ST et RA)

stockés dans la vacuole.

stevioside

VACUOLE

gibberellins @€===== GA;,

Figure 10: Représentation schématique de I'organisation spatiale de la voie de biosyntheése des glycosides
de stéviol, adaptation du graphique de Humphreyet al. (2006).
GGPP, geranylgeranyl diphosphate ; CPS, copalyl diphosphate synthase ; KS, kaurene synthase ; KO, kaurene
oxidase ; KAO, kaurenoic acid oxydase ; KAH, kaurenoic acid hydroxylase ; UGTs, UDP-dependant
glycosyltransferases.
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2.3. Enzymes-clés pour la régulation de la voie de biosynthese des SVglys

Au-dela de la synthése des SVglys, la voie du MEP prend en charge la synthése des
pigments photosynthétiques (chlorophylles, caroténoides) et d’hormones (gibbérellines, acide
abscissique) (Cordoba et al., 2011) (Figure 6). Les SVglys sont accumulés a des
concentrations élevées dans les feuilles de S. rebaudiana. Leur voie de biosynthése doit donc
nécessiter une quantité importante de substrats et d’enzymes et pourrait étre en concurrence
avec la syntheése d'isoprénoides clés, favorisant la croissance de la plante, telles que les
gibbérellines ou les chlorophylles (Guleria et al., 2014). La régulation de la voie de
biosynthése des SVglys doit dépendre de I’'importance du flux métabolique a I’entrée de la
voie du MEP et de sa répartition au sein des différentes voies finales (chlorophylles,
gibbérellines, SVglys, etc.) (Figure 11). Plusieurs études ont ét¢ menées pour identifier les

enzymes clés dans la régulation de la voie de biosynthese des SVglys.
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Figure 11: Représentation schématique des étapes de la voie du MEP jusqu’a la formation des SVglys
pouvant avoir un réle clé pour la régulation de I'accumulation en SVglys.
G3P, glyceraldehyde 3-phosphate; GPP, Geranyl diphosphate; GGPP, geranylgeranyl diphosphate; KO, kaurene
oxidase; KAH, kaurenoic acid hydroxylase; UGTs, UDP-dependant glycosyltransferases.
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2.3.1. Enzymes communes aux gibbérellines et au stéviol

Au cours des dernieres années, des études ont montré 1’importance de la photosynthése,
comme source de carbone, dans la régulation de la voie du MEP (Hemmerlin, 2013 ; Banerjee
et Sharkey, 2014). Récemment, il a été montré chez A. thaliana que ’activité de 1’enzyme
HDR, enzyme clé dans la voie du MEP, ne dépendait pas seulement du flux de carbone issu
de la photosynthése, mais aussi d’un systéme de détection du NO3;~ (Ward et al., 2011). Ainsi
une régulation complexe de la voie du MEP et de ses produits pourrait avoir lieu selon le

statut azoté et carboné des feuilles.

Des ¢études ont indiqué I’importance d’enzymes agissant avant la formation du SV, a
savoir CPS, KS et KO, dans la régulation de la teneur en SVglys (Richman et al., 1999 ;
Richman et al., 2005 ; Humphrey et al., 2006). Par ailleurs, une corrélation entre le géne
codant pour I’enzyme DXR et les teneurs en ST (0,71) et en RA (0,77), ainsi qu’une
corrélation entre le géne codant pour KO et la teneur en ST (0,62) ont été observées (Kumar
H. et al., 2012a). Ces résultats suggerent le role de ces deux génes dans le contrdle du flux
métabolique pour la syntheése des SVglys. L’enzyme DXR est connue pour jouer un role clé
dans la régulation de I’accumulation d’isoprénoides dans des plantes telles que Picrorhiza
kurrooa (Kawoosa et al, 2010) ou Mentha piperita (Mahmoud et Croteau, 2001). Aucune
corrélation n’a été observée pour I’ensemble des autres geénes étudiés (SrDXS, SrMCT,
SrCMK SrMDS,SrHDS,SrHDR SrIDI, StGGDPS SrCPS,SrKS,SrUGT85C2SrUGT74G1
et STUGT76G1), suggérant qu’ils sont non-limitants ou ne régulent pas la voie de biosynthese

des SVglys (Kumar H. et al., 2012a).

2.3.2. Enzymes spécifiques aux glycosides de stéviol

L’¢étape a partir de laquelle la voie de biosynthése des SVglys diverge de celle des
gibbérellines est I’hydroxylation de 1’acide kaurénoique par I’enzyme KAH pour former le
stéviol. Cette enzyme doit donc étre d’importance pour la régulation de la voie de biosynthése
des SVglys (Humphrey et al., 2006). Les résultats d’une autre étude suggérent que
I’'UGTS85C2, qui catalyse la formation du stéviolmonoside a partir du stéviol, pourrait

également étre une étape limitante pour la synthése des SVglys (Mohamed et al., 2011).
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Les répressions des génes SIKAH et STUGT85C2 par silengage génique Agrobacterium
mediated transient gene silencing) ont bloqué le flux métabolique vers la voie de biosynthése
des SVglys et 1’ont redirigé vers la voie de biosynthése des gibbérellines (Guleria et Yadav,
2013). Par ailleurs, la surexpression du géne SrUGT85C2 dans des plantes transgéniques
d’Arabidopsis thaliana a entrainé une diminution de la teneur en gibbérellines et en
chlorophylles dans ces plantes (Guleria et al., 2014). Ces résultats suggérent que la voie des
SVglys pourrait étre en compétition avec celle des chlorophylles et des gibbérellines, et que
I’activité des enzymes KAH et UGT85C2 serait déterminante dans la régulation du flux

métabolique issu de la voie du MEP vers les différents produits finaux.

2.3.3. Régulation de la composition en glycosides de stéviol

Les étapes ultérieures de la voie de biosynthése des SVglys, catalysées par les UGTs et
déterminant la composition en SVglys, pourraient é&tre controlées par des signaux
principalement régulés par le génotype. Des plantes de deux ans ont vu leur teneur totale en
SVglys évoluer avec 1’age de la plante, alors que leur composition est restée stable (Brandle,
1999). Une étude menée sur des coniferes a montré que la teneur totale en monoterpénes
variait selon I’environnement, alors que les proportions individuelles des différents
monoterpénes restaient stables (Shaw et al., 1982). 11 a alors été suggéré que I’environnement
ait un effet marqué sur la teneur totale en SVglys, mais un effet plus faible sur la composition

(proportion individuelle des différents SVglys) (Brandle, 1999).
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3. ROLE DES GLYCOSIDES DE STEVIOL DANS LA PLANTE

Les SVglys peuvent représenter jusqu’a 20% de la masse séche des feuilles de S.
rebaudiana. Une grande fraction de ’activité métabolique de la plante est donc dédiée a leur
syntheése. Leur réle pour la plante n’a néanmoins pas encore été identifié et fait toujours débat
aujourd’hui. Certains auteurs défendent I’hypothése selon laquelle 1’évolution ne conserve pas
que les molécules conférant un avantage adaptatif aux especes, mais favorise les especes qui
génerent et stockent la plus grande diversit¢ de molécules au moindre cott (Firn et Jones,
2000, 2003). Selon cette hypothese, les SVglys n’ont pas forcément de réle adaptatif, mais
peuvent étre issus d’une diversité chimique non sélectionnée a ’origine, qui a contribué au
fitness de la plante. L’attrait de I’homme pour le sucre aurait alors aidé a la propagation de S.
rebaudiana, comme un agent sucrant (Brandle et Telmer, 2007). D’autres hypothéses,
conférant une fonction physiologique aux SVglys, ont ét¢ formulées. Ces hypothéses
coincident avec celle selon laquelle les métabolites secondaires, compte-tenu de ’énergie
déployée pour leur synthése et leur stockage, sont des caractéres adaptatifs, jouant un réle de
défense ou de signal, qui ont été sujet a la sélection naturelle au cours de 1’évolution

(Williams et al., 1989 ; Wink, 2003).

3.1. Le stéviol, précurseur de gibbérellines

Les voies de biosyntheése proches des gibbérellines et du SV (cf. chapitre 2, § 2.2) et la
similarité de leurs structures chimiques ont conduit dés les années 1960 a I’hypothése selon
laquelle le SV aurait une gibberellin-like activit¢é (Ruddat et al., 1963). Dés lors, de
nombreuses expériences ont ¢té réalisées afin de déterminer 1’activité biologique du SV. Elles
sont détaillées dans la revue de Ceneun et Geuns (2013a). Les résultats de ces expériences
sont contradictoires et suggerent que ’activité biologique du SV dépend du type d’essai, du
cultivar utilisé, de I’intensité¢ lumineuse et de la concentration appliquée (Ceunen et Geuns,
2013a). La plupart des expériences montrent que le SV nécessite d’étre converti en une
gibberellin-like substance pour devenir actif, ce qui suggere qu’il pourrait agir comme un
précurseur plutét que comme un analogue des gibbérellines. La seule gibbérelline identifi¢e
chez S. rebaudiana a ce jour est la G4y, présente a des concentrations de 1.2 pgkg” de

masse fraiche (Alves et Ruddat, 1979). La GA, est hydroxylée en position C-13, comme le
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SV. Si cela n’avait pas été le cas, il aurait été peu probable que le SV puisse en étre
précurseur, car cela aurait impliqué sa déshydroxylation (Alves, 1975, cité par Ceunen et

Geuns, 2013a).

Compte-tenu de la faible teneur en GA,¢ dans les feuilles de S.rebaudiana comparée a la
teneur en SVglys (plus de 10 000 fois moins), si le SV est un précurseur de la GA,o, seule une
faible fraction de son pool est déployée vers cette voie (Ceunen et Geuns, 2013a). La
conversion directe du SV en gibbérelline chez S. rebaudiana n’a pas pu étre observée (Alves,
1975, cité par Ceunen et Geuns, 2013a). Par ailleurs, des essais ont montré que 1’application
exogéne de SV n’avait pas d’effet sur [’¢élongation des tiges ou sur I’induction
parthénocarpique des graines, contrairement a une application d’acide gibbérellique (Valio et
Rocha, 1976). Le SV libre est présent en trés faible quantité dans la plante (0,3 & 30 pg.g”
matiere seche), ce qui suggere qu’il est continuellement et rapidement glycosylé (Ceunen et
Geuns, 2013d). On peut présumer que la glycosylation rapide du SV en SVglys inactive ses
propriétés biologiques et I’empéche ainsi d’avoir une influence marquée sur la voie des
gibbérelines. Compte-tenu des quantités importantes de SV produites par la plante, son

orientation vers la voie des gibbérellines serait nuisible a la plante.

3.2. Une réserve d’énergie

Les plantes vasculaires utilisent généralement 1’amidon comme réserve d’énergie.
D’autres composés peuvent €tre utilisés, tels que les huiles et lipides accumulés dans les
graines. Chez S. rebaudiana, les SVglys, accumulés en quantité importante dans la vacuole,
pourraient jouer un role de réserve d’énergie. Leur teneur est plus élevée dans les feuilles en
développement que dans les feuilles pleinement développées que dans les feuilles sénescentes
(Bondarev et al., 2003 ; De Guzman, 2010). Deux hypothéses peuvent alors étre émises : (i)
les SVglys sont principalement synthétisés dans les feuilles en développement, ils sont
stockés dans les feuilles développées et un phénomene de leaching (perte) a lieu dans les
feuilles sénescentes. Selon cette hypothese, les SVglys ont un faible turnover et n’ont donc
pas un role de réserve d’énergie a court terme ; (i1) la synthése des SVglys est contrebalancée
par un phénomene de catabolisme dans les feuilles développées et ce catabolisme excede la
synthése en SVglys dans les feuilles sénescentes. 1l s’agirait alors d’une réserve d’énergie a

court terme (De Guzman, 2010).
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Une expérience de marquage au '*CO, (De Guzman, 2010) a montré un faible turnover
des SVglys dans les feuilles en développement et dans les feuilles pleinement développées, ce
qui suggere que les SVglys n’ont pas une fonction de réserve d’énergie a court terme. Au
cours d’une autre expérience ou les plantes €taient exposées a un environnement enrichi en
COg, la teneur en SVglys est restée constante alors que la teneur en amidon a augmenté de
50% (De Guzman, 2010). De méme, des prélévements réalisés la nuit ont montré une
diminution de la teneur en amidon (de 3,3 a 0,7% w/w) alors que la teneur en SVglys est
restée constante (De Guzman, 2010). L’¢tude de Ceunen et Geuns (2013b) a montré des
fluctuations importantes de la teneur en glucose et saccharose lors de prélévements réalisés la
nuit, alors qu’encore la teneur en SVglys est restée réguliere. Si les SVglys n’ont pas une
fonction de réserve d’énergie sur le court terme, ils peuvent néanmoins avoir un role de
réserve sur le long terme, pour alimenter les besoins en énergie pendant la floraison et la

maturation des graines (Ceunen et Geuns, 2013a).

3.3. Des osmolytes

En situation de stress hydrique, les cellules végétales peuvent maintenir leur turgescence
en augmentant leur potentiel hydrique, par I’accumulation de solutés organiques tels que des
sucres, des polyols, des acides aminés et leurs dérivés, etc. Ces solutés organiques sont
collectivement appelés solutés compatibles ou osmolytes. Ils peuvent s’accumuler a des
concentrations élevées dans les cellules, sans nuire a la fonction cellulaire. Ils fonctionnent en
partie par action de masse pour restaurer le potentiel osmotique du cytoplasme, ce qui conduit
a l'absorption d'eau par la cellule et maintient sa turgescence (Cushman, 2001). Dans une
méme feuille des solutés de différente nature peuvent étre accumulés, ce qui permet d’éviter
I’augmentation seule d’un composé¢ individuel. Dans les feuilles de sorgho, par exemple, une
augmentation globale des sucres totaux est responsable de 29% de la variation globale du
potentiel osmotique (-0,49 MPa) des feuilles stressées. Le reste de 1'ajustement osmotique a
été attribué¢ a une augmentation des ions inorganiques, au carboxylate de potassium, a

I’ensemble des acides aminés libres et aux phosphates de sucre (Jones et al., 1980).

Selon I’étude de Shock (1982), S. rebaudiana présente une faible tolérance au stress
hydrique. Dans son habitat naturel, cette plante pousse dans des sols aux nappes phréatiques

peu profondes, continuellement humides mais n’étant pas sujet a une inondation prolongée. S.
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rebaudiana ne posséde pas de caractéristiques morphologiques xérophiles, telles que des
feuilles ou une cuticule épaisses, indiquant que toute adaptation morphologique est limitée a
un stress hydrique 1éger (De Guzman, 2010). Peu d’informations sont disponibles sur le role
potentiel des SVglys comme osmolytes. Pour une feuille contenant 10% de SVglys (en masse
séche des feuilles), leur contribution théorique au potentiel hydrique serait de -0,703 MPa
(Ceunen et Geuns, 2013a). Pour qu’ils aient un role d’osmolytes, des fluctuations notables de
leur teneur devraient €tre observées. Or, aucune variation significative de la teneur en SVglys
dans les feuilles n’a été observée sur des plantes conduites sous stress hydrique, alors que le
potentiel hydrique des feuilles a triplé sa valeur (-3 MPa) (De Guzman, 2010). Ces résultats

suggerent une contribution mineure des SVglys a I’osmorégulation.

3.4. Des pieges a espeéces réactives de I'oxygene

Les especes réactives de 1’oxygene (ROS) se forment dans les cellules a la suite de
nombreux processus, stress biotiques ou abiotiques, déséquilibres rédox, interventions ou
synthéses d’hormones, développement, mort cellulaire programmée, etc. Une caractéristique
commune aux différentes ROS est leur capacité a causer des dommages oxydatifs aux
protéines, & ’ADN ou aux lipides. Leur concentration et leur influence sur le métabolisme
cellulaire est régulée par des mécanismes de détoxification enzymatiques (superoxyde
dismutase, peroxidases, catalases) et non enzymatiques des plantes (Apel et Hirt, 2004). De
nombreux composés non enzymatiques sont connus comme étant des pieges a ROS. Chez S.
rebaudiana, 1’acide folique, le pyrogallol, des flavonoides et des composés phénoliques ont
une activité de piégeage des ROS (II-Suk et al., 2011). Les SVglys sont également connus
pour étre de puissants pieges a ROS (Geuns et Struyf, 2010 ; Stoyanova et al., 2011 ;
Hajihashemi et Geuns, 2013).

Le passage de jours longs a jours courts peut étre a 1’origine d’un stress pour la plante, et
il peut en résulter une augmentation de la teneur en especes réactives de 1’oxygene (ROS)
(Gibon et al., 2009). Par ailleurs, la teneur en ROS est transitoirement augmentée lors du
passage du stade végétatif au stade reproductif (Zimmermann et al., 2006), ce qui entraine
généralement une augmentation de la teneur en antioxydants dans la plante (Lokhande et al.,

2003). Chez S. rebaudiana, la floraison est induite par les jours courts. Une augmentation de
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I’activité de la peroxydase a été mesurée chez les plantes induites en floraison (Modi et al.,
2011). La teneur maximale en SVglys est atteinte au stade bouton floral et décline ensuite.
L’augmentation de la teneur en SVglys jusqu’au stade bouton floral pourrait étre une réaction
de la plante pour augmenter son pouvoir anti-oxydant (Mohamed et al., 2011). La diminution
de la teneur en SVglys qui a lieu ensuite pourrait étre due a leur dégradation oxydative par les

ROS (Ceunen et Geuns, 2013a).

3.5. En défense contre les ravageurs

Les terpénoides jouent un rdle important de défense contre les ravageurs, en raison de
leur action anti-appétante ou toxique (Bennett et Wallsgrove, 1994). Chez le citronnier par
exemple, le limonéne a des propriétés répulsives contre la fourmi Atta cephalotegCherrett,
1972). Metivier et Viana (1979) ont été les premiers a proposer un tel réle pour les SVglys,
avec une expérience probante sur le coléoptére Epicanta adomaria. Les propriétés de
dissuasion des SVglys ont également été testées sur le puceron Schizaphis graminum
(Nanayakkara et al., 1987). Plus récemment, ’action anti-appétante des SVglys a été a
nouveau révélée pour la sauterelle Valanga irregularis(De Guzman, 2010). Néanmoins, les
résultats n’ont pas été significatifs contre 1’araignée rouge Tetranychus urticaéDe Guzman,
2010). Les propriétés de dissuasion des SVglys n’ont pas eu d’effet sur les larves du papillon
Heliothis virescen$abr., ni sur le moustique Aedes aegyplL (étude non publi¢e de Klocke,
citée par Nanayakkara et al., 1987). Par ailleurs, des insectes de ’espéce Pseudoplusia
includenset des genres Spodoptera efSchistocerca ont été identifiés sur le terrain comme se
nourrissant de S. rebaudiana (Fuente, 2001). Il pourrait, au final, s’agir de propriétés insecte-

spécifiques (De Guzman, 2010).

Soejarto (2002) a observé une faible présence de S. rebaudiana dans son habitat
d’origine et a suggéré que la plante ait ét¢ anéantie par le paturage du bétail, ce qui indiquerait
que S. rebaudiana est appréciée des mammiferes herbivores. Par ailleurs, la prise alimentaire
de cochons d’Inde cobayes a été¢ améliorée lorsque leurs aliments étaient composés a 10% de
feuilles de S. rebaudiana (De Guzman, 2010). 11 a également été montré que le stévioside
présentait de forts attraits pour les animaux aquatiques (Miyasaki et Harada, 2003). Le role

des SVglys en défense contre les ravageurs est donc a considérer avec réserve.
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4. VARIABILITE DE LA TENEUR ET DE LA COMPOSITION EN GLYCOSIDES DE

STEVIOL DANS LES FEUILLES

4.1. Effet du génotype

Les SVglys différent essentiellement pas le nombre d’unités de sucre liées au stéviol,
allant généralement de un a quatre. Les unités de sucre sont principalement du Glc, et dans un
moindre mesure du Rhm, du Xyl et du Fru (Figure 12). Les deux principaux SVglys sont le
ST (3 Glc) et le RA (4 Glc). Les autres glycosides, dits « mineurs » sont généralement
présents en quantit¢ moindre dans les feuilles. Parmi ces derniers, les mieux connus sont le
DA et le RC. Les glycosides DA et RC ont les méme nombre d’unités de sucre liées au SV
que le ST et le RA respectivement, mais de nature différente (un Rhm au lieu d’un Glc en
position C-2° du 13-O-glucose) (Figure 12). Ces quatre SVglys (ST, RA, DA et RC)
représentent plus de 95% des SVglys trouvés dans les feuilles de S. rebaudiana. Les
proportions typiques trouvées dans des populations non-améliorées de S. rebaudiana sont

2,1% DA, 4,3% RC, 27,5% RA et 65,9% ST (Brandle, 1999).

Figure 12: Représentation schématique des principaux glycosides de stéviol.
SV, stéviol; ST, stévioside ; RA, rébaudioside A ; DA, dulcoside A ; RC, rébaudioside C ; RF, rébaudioside F.
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Il est bien établi que la teneur en SVglys dans les feuilles de S. rebaudiana varie
largement selon le génotype (Nakamura et Tamura, 1985 ; Tateo et al., 1998 ; Gaurav et al.,
2008 ; Raji Akintunde et Mohamad, 2011). Le contrdle génotypique de la composition en

SVglys est néanmoins peu connu.

Dans une population non améliorée de S. rebaudiana, les plantes ont été regroupées en
trois catégories : 1) les plantes contenant principalement des SVglys de type Glc (ST et RA),
i1) les plantes contenant principalement des SVglys de type Rhm (DA et RC) et iii) les plantes
contenant des quantités équivalentes ou presque de SVglys de type Glc et de SVglys de type
Rhm (Nakamura et Tamura, 1985).

Certaines plantes contiennent peu ou pas de RA. Dans ces plantes, des modifications
majeures de 'UGT76G1 ont été observées : 1) une mutation non-sens hétérozygote a ¢été
identifiée. Le séquencage du géne a montré une substitution de T par G en position 389, ce
qui conduit a un codon-stop en lieu d’une leucine (p.L121X), induisant ainsi une protéine
prématurée (Yang et al., 2014) ; ii) des substitutions d’acides aminés ont eu lieu au niveau du
motif PSPG (Plant Secondary Product Glycosyltransferase I’extrémité C-terminale:
(alanine -> acide aspartique en position 376, alanine —> glycine en position 378 et
phénylalanine = leucine en position 379), pouvant potentiellement provoquer la perte de son
activité catalytique (Yang et al., 2014). Une étude chez la pervenche de Madagascar
(Catharanthus rosels montré que la substitution d’un seul acide aminé au niveau du motif
PSPG de la CaUGT?2 entrainait la perte totale de son activité catalytique (Masada et al.,
2007). Si le motif PSPG fait partie du site de liaison du sucre activé (Madhav et al., 2013), sa
modification peut provoquer un manque de fonctionnalité de I’enzyme (Yang et al., 2014) ;
1i1) des substitutions d’acides aminés ont conduit a une modification des structures secondaire
et tertiaire de la protéine, ce qui a peut-€tre modifi¢ la fonctionnalit¢ de ’'UGT76G1 par
rapport a celle présente dans les plantes contenant du RA (Yang et al., 2014). Chez ces
derniéres, la proportion de RA est trés variable. Il a été suggéré que la présence ou absence du
RA ne soit contr6lée que par un seul géne (i.e. STUGT76G1) et que, lorsqu’il est présent, la

quantité produite soit controlée par de multiples loci ou alleles (Brandle, 1999).

Comme mentionné précédemment, il a ét€¢ observé que la présence ou absence du RC
coincidait systématiquement avec celle du RA. 1l a alors été suggéré que ces deux composés,
¢galement glycosylés et ne différant que par la nature d’une unité de sucre (Figure 9), soient

synthétisés par la méme enzyme, I’'UGT76G1 (Brandle, 1999).
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4.2. Facteurs ontogéniques et environnementaux

L’accumulation en SVglys n’est pas seulement déterminée par le génotype mais peut étre
aussi largement influencée par des facteurs ontogéniques (stade de développement, age de la
feuille) et environnementaux (photopériode, intensit¢ lumineuse, température, eau,
nutriments, etc.). La teneur en SVglys dans les feuilles de S. rebaudiana peut ainsi varier
entre 4 et 20% de la masse seche des feuilles selon ses conditions de croissance et stade de

récolte (Metivier et Viana, 1979 ; Geuns, 2003).

4.2.1. Stade de développement

I est généralement admis que la teneur en SVglys dans les feuilles augmente
progressivement jusqu’a la formation des bourgeons floraux (Bondarev et al., 2003 ; Ceunen
et Geuns, 2013c ; Yang et al., 2015). Dans une étude, la tencur en SVglys (ST, RA, DA et
RC) a été mesurée sur 300 plantes individuelles. Au stade plantule, la teneur variait entre 0,5
et 3,7% alors qu’au stade bouton floral elle était comprise entre 6,7 et 18,6%, pour une valeur
moyenne de 12,2% (Nakamura et Tamura, 1985). Une fois le stade bouton floral atteint, la
teneur en SVglys a ensuite tendance a stagner (Zaidan et al., 1980 ; Ceunen et al., 2011) ou a
décroitre de 20 % (Mitsuhashi et al., 1975) a 35-50% (Bian, 1981 ; Vanidze et al., 2009 ;
Ceunen et al., 2011).

Un effet du stade de développement sur la composition en SVglys a également été
observé a I’échelle de la plante, avec un ratio RA/ST supérieur pour les plantes en début de
floraison en comparaison a des plantes prélevées a des stades végétatifs (Tavarini et Angelini,

2013).

S. rebaudiana est une plante de jours courts, avec une longueur de jour critique de 12-
13h (Brandle et al., 1998). Les jours courts induisent la floraison alors que les jours longs
favorisent I’accumulation de biomasse en maintenant la plante a un stade végétatif. Si la
teneur en SVglys augmente jusqu’a l'induction florale, des conditions de jours longs
devraient permettre d’augmenter la teneur en SVglys dans les feuilles en retardant la
floraison. Récemment il a été montré qu’une interruption de la nuit par de la lumiére rouge
LED (660 nm) pendant cinq minutes en conditions de jours courts (8h) permettait le maintien

des plantes a un stade végétatif (Ceunen et al., 2011). Apres sept semaines de traitements, les

73



PARTIEL, CHAPITREZ: Les glycosides de stéviol

plantes dont la nuit était interrompue par de la lumiére rouge avaient une teneur en SVglys
deux fois plus élevée que les plantes maintenues en jours courts uniquement et dont la
floraison avait été induite. La teneur en SVglys des plantes conduites en jours longs (16h)
n’était quant a elle pas significativement différente de la teneur obtenue pour les plantes
conduites avec le traitement a la lumiére rouge (Ceunen et al., 2011). Ces résultats suggérent
que I’accumulation en SVglys est principalement influencée par le stade de développement,
lui-méme influencé par la photopériode. L’influence de la lumiére rouge sur la teneur en
SVglys est un effet indirect de la prolongation de la croissance végétative dans ces conditions

(Ceunen et al., 2011).

4.2.2. Photopériode et age de la feuille

Des expériences ont montré un effet de la photopériode sur I’accumulation en SVglys au-
dela de son effet indirect d’induction de la phase reproductive. Dans I’étude de Ceunen et
Geuns (2013c), des plantes étaient conduites entierement en jours courts (8h) ou en jours
longs (16h), du stade végétatif a la floraison. A la fin de la période végétative, la teneur était
de 30% ¢élevée dans les plantes conduites en jours courts par rapport aux plantes conduites en
jours longs. Des résultats similaires ont été obtenus dans 1’étude de Mohamed et al. (2011).
Dans I’é¢tude de Metiver et Viana (1979), en revanche, la teneur en SVglys était presque deux

fois plus faible en condition de jours courts qu’en jours longs.

Dans I’¢étude de Ceunen et Geuns (2013c), un déclin de la teneur en SVglys a été observé
pendant la période reproductive sous les deux photopériodes (8h et 16h). En condition de
jours longs, ce déclin a été plus marqué pour les feuilles pleinement développées, alors qu’en

condition de jours courts, il a eu principalement lieu dans les feuilles en développement.

De maniere générale, la teneur en SVglys est plus ¢levée dans les feuilles en
développement que dans les feuilles pleinement développées et sénescentes (De Guzman,
2010 ; Mohamed et al., 2011). La teneur peut y étre de 30 a 170% plus élevée selon le
génotype (Bondarev et al., 2003). La transcription des génes STUGT85C2,SrUGT74G1 et
SrUGT76G1 est ¢galement plus élevée dans les feuilles les plus jeunes (Mohamed et al.,
2011). L’étude de Kumar H. et al. (2012a) révele également une diminution de 1’expression

des génes SrIDXS, SIMCKSrHDR SrIDI, SrtGGDPS et STCPPS dans les feuilles plus agées.
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Pour les plantes conduites en jours longs, la composition est restée relativement stable,
quel que soit 1’étage foliaire considéré (Mohamed et al., 2011 ; Ceunen et Geuns, 2013c).
Dans I’étude de Mohamed et al. (2011), une augmentation du ratio RA/ST dans les jeunes
feuilles des plantes conduites en jours courts a été remarquée. Les résultats de Ceunen et
Geuns (2013c) montrent quant a eux, pour les plantes conduites en jours courts, un ratio

RA/ST plus élevé au stade végétatif, pour I’ensemble des étages foliaires.

4.2.3. Intensité lumineuse et source de carbone

La lumiére est une source d’énergie (carbone) pour la plante. Des régimes d’ombre
¢levés (50%, 75%) ont entrainé une diminution de 1’activité photosynthétique de S.
rebaudiana ainsi qu’une diminution de sa production de biomasse. Néanmoins, aucun effet
n’a été observé sur la teneur en SVglys des plantes, ni sur leur composition (ratio RA/ST)
(Kumar R. et al., 2012). Dans une autre étude, du saccharose a été utilisé comme source de
carbone exogéne. La teneur endogéne en saccharose des plantes traitées avec 5% de
saccharose était plus élevée que celle des plantes traitées avec 1 ou 3% de saccharose. Une
augmentation globale de 1'expression des genes de la voie de biosyntheése des SVglys, codant
pour les enzymes CPS, KS, KO, UGT85C2 et UGT76GI1, a été observée dans les plantes
traitées a 5%. En outre, environ 4.5 fois plus de SVglys ont été accumulés dans les feuilles
des plantes traitées a 5% en comparaison aux plantes traitées a 1 ou 3% (Guleria et al., 2011).
Ces résultats suggerent que le saccharose pourrait agir comme un activateur de la transcription
des geénes de la voie de biosynthése des SVglys, et aurait un impact positif sur la production

des SVglys (Guleria et al., 2011).

L’intensit¢ lumineuse favorise [’activit¢é photosynthétique des plantes et ainsi
I’accumulation de sucres (principalement glucose, fructose, saccharose). L’hypothése selon
laquelle la lumicre stimulerait la voie du MEP, via 1’accumulation de saccharose dans la
plante, et ainsi la voie des SVglys, est en accord avec les résultats de Metivier et Viana
(1979), qui ont montré une teneur en SVglys jusqu’a deux fois plus élevée dans les plantes
conduites en jours longs par rapport aux plantes conduites en jours courts. Des résultats
contradictoires ont cependant été obtenus par Mohamed et al. (2011) et par Ceunen et Geuns

(2013c). Des études récentes ont néanmoins montré un réle de la lumiere dans la régulation de
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I’expression des génes de la voie du MEP chez S.rebaudiana(Kumar H. et al., 2012b ;
Kumar et Kumar, 2013).

4.2.4. Température

Les conditions optimales pour la croissance de S. rebaudiana et la production en
stévioside ont été obtenues sous un régime de 25°C (jour) / 20°C (nuit) (Mizukami et al.,
1983). La teneur en glycoside de stéviol des plantes était moins élevée sous ce régime que
pour des plantes conduites en serre (9,2% Vvs. 10,1%), mais la production de biomasse plus
élevée, ce qui a conduit 4 une augmentation de la production en ST (g.plante™) de 50%. Sous
un régime de 15°C / 10°C, la teneur en stévioside et la production de biomasse étaient de 40%
et de 60% respectivement moins élevées que sous le régime 25°C / 20°C (Mizukami et al.,
1983). La transcription des quinze genes identifiés de la voie de biosyntheése des SVglys a
également ét¢ maximale a 25°C, en comparaison a des températures de 35°C et 15°C (Yang et
al., 2015). Une diminution évidente de la transcription des génes SIDXS,SrMCT, Sf*CPPS1 et
SrUGT76G1 a été observée sous des faibles températures (15°C).

4.2.5. Eau et éléments nutritifs

Dans 1’étude de Guzman et al. (2010), aucune variation significative de la teneur en
SVglys dans les feuilles n’a été observée sur des plantes conduites sous stress hydrique. Une
autre étude a néanmoins montré une diminution des niveaux de transcription des genes
SrDXS, SrMCT, SrCMK SrIDI, SrGGDPS, SrCPPS1, SrUGT85C2, SrUGT74G1 et
SrUGT76G1 dans des plantes en situation de stress hydrique (Yang et al.,, 2015). La
transcription du géne SrDXRa quant a elle augmenté de 10%. La simulation d’un stress
hydrique avec du polyethylene glycol a entrainé une diminution significative des niveaux de
transcription des geénes SrKO, SrUGT85C2 et STUGT76G1, alors que les niveaux de
transcription des génes SrkKS1-1, SIKAH et SrUGT74G1l sont restés assez stables
(Hajihashemi et al., 2013).
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Peu d’études sont actuellement disponibles sur la fagon dont la disponibilité en éléments
minéraux affecte la production SVgly dans les plantes (Patil, 2010 ; Aladakatti et al., 2012 ;
Pal et al., 2013). L'application d'éléments nutritifs [KNG; et Ca(NOs),] a conduit & une
augmentation de la teneur en chlorophylle, azote et potassium contenus dans les feuilles, mais

n’a pas eu d’effet sur la teneur en SVglys (Pal et al., 2013).

L’ensemble de ces facteurs génotypiques, ontogénétiques et environnementaux ont
¢galement un effet sur la production de biomasse. Cela doit étre pris en compte pour définir
les conditions optimales d’élaboration du rendement en SVglys (g/plante), qui dépend de la

production de biomasse foliaire et de la teneur en SVglys des feuilles (% MS).
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1. OBJECTIFS DE THESE

La synthése des résultats des travaux réalisés sur S. rebaudiana met en évidence les
faibles connaissances agronomiques pour la culture de cette plante en milieu tempéré. La
plupart des études agronomiques portent principalement sur 1’élaboration de la biomasse et ne
tiennent pas compte de la teneur et de la composition en glycosides de stéviol. Par ailleurs, le
mode de propagation a préférer (semis ou clones) n’est pas encore arrété. Des variétés de S.
rebaudiana ont déja été obtenues, tant en en vue de sa propagation sexuée qu’asexuée. Les
criteres de sélection ne sont cependant pas encore établis et peu d’informations sont
disponibles sur les interactions génotype x environnement. En vue du développement de la
culture de S. rebaudiana au sein de I’Union Européenne, et en France plus précisément, il
reste a définir des critéres de sélection variétale, selon les normes de DHS (Distinction,

Homogénéité, Stabilité).

La voie de biosynthése des glycosides de stéviol a été I’objet de nombreuses études et la
voie principale, conduisant a la formation du stévioside et du rébaudioside A, est connue. Les
voies paralléles ou annexes, conduisant a la formation d’autres glycosides de stéviol, dits
« mineurs », ne sont quant a elles pas encore élucidées. Par ailleurs, si des mécanismes de
régulation de la voie sont proposés a I’échelle moléculaire, peu de conclusions sont apportées

sur les facteurs génotypiques et environnementaux pouvant réguler cette voie.

Ainsi, le premier objectif de ce travail de recherche (Partie 2) est d’explorer la variabilité
intraspécifique, en vue de pouvoir proposer des critéres de sélection variétale pour le
développement de nouvelles variétés de S. rebaudiana. Cela passe par 1’exploration de la
variabilité génotypique pour la teneur et de la composition en glycosides de stéviol, ainsi que
pour des critéres morphologiques et de précocité, et par la caractérisation des interactions
génotype x environnement les plus influantes sur la productivité des clones. Ce travail permet
aussi d’¢élaborer des hypothéses sur la part génotypique dans le controle de la voie de

biosynthese des glycosides de stéviol.
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Le deuxiéme objectif (Partie 3) est de caractériser 1’effet de facteurs environnementaux
et ontogénétiques clé sur 1’élaboration de la biomasse chez S. rebaudianat sur la teneur et la
composition en glycosides de stéviol, afin de pouvoir proposer des itinéraires techniques pour
sa culture en milieu tempéré. Les facteurs étudiés sont le stade de développement, I’age de la
feuille, la longueur de jour et la fertilisation. L’approche écophysiologique de cette partie
permet de comprendre le fonctionnement de la plante pour 1’élaboration du rendement :
croissance (métabolisme primaire) et accumulation en glycosides de stéviol (métabolisme

secondaire).
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2. MATERIEL VEGETAL

2.1. Origine du matériel végétal

L’ensemble du travail réalisé au cours de cette thése a eu lieu en parallele de la mise en
place d’une pépinicre de sélection variétale de S. rebaudiana. Des graines de multiples
origines ont été obtenues : graines issues d’une population de Criola (population native du
Paraguay, non-améliorée), d’une population de Morita (plantes sélectionnées au Japon pour
leur teneur ¢élevée en RA), d’une population native du Brésil. Des plants issus de ces
populations ont été sélectionnés, pour la variabilité de leur port (non-ramifié a buissonnant) et
de leur morphologie foliaire (taille, forme et couleur des feuilles). A cela s’ajoute des pieds
individuels, d’origine variée : Italie, Paraguay, Brésil. L’ensemble de ces plantes (96
génotypes ; G1-G96) constitue la collection de clones étudiée au cours des travaux de cette

these.

2.2. Mode de propagation

Afin de pouvoir étudier les effets distincts du génotype et de I’environnement sur
I’élaboration du rendement chez S. rebaudianai(e. biomasse foliaire et teneur en SVglys
pour les paramétres quantitatifs du rendement ; composition en SVglys pour les parameétres
qualitatifs), 1’étude de plants individuels a été retenue. Les pieds de S. rebaudiana ont donc

¢été reproduits par bouturage.

Les méthodes de bouturage ont été progressivement optimisées. Les jeunes rameaux sont
a préférer aux tiges plus agées et en cours de lignification pour la réalisation des boutures.
Deux nceuds par trongon de tige suffisent pour que la bouture se développe. Le nceud
inférieur, planté dans du terreau, permet la formation des racines. L’ajout d’hormones de
bouturage facilite I’enracinement. Le nceud supérieur permet quant a lui une reprise de la
croissance végétative. Les boutures ont été réalisées dans des plaques de 104 godets (Agri
Garonne, France). Le terreau utilisé était un terreau spécial semis et bouturage, composé de
tourbe blonde de sphaigne, de tourbe brune de sphaigne et de perlite (50% matiére organique ;
PHeay = 6 ; engrais 6-7-12 kg.m'3 ; SB2, Proveen substrate, Holland). L hormone de bouturage
comportait 0,25% d’acide béta-indole butyrique (Chryzotop Vert, Bayer Jardin, France).
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Avant le développement des racines, les boutures de S.rebaudiana sont trés sensibles au
stress hydrique. Une fois la bouture enracinée, elle est, au contraire, sensible aux exces d’eau.
Ainsi, I’emploi de mini serres permet d’obtenir des conditions optimales pour I’enracinement
des boutures. Une légere irrigation quotidienne des plants est préférable a une irrigation
appuyée, pouvant entrainer une pourriture des racines. Le rempotage des plantes en godet (6 x
6 cm), dans du terreau spécial rempotage (tourbe brune, tourbe blonde et argile ; 50% MO ;
pHeaw = 6 ; engrais 12-14-24 kg.m™ ; PAM2, Proveen substrate, Holland) et une fertilisation
hebdomadaire (Osmosol 12-7-31 a 1 gL' ; Everris, USA) avant leur transplantation au

champ leur permet de bien se développer et de renforcer leur systéme racinaire (Figure 13).

Figure 13: (A) boutures avant enracinement; (B) boutures aprés enracinement ; (C) boutures rempotées
en godet avant transplantation au champ.

Une forte pression de pucerons a été observée sur les pieds de S. rebaudiana conservés
en serre et chambre de culture. Du savon noir (Solabiol, France) et des larves de coccinelle
(Coccilaure ; Biotop, France) ont été utilisés pour lutter contre ces ravageurs. Des mouches du
terreau se sont également fortement développées et ont été nuisibles au développement des
plantes. Des nématodes (Biotop, France) ont été utilisés pour lutter contre ces ravageurs.
Aucun produit phytosanitaire n’a été utilis€, afin de ne pas perturber 1’état physiologique des

plantes.
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Afin d’assurer un bon état sanitaire des plantes, des apports de cuivre (bouillie bordelaise
comportant du cuivre de sulfate de cuivre neutralisé a la chaux 20% ; apporté a 2,5mL.L™" ;
Bayer Jardin, France) et de soufre (soufre liquide comportant du soufre micronisé a 825 g.L™;
apporté & 8 mL.L™' d’eau ; Solabiol, France) ont été réalisés ponctuellement sur les jeunes
plants en serre. Ces solutions ont un effet préventif contre 1’oidium, le mildiou et autres

maladies bactériennes.

Des symptomes foliaires de maladie ont néanmoins parfois été observés (Figure 14). Les
agents pathogénes de S. rebaudiana n’ont pas été identifiésLes plantes utilisées pour les

expérimentations ne présentaient pas de symptomes de maladie.

m” SUULTT |

Figure 14: Symptomes foliaires de maladies chez S. rebaudiana. (A) feuilles chlorosées portant des
nécroses ; (B) feuilles non chlorosées portant des nécroses.

I
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3. SITES EXPERIMENTAUX

Les expérimentations réalisées au cours de ce travail de thése ont eu lieu en
conditions non controlées (champ), en conditions semi-contrdlées (SCC ; serre) et en

conditions contrélées (CC ; chambre de culture).

Les expérimentations en champ ont été réalisées sur 4 sites (Figure 15) : le site [ (43 °
54'N, 1 °41'E) et le site II (43 © 54'N, 1 °© 41'E) correspondent a des parcelles chez deux
agriculteurs a Salvagnac (Tarn). Le site III est la pépiniére de sélection variétale basée a
I’INP-EI Purpan (Toulouse, Haute-Garonne ; 43 ° 36'N, 1 °© 24'E). Le site IV est une
parcelle sur la station expérimentale de I’'INP-EI Purpan, le domaine de Lamothe
(Lamasquére, Haute-Garonne ; 43 © 29'N, 1 © 14'E). Les caractéristiques agronomiques de

ces parcelles sont présentées dans le Tableau 5.

Site Il

Figure 15: Photographies des quatre parcelles d’essai.
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Tableau 5 : Caractéristiques agronomiques des quatre parcelles d'essai pour les expérimentations en

champ.
Caractéristiques agronomiques Site I Site 1T Site I Site [V
Pente et orientation 5% N 0% 0% 0%
Sables (2-0.05 mm %) 38.9 25.0 35.7 32.6
Limons (0.05-0.002 mm %) 25.8 60.0 47.4 49.2
Argiles (< 0.002 mm %) 353 15.0 14.5 16.1
pH0) 8.3 6.50 6.9 6.25
Matiere organique (%) 1.69 2.50 2.60 2.05

La serre et la chambre de culture (Figure 16) sont basées sur le site de I'INP-EI Purpan
(Toulouse, Haute-Garonne ; 43 © 36'N, 1 © 24'E). La serre, utilisée pour les expérimentations
en conditions semi-contrdlées (SCC), est un tunnel de 250 m” avec aérations latérales et

ordinateur climatique, permettant de réguler la température et I’ humidité.

La chambre de culture, utilisée pour les expérimentations en conditions contrdélées (CC),
fait une surface de 24 m”. Elle est séparée au centre par une cloison. Les lampes et thermostats
de part et d’autre de la cloison fonctionnent de maniére indépendante, permettant d’avoir des
conditions de croissance différentes au cours d’'une méme expérimentation, portant sur la
durée du jour et/ou les températures. L’éclairage est fourni par des lampes a vapeur de sodium
sous haute pression (SHP, 200 W) et des lampes aux halogénures (MH, 200 W). Le
rayonnement photosynthétiquement actif (PAR, photosynthetically active radiation) est de
400 pmol.m™s” au niveau des plantes. L’humidité relative (RH, relative humidity) est
régulée a I’aide d’un capteur d’humidité, ne permettant pas de réguler différemment les deux

zones de la chambre de culture.

Figure 16: Photographie (A) du tunnel, conditions semi-contr6lées (SCC) ; (B) de la chambre de culture,
conditions semi-contrélées (SCC).
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L’exploration de la variabilit¢ intraspécifique et des interactions génotype X
environnement (Partie 2) a été réalisée au moyen d’expérimentations en champ. L’effet du
génotype sur des critéres morphologiques, de précocité et sur la teneur et la composition en
glycosides de stéviol (Chapitre 4) a ¢té étudi€ sur les 96 génotypes de la collection (G1 a
(G96). L’expérimentation a eu lieu sur les sites III et IV pendant deux ans (2012 et 2013). Les
interactions génotype x environnement pour 1’¢laboration de la biomasse et I’accumulation en
glycosides de stéviol (Chapitre 5) ont été étudiées avec trois génotypes : les génotypes A, B et
C (précédemment désignés comme G2, G20 et G21 respectivement); au moyen d’un essai

multi-local sur les sites I, II, III et IV pendant un an (2014).

L’effet de facteurs environnementaux et ontogénétiques clé¢ sur I’¢laboration de la
biomasse chez S. rebaudianat sur la teneur et la composition en glycosides de stéviol (Partie
3) a été étudié par des expérimentations en conditions contrdlées (CC ; i.e. chambre de
culture), en conditions semi-contrdlées (SCC ; i.e. serre) et en champ (FC, field conditions).
L’effet du stade de développement, de 1’age de la feuille et de la longueur de jour (Chapitre 6)
a été étudi¢ au moyen de deux essais en CC, sur le génotype A. L’effet de la fertilisation et de
I’intensité lumineuse (Chapitre 7) a été étudié sur les génotypes A et B, en CC, SCC et en

FC.

Les plans d’expérience et matériels et méthodes de chacune des expérimentations sont

présentées dans chacune des parties de résultats.
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INTRODUCTION DE LA PARTIE 2

L'approbation des SVglys comme additif alimentaire au sein de I'Union européenne en
Novembre 2011 a développé le marché des produits de S. rebaudiana. D¢s lors, les cultures
expérimentales se sont multipliées en Europe, visant a montrer la possibilité de cultiver cette
plante en milieu tempéré. Au préalable, un travail de sélection variétale est nécessaire, afin
d’optimiser I’¢laboration du rendement (biomasse foliaire, teneur et composition en SVglys).
Des caracteres tels que la tolérance ou la résistance des plantes aux maladies, aux intempéries,
a la sécheresse ou aux exces d’eau sont aussi a prendre en compte. Par ailleurs, la prise en
compte de la précocité des plantes est nécessaire, afin de valoriser 1’ensoleillement estival et
d’assurer une production de SVglys optimale sous nos latitudes (Andolfi et al., 2006). Une
¢valuation des plantes sur plusieurs années doit ¢galement étre réalisée, en vue d’une culture

pluriannuelle de S. rebaudiana.

En France, I’évaluation variétale est réalisée dans le but de s’assurer de la stabilité et de
I’intérét d’une nouvelle variété. Elle évalue les lignées notamment sur des critéres de
distinction, d’homogénéité¢ et de stabilit¢ (épreuve DHS). Ainsi, il est indispensable
d’identifier des caractéres adaptés a la description de I’espece, afin de pouvoir comparer de
manicre précise et robuste les génotypes entre eux et développer des nouvelles variétés de S.

rebaudiana.

L’objectif de cette partie est d’explorer la variabilité génotypique sur la teneur et
composition en SVglys et sur divers critéres morpho-physiologiques (chapitre 4) et de
caractériser 1’effet des interactions génotype x environnement (chapitre 5), en vue d’un travail

de sélection et d’évaluation variétale.

Le chapitre 4 est divisé en deux sections. La premiére correspond a des résultats
valorisés sous forme d’une publication scientifique : « Towards a semi-perennial culture of
Stevia rebaudiana under temperate climate: effects of genotype, environment and plant age on
steviol glycoside content and composition » Claire Barbet-Massin, Simon Giuliano, Lionel
Alletto, Jean Daydé and Monique Berger ; Genetic Resources and Crop Evolution 2015,
Online First, DOI: 10.1007/s10722-015-0276-9. Cette section a pour objet d’évaluer la
variabilité génotypique de la teneur et de la composition en SVglys au sein d’une collection

de génotypes de S. rebaudiana. L’effet de I’environnement a également été caractérisé, par
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I’¢tude de cinq de ces génotypes sur deux sites d’expérimentation. L.’adaptation de ces plantes
a un systéme de culture semi-pérenne en milieu tempéré a été évaluée par le biais de la survie
des plantes a I’hiver et par I’évolution de I’accumulation en SVglys dans les plantes de deux
ans. La deuxiéme section du chapitre 4 porte sur la variabilité génotypique de divers
caracteres morpho-physiologiques (morphologie des feuilles, port des plantes, précocité,
sensibilité aux maladies), dans le but d’identifier des caractéres phénotypiques adaptés a la

description de I’espéce.

L’objectif du chapitre 5 est d’évaluer les interactions génotype x environnement chez S.
rebaudiana pour sa culture et 1’élaboration de son rendement en milieu tempéré. Trois
génotypes, aux caractéristiques morphologiques, de précocité et de teneur et composition en
SVglys variables, ont été étudiés sur quatre sites pendant un an. Des prélévements a plusieurs
stades de développement ont été réalisés afin de déterminer I’optimum de récolte pour ces

trois génotypes aux précocités différentes.

95



INTRODUCTION DE LAPARTIE2

96



PARTIE2, CHAPITRE4 : Effets génotypiques sur la teneur et la composition en glycosides de stéviol et sur divers caractéres
marpho-physiologiques

Chapitre 4. Effets genotypiques sur la teneur et
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1. EVALUATION DE LA VARIABILITE GENOTYPIQUE POUR LA TENEUR ET LA

COMPOSITION EN GLYCOSIDES DE STEVIOL

Les résultats de cette section ont fait ’objet d’une publication scientifique.

Towards a semi-perennial culture of Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni under
temperate climate: effects of genotype, environment and plant age on steviol

glycoside content and composition

Claire Barbet-Massin, Simon Giuliano, Lionel Alletto, Jean Daydé et Monique Berger

Genetic Resources and Crop Evolution 2015, Online First, DOI: 10.1007/s10722-015-0276-9

1.1. Introduction

Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni is a perennial shrub of thAsteraceadamily native
to northeastern Paraguay. This plant is in high demand by the pharmaceutical and food-and-
beverage industries as a source of steviol glycosides (SVglys), which are low calorie and high
potency natural sweeteners. The approval of SVglys as a food additive within the European
Union in December 2011 developed the market for S. rebaudiana products. Since then,
experimental cultivations have grown in Europe, which show the ability of the plant to be
cropped under temperate climates. S. rebaudiana appears as a promising new crop in Europe,

but next step along that path is a breeding effort to optimize SVgly content and composition.

SVglys are derived from the tetracyclic diterpenoid steviol (SV). SV glycosylation level
generally varies from one to four sugar units (Woelwer-Rieck, 2012), but SVglys with up to
seven sugar units have been identified (Ohta et al., 2010). The sugar units are mainly /-
glucose (Glc) and to a lesser extent a-rhamnose (Rhm) and f-xylose (Xyl). More rarely, -
fructose units have also been identified (Chaturvedula et al., 2011b). The best known SVglys
are Stevioside (ST), Rebaudioside A (RA), Dulcoside A (DA) and Rebaudioside C (RC)
(Figure 17). They account for more than 95% of the total SVglys found in S. rebaudiana
leaves. Typical proportions found in plants from unimproved populations of S. rebaudianare
65.9% ST, 27.5% RA, 4.3% RC and 2.1% DA (Brandle, 1999). ST is estimated to be 250-300

times sweeter than sucrose but has a bitter aftertaste. RA is sweeter than ST (300-350 times
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sweeter than sucrose) and has more pleasant sensory characteristics (Kennelly, 2002).

D glc A~ o- glc ale . O-gle-gle . O-gle-gle
L [ 9’°
Glc-type
sugars :[ E L
COOH / COOH COOH COO -gle COO glc
steviol steviolmonoside steviolbioside ST RA
P O-glec-rhm P O-glc-rhm P _O-_glg-rhm
Rhm-type [’\T/\ J] E«T J r',x\j,_. x\?ﬂ
sugars b SN A ~
"COOH ‘CO0-gle “Cc00-glc
Unknown DA RC
J o~ __O-glc-xw [/\ O-gle-xyl — O-gle-xyl
Xyl-type fﬁ\L \JJ, [/KI JJ T “\79
sugars NN o o
‘COOH 7 coo-glc / coo gle
Unknown Unknown RF

Figure 17 : Schematic representation of the main steviol glycosides.
SV, steviol; ST, stevioside; RA, rebaudioside A; DA, dulcoside A; RC, rebaudioside C; RF, rebaudioside F.

SVgly accumulation occurs preferentially in the leaves of S. rebaudiana. Their
biosynthetic pathway shares steps in common with gibberellic acid (GA) formation. SV is
synthetized via the 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway, which occurs in the
chloroplasts (Totte et al., 2000). The isopentenyl diphosphate and dimethylallyl diphosphate
issued from the MEP pathway are converted to geranylgeranyl diphosphate (GGDP), which is
then converted to kaurenoic acid through the action of copalyl diphosphate synthase (CPS),
kaurene synthase (KS) and kaurene oxidase (KO) (Brandle and Telmer, 2007). Then the
pathways leading to GA and SV diverge. SV is produced by hydroxylation of the kaurenoic
acid at the C-13 position by the kaurenoic acid 13-hydroxylase (KAH), while GAj, is
produced by oxidation at the C-7 position by the kaurenoic acid (Kim et al., 1996) (Figure
18). SV is then glycosylated to form the different SVglys. The uridinediphosphate-dependant
glycosyltransferases (UGTs) facilitating the conversion of SV to steviolmoniside,
steviolbioside to ST and ST to RA have already been identified: UGT85C2, UGT74G1 and
UGT76G1 (Richman et al., 2005) (Figure 18). However, the understanding of the biosynthetic
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pathways leading to DA, RC and rebaudioside F (RF) remain incomplete.

XN S S X~ OP,04*

GGPP

(-)-copalyl diphosphate (-)-kaurene

steviolmonoside steviolbioside

lUGT?4G1
O-glc-glc

“COO0-glc

Rebaudioside A stevioside

Figure 18 : Biosynthetic pathway of stevioside and its glycosides leading to rebaudioside A.
GGPP, geranylgeranyl diphosphate; CPS, copalyl diphosphate synthase; KS, kaurene synthase; KO, kaurene
oxidase; KAH, kaurenoic acid hydroxylase; UGTs, UDP-glycosyltransferases.

SVgly total content and composition in S. rebaudiana leaves varies according to

phenological stage and growth conditions (Brandle and Rosa, 1992; Brandle et al., 1998). It is
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generally admitted that SVgly content gradually increases up to the budding phase and the
onset of flowering (Bondarev et al., 2003; Ceunen and Geuns, 2013c) Some studies report
the effect of agronomic practices on SVgly accumulation and S. rebaudiana productivity
(Andolfi et al., 2006; Laviniet al., 2008; KumarR. et al., 2012; Kumaret al., 2013; Moraes
etal., 2013; Pal et al., 2013; Serfatyet al., 2013; Angelini and Tavarini, 2014; Kumaret al.,
2014). However, findings on the effects of plant age on SVgly production are scarce, while S.
rebaudiana could be cultivated as a plurennial plant when the climate allows winter survival
of the plants. For a genotype reproduced by stem-cuttings and grown in Italy, an increase of
the RA content and a decrease of the ST content were obtained during the second year of
production (Tavarini and Angelini, 2013). The precise knowledge on SVgly accumulation as

plant ages is still lacking.

The content of SVglys varies also widely according to genotype (Nakamura and Tamura,
1985; Tateo et al., 1998; Gauravet al., 2008; Raji Akintunde and Mohamad, 2011) However,
little is known on the genetic control of SVgly composition. First investigations on the
genotypic variability for SVgly composition in a population have established three clusters: 1)
plants containing mainly Gle-type glycosides (ST and RA), ii) plants containing mainly Rhm-
type glycosides (RC, DA) and iii) plants containing nearly equivalent quantity of Glc- and
Rhm-type glycosides (Nakamura and Tamura, 1985). Another study focused on the genetic
control of the proportions of RA and RC (Brandle, 1999). It has been hypothesized that the
presence/absence of RA is controlled by a single gene, but that the proportion of RA may be
controlled by an additional loci with multiple alleles. Indeed, it has recently been shown that a
nonsense mutation in UGT76G1 induced a premature protein and caused the low levels (or
absence) of RA (Yang et al., 2014). In the study of Brandle (1999), the presence/absence of
RC matched the pattern of segregation of RA perfectly. Thus it has been suggested that RC
and RA, compounds equally glycosylated differing only in the nature of one sugar unit, are
synthesized by the same enzyme (Brandle, 1999). A better understanding of the genotypic

control of SVgly composition would be of interest for plant breeding.

The present investigation was undertaken to assess the variability in SVgly content and
composition among S. rebaudiana genotypes. Their adaptation to semi perennial cropping
system under temperate climate was evaluated through wintering survival and evolution of

SVgly accumulation in two year old plants.
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1.2. Materials & Methods

1.2.1. Plant material and growth conditions

1.2.1.1. 2012 field experiment (Planting year (PY) = 2012; Plant age (PA) = 1 year)

A set of 96 genotypes of S. rebaudiana was randomly chosen in a population of “Criola”
(a native population originating from Paraguay). These genotypes were reproduced by stem

cuttings from greenhouse grown stock plants, during the year 2011/2012.

The 96 genotypes were transplanted to field at the beginning of July 2012 at the INP-EI
Purpan Nursery Station (site III), Toulouse, France (43°36'N, 1°24'E). Five of these 96
genotypes (G1 to G5) were also transplanted to field at the end of June 2012 at the INP-EI
Purpan Experimental Station (site IV), Seysses, France (43°29'N, 1°14'E). On both sites, plant
spacing was 30 cm x 60 cm. On site III, there was one individual plot (24 plants) for each
genotype. On site IV, there were 36 plots. Each plot was a mixed-population of the five
genotypes (5 to 7 plants / genotype; 48 plants / plot).

All genotypes were harvested in September 2012 at flower budding stage. One site III,
three plants per genotype were pooled (n=1 sample per genotype). On site IV, for each plot,

all the plants from the same genotype were pooled (n=36 samples per genotype).

1.2.1.2. 2013 field experiment (PY = 2012, PA = 2 years ; PY = 2013, PA =1 year)

New cuttings were produced in 2012/2013. On site III, only 16 genotypes (G1; G2; G6-
G19) survived to winter. Cuttings of eight of these genotypes (G6 to G13; 10 to 24 cuttings /
genotype) were transplanted to field in July 2013, adjoining the two-year old plants of the
same genotypes. On site IV, only six plots survived to winter flooding. Cuttings of the 5
genotypes (G1 to G5) were transplanted in July 2013 (18 mixed-population plots; 5 to 7 plants
/ genotype; 33 plants / plot), next to the two-year old plants.

Both one-year old and two-year old plants were harvested at flower budding stage in
September 2013. On site III, three plants per genotype were pooled for the one-year old plants
(n=1 sample per genotype). For the two-years old plants, three plants per genotype were
sampled separately (n=3 samples per genotype). On site IV, for each plot, all the plants from

the same genotype were pooled (for the one-year old plants, n=18 samples per genotype; for
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the two-year old plants, n=6 samples per genotype).

1.2.2. Steviol glycosides content and composition in leaves

For each sampling, the aerial part of the plants was harvested. Leaves and stems were
separated by hand and dried at 40°C for 48h. 100 mg of dried and finely ground leaves were
extracted with 10 mL water at 50°C for 30 min. After centrifugation (7000 t/min, 5 min) and
filtration (0.2 um), 20 pL of the resulting solution were injected into a high-performance
liquid-chromatography system on a C18 column (250 x 4.6 mm, 5 um particle size; Luna C18
Phenomenex, USA). SVglys were eluted with an isocratic phase of ACN 31%: acidified H,O
69% (pH=2.6, HCOOH) at 1 mL/min flow rate for 30 min. The SVglys (including ST, RA,
RC, RF and DA) were detected at 200 nm. They were identified using a mixed solution of
nine SVglys (JECFA Mixed Solution, Chromadex, USA). For quantification, stevioside was
used as external standard. Results were expressed as quantity per unit leaf dry mass (mg.g™
DM) for each SVgly and for the SVglys total content. The individual proportion of each
SVgly was also expressed as the percentage of the SVgly total content.

1.2.3. Statistical analysis

The statistical analyses were performed using the software R.2.15.1 (R Core Team,
2013). Genotypic variability observed within the clones on the nursery field was analyzed
using Principal Components Analysis from the package FACTOMINER. The best typology was
established using hierarchical clustering. On each site, a three-way analysis of variance was
used to determine if the plant age (PA), the planting year (PY), the genotype (G) and their
interactions affected SVgly content and composition. In the case of unreplicated ANOVA (site
A, one year old plants), the interactions between factors were not studied. Significant
differences between the treatments were determined by using Tukey’s honestly significant

difference (HSD) test from the package AGRICOLAE.
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1.3. Results
1.3.1. Genotypic variability in steviol glycosides content and composition

The 96 genotypes grown on site III in 2012 displayed high variability for the total SVgly
content (45.7 to 122.9 mg.g' DM). A wide range of variability was also observed on the
SVgly composition, leading to a classification of the plants into four clusters (Figure 19 and
Figure 20). The PCA projected 99% of the 96 genotypes variability on three independent
dimensions (Figure 19). The first dimension represented more than 50% of the variability. On
this axe, genotypes were ranked from high ST proportions to high RA proportions. The
second dimension described the genotypic variability from low to high minor SVgly
proportions. The third dimension, orthogonal to the first plane, represented variability from
low to high SVgly total content (not shown on Figure 19). Thus, the SVgly total content
(mg.g"' DM) was not correlated with the individual SVgly proportions. Moreover, these
results showed that composition represents the major part of the genotypic variability

observed in these genotypes.
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Figure 19 : Biplot obtained from the Principal Component Analysis, performed on 96 genotypes (site Ill)
and based on proportions of the main SVglys, expressed in percentage of total SVgly content.
SVgly, steviol glycosides; ST, stevioside; RA, rebaudioside A; DA, dulcoside A; RC, rebaudioside C; RF,
rebaudioside F.
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Figure 20 : Hierarchical clustering results.
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Cluster 1 genotypes contained little or no RA, RC and RF. The presence/absence of RC
and RF perfectly matched the segregation pattern of RA. Cluster 2 genotypes had high levels
of ST and RA. The amount of RA was higher than that of ST for the genotypes of cluster 3.
Genotypes with high level of minor SVglys (in particular RC) were grouped in cluster 4.

1.3.2. Environmental effects on steviol glycosides content and composition

Genotype (G), plant age (PA), planting year (PY) effects and their interactions (G x PA;
G x PY) were significant for total SVgly accumulation (Table 6). The SVgly content generally
increased in two-year old plants compared to one-year old plants (Figure 21). Nevertheless,
the magnitude of the increase seemed genotype dependent (from +12% to +152%; mean
increase +40%). A decrease of SVgly content was observed for one genotype only (G1, site
IV, -11%; Figure 21). Although significant, the effect of planting year (PY) was less
pronounced than that of plant age (PA) (Figure 21).

Genotypes G1 and G2 were on both sites (Figure 21) and displayed genotype x location
interaction. For G1 on site III, SVgly content increased from 91.2 to 126.1 mg. g'1 DM as plant
aged, while it decreased on site IV, from 117.8 to 105.3 mg.g’ DM. G2 SVgly content
increased between one-year and two year old plants on both sites but this increase was higher

on site IV (102.3 mg.g”' DM vs. 122.6 mg.g”"' DM on site III and of 115.0 mg.g”" DM vs.
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152.5 mg.g” DM on site IV) (Figure 21).
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Figure 21 : SVgly content (mg.g DM; mean + SEM) and individual SVgly proportions (% of SVgly total
content; mean = SEM) in one-year old (planted in 2012 & 2013) and two-year old (planted in 2012)
genotypes ofS. rebaudianaon sites Il & IV (PA: plant age).

SEM was calculated from the ANOVA residual mean square. (a) Site IV, PA =1 year, PY =2013, n = 18; (b)
Site IV, PA =1 year, PY =2012, n = 36; (c) Site IV, PA = 2 years, PY = 2012, n = 6; (d) Site III, PA = 1 year,
PY =2013,n=1; (e) Site II[, PA = 1 year, PY = 2012, n = 1; (f) Site III, PA = 2 years, PY = 2012, n = 3. SVgly,
steviol glycosides; ST, stevioside; RA, rebaudioside A.

In contrast, neither the plant age nor the planting year affected the proportion of the two
major SVglys (ST and RA).The genotype only had a significant effect on these traits (Table 6,
Figure 21). However, a significant effect of the plant age and of the planting year was

recorded for the minor SVglys, as well as their interactions with genotype (Table 6).
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Table 6 : Probability values from the three-way ANOVA on SVgly content (mg/g) and composition (ST,
RA & minors SVglys in % of total SVglys) in leaves otevia rebaudianalants on the two location sites.

Location site Steviol Plant age Genotype Planting .Slgmﬁ(‘:ant
glycosides (PA) (G) year (PY) m(t;:racg(l);ls
<.
Site 111 Total content <.001 <.05
ST proportion <.001
RA proportion <.001
Mmors‘ SVgly < 001
proportion
. G XPA;
Site IV Total content <.001 <.001 <.001 G X PY
ST proportion <.001
RA proportion <.001
Minors SVgly G XPA;
proportion <01 <001 <01 G XPY

Plant age (PA) = 1 year, 2 years. Plant genotype (G) = Ato H and I to M. Planting year (PY) = 2012, 2013.
SVgly, steviol glycosides; ST, stevioside; RA, rebaudioside A.

1.4. Discussion

This study showed high genotypic variability, and thus breeding potentialities, for SVgly
content and composition. The total SVgly content recorded in the present work (from 45.7 to
186.2 mg.g" DM) was in agreement with those reported in the literature (Brandle et al., 1998;
Geuns, 2003) and the mean profile obtained among the 96 genotypes studied here is in accord
with other studies on stevia populations described by Brandle (1999) (i.e.2.1% DA, 4.3% RC,
27.5% RA and 65.9% ST). However, the 96 genotypes population displayed a wide range of
SVgly composition, with higher RA than ST content in some genotypes whereas others had
very high proportion of minor SVglys (up to 52% of the total SVgly content). RA has a
greater economic value than ST as an alternative sweetener (Andolfi et al., 2006). Thus, the
endogenous RA to ST ratio in leaves is an important criterion to validate clones for

commercial production.

It is well-known that SVgly content in leaves may vary between 4 and 20% depending
on environmental and agronomic factors (Metivier and Viana, 1979; Geuns, 2003). In this
study, SVgly total content varied widely over time and among different environments.
Furthermore, strong G x E interactions were emphasized and need to be taken into account in
the choice of genotypes for cultivation. The positive effect of plant age on biomass
accumulation is well described elsewhere (Andolfi et al., 2006). The present study indicates
that this phenomenon can be combined with an increased SVgly concentration in leaves, thus

amplifying the positive effect of plant age on S. rebaudiana productivity.
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While SVgly content varied among the different environments, SVgly composition
remained stable, indicating a higher genotypic determinism for this trait than for total content.
During the last decade, several studies have shown that the MEP pathway is regulated by
carbon and nitrogen status and that one of its intermediates could be implicated in
environmental stress responses (Ward et al., 2011; Hemmerlin, 2013; Banerjee and Sharkey,
2014). Studies on S. rebaudiana have shown the importance of KO and KAH (Figure 18) in
determining SVglys total content (Kumar H. et al 2012a; Guleria and Yadav, 2013).
UGT85C2, which catalyze the formation of steviol from kaurenoic acid and of
steviolmonoside from steviol, might also be a rate limiting step for the SVgly biosynthesis
route (Mohamed et al., 2011; Guleria and Yadav, 2013). On the other hand, the relative
stability of the SVglys composition suggests that the UGTs are less regulated by environment.
However, highly contrasted environments and ontogenetic signals may have an effect on
steviol glycosylation: studies at the whole plant level (Tavarini and Angelini, 2013) or a the
leaf level (Mohamed et al., 2011; Ceunen and Geuns, 2013c¢) reported that the ratio of RA to
ST was influenced by ontogeny, day length and leaf age.

In the present study, the occurrence of genotypes devoid of RA and RC and their co-
segregation is in agreement with the hypothesis of a single enzyme synthetizing both RA and
RC (Brandle, 1999). The same segregation pattern was obtained for the equally glycosylated
RF (Figure 17). Thus, as for RA and RC, the glycosylation step leading to RF is probably also
catalyzed by the UGT76G1. SVgly total content was not correlated with composition. For
example, in some genotypes, high levels of minor SVglys were recorded together with high
total content. This suggests that the glucosylation pathway may be less active than the
rhamnosylation and xylosylation pathways in such genotypes. Further investigations are

needed to validate these two assumptions.

In conclusion, our experiments showed a high genotypic variability for SVgly content
and composition. SVgly content varied with environment and over years in perennial culture,
while SVgly composition was less affected by these factors. Beside leaf yield, SVgly total
content and composition are determinant factors for Stevia rebaudian@roductivity. SVglys
quality relies on the early breeding of genotypes having the desired composition and SVglys
productivity depends on the establishment of the best ideotype for a given location and culture
mode (perennial of annual). Indeed, we observed that some plants accumulated more SVgly in
the second year of production, underlying their interest for a perennial or semi-perennial

cropping of Stevia rebaudiana when the climate and/or genotype adaptation allows it.
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2. EVALUATION DE LA VARIABILITE DE CARACTERES MORPHO -

PHYSIOLOGIQUES

2.1. Introduction

En France, I’évaluation variétale est réalisée afin de s’assurer de la stabilité et de I’intérét
d’une nouvelle variété. L’épreuve DHS, ou Distinction — Homogénéité — Stabilité, permet de
vérifier que le nouveau génotype est bien distinct de tout génotype déja connu, que toutes les
plantes de ce génotype sont semblables et qu’a la suite de reproductions successives, le
génotype reste stable et conforme a la définition de ses principales caractéristiques (GNIS,
2003). La mise au point de cette épreuve pour S. rebaudiana nécessite au préalable

I’identification de critéres phénotypiques stables, permettant une description des génotypes.

La longueur de jour critique pour I’induction de la floraison est de 13 h en moyenne, et
peut varier de 8 a 14 h selon le génotype (Brandle et al., 1998). Une variabilité phénotypique
a ¢galement été observée sur des caractéristiques morphologiques en lien avec le rendement
foliaire : longueur et largeur des feuilles, nombre de feuilles par plante, ratio feuilles/tiges,
hauteur de la plante, nombre d’inflorescences (Brandle et Rosa, 1992 ; Gaurav et al., 2008).
Par ailleurs, S. rebaudiana s’est révélée sensible a plusieurs maladies fongiques, induites par
les agents pathogenes Septoria steviae (Reeleder, 1999)Alternaria alternata (Ishibaet al.,
1982), Sclerotinia sclerotioruniChang et al., 1997), Sclerotium rolfsiiKamalakannan et al.,
2007), Erysiphe cichoracearumRhizoctonia solaniet Sclerotium dephinii(Maiti et al.,
2007). Certains génotypes ont montré une meilleure résistance a Septoria steviaet Alternaria

alternata.

Les mesures morpho-physiologiques présentées dans cette section, relatives a la
morphologie des feuilles, au port de la plante, a sa précocité et a sa sensibilité aux maladies,
ont été réalisées dans le but d’identifier des caractéres phénotypiques adaptés a la description

de I’espece.
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2.2. Matériels et méthodes
2.2.1. Matériel végétal et conditions de croissance

Les notations ont été réalisées au cours de 1’été 2012, sur les 96 génotypes (G1 a G96)
transplantés en champ sur le site III au début du mois de Juillet 2012, et dont la variabilité de
la teneur et de la composition en SVglys a été présentée dans la section précédente. Les

conditions de croissance sont aussi décrites dans la section précédente.

2.2.2. Mesures

2.2.2.1. Morphologie des feuilles

Pour les feuilles, trois caractéristiques morphologiques ont été décrites (Figure 22) : i)
leur taille : la distinction a été faite entre les feuilles petites, moyennes et grandes ; ii) leur
couleur : quatre couleurs ont été retenues : vert pale (V-), vert (V), vert foncé (V+) et vert
argenté (VA) ; iii) leur état en milieu de journée en plein soleil, qui refléte la réponse de la
plante a un stress hydrique. En effet, en milieu de journée (quand le stress hydrique est
maximal), la sécheresse provoque une diminution de la conductance stomatique et du
potentiel hydrique des feuilles (Wmp, Midday Water Potential(Lambers et al., 2008). Le
parameétre décrit ici (MDWSR, Midday Water Stress Respohspermet d’approcher
indirectement le statut hydrique des feuilles et le mécanisme de réponse des plantes face a un
stress hydrique. Trois désignations ont été retenues : feuille « basse » (turgescence réduite) ;
feuille « droite » (turgescence maintenue) ; feuille « haute » (turgescence maintenue, la feuille

s’enroule sur elle-méme).

A==

Basse Droite Haute
Petite Moyenne Grande

e @D G @ @
V- v V+ VA

Figure 22: Description de la morphologie des feuilles.
MDWSR, Midday Water Stress Responsé-, vert pile ; V, vert ; V+, vert foncé ; VA, vert argenté.
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2.2.2.2. Morphologie et précocité des plantes

Les plantes ont été décrites comme buissonnantes ou peu ramifiées. A 1’issue d’une
campagne d’observation en champ, les génotypes ont été notés sur 10, en tenant compte de

leur résistance face aux intempéries (pluie, vent) et aux maladies.

Un suivi des stades des génotypes a également été réalisé : les plantes d’'un méme
génotype ont été décrites comme étant au stade végétatif (V), bouton floral (BF) et pleine
floraison (F) dés que 50% d’entre elles avaient atteint ce stade. Ces notations ont permis
d’établir trois catégories de précocité des génotypes, selon la date a laquelle 50% des plantes
avaient atteint le stade BF : précoce (15-30 Aott), intermédiaire (01-15 Septembre), tardif (16
Septembre-05 Octobre).

2.2.3. Traitement des résultats

Les notations réalisées ont été traitées a 1’aide de statistiques descriptives : histogramme
de répartition pour la morphologie foliaire, histogramme des proportions pour le port et la
précocit¢ des plantes, histogramme des effectifs pour 1’évaluation des génotypes sur

I’ensemble des caractéres morpho-physiologiques mesurés.

2.3. Résultats et discussion

2.3.1. Caractéristigues morphologiques des feuilles

Une grande variabilité de morphologie foliaire a été observée au sein des 96 génotypes
de la collection étudi¢e en 2012. Des morphologies-types et comportements physiologiques
associés sont ressortis des notations réalisées (Figure 23). Les petites feuilles sont
généralement vertes (V), vert foncé (V+) ou vert argenté (VA). Elles sont « droites » ou
« hautes » en réponse au stress hydrique de milieu de journée (MDWSR). Cet aspect peut étre
associ¢ a une fermeture précoce de leurs stomates et un maintien de leur turgescence. Les
grandes et moyennes feuilles sont généralement vertes (V) ou vert pale (V-). 50% des feuilles

de taille moyenne et 66% des grandes feuilles sont « basses » en réponse au stress hydrique de
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milieu de journée (MDWSR). Cet aspect peut étre associé a une diminution de leur

turgescence et a une fermeture tardive de leurs stomates.

Deux mécanismes des plantes en réponse a un stress hydrique sont décrits dans la

littérature : 1’évitement et la tolérance. Les plantes qui emploient la stratégie de 1’évitement

empéchent les dommages liés a un stress hydrique par la fermeture de leurs stomates avant

que le statut hydrique des feuilles n’ait changé, alors que les plantes tolérantes a la sécheresse

présentent une diminution simultanée de la conductance stomatique et du potentiel hydrique

des feuilles (Guehl et al., 1991; Picon et al., 1996). Ainsi, les plantes aux petites feuilles de la

collection étudiée ici semblent répondre au stress hydrique de milieu de journée par

I’évitement, alors qu’une majorité des plantes aux feuilles grandes et moyennes semble y

répondre par la tolérance.
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Figure 23 : Histogramme de répartition des 96 génotypes de la population 8erebaudianaétudiée, selon
leur caractéristiques foliaires : taille ; MDWSR, couleur.
MDWSR, Midday Water Stress Response ; V-, vert pale ; V, vert ; V+, vert foncé ; VA, vert argenté.
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2.3.2. Caractéristiques morphologiques et de précocité des plantes

Les plantes de la collection étudiée ont également été décrites par leur port, buissonnant
ou peu ramifié, et leur précocité (Figure 24). La variabilité observée pour la précocité (plantes
précoces, intermédiaires ou tardives pour ’apparition du stade BF) refléte la variabilité de
sensibilité a la photopériode des génotypes pour 1I’induction de leur floraison. Les génotypes
dits précoces ont atteint le stade BF des la deuxieéme quinzaine d’Aoft, alors que la longueur
de jour est comprise entre 13,2 et 14h. Les génotypes dits intermédiaires ont atteint le stade
BF au cours de la premicre quinzaine de Septembre, sous une longueur de jour comprise entre
13,2 et 12,5h. Enfin, les génotypes dits tardifs ont atteint le stade BF a partir du 16 Septembre

et jusqu’au 05 Octobre, sous une longueur de jour comprise entre 12,4 et 11,5h.

Figure 24 : Histogrammes des proportions sur les critéres de port de plantes (buissonnant, peu ramifi€) et
de précocité (précoce, intermédiaire, tardif) pour les 96 génotypes de la population 8erebaudiana
étudiée.

2.3.3. Evaluation des génotypes sur I'ensemble des caracteres morpho-physiologiques

A I’issue de la campagne d’observation en champ de 2012, les génotypes ont été€ notés
sur 10 en tenant compte de leur résistance face aux intempéries et aux maladies (Figure 25).
Seuls 9 génotypes sur les 96 étudiés présentent des notes élevées (8/10 et 9/10). Les
caractéristiques morphologiques, de précocité et de teneur et de composition en SVglys de ces
génotypes sont présentées dans le Tableau 7. Cinq d’entre eux ne contiennent pas ou peu de
RA. Ainsi, dans le cadre d’un processus de sélection variétale a forte pression de sélection,

seuls 4 génotypes de la collection pourraient étre retenus.
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Figure 25 : Histogramme des effectifs des 96 génotypes de la populationSieebaudianaétudiée pour une
note allant de de 1 a 10, selon la résistance des génotypes aux maladies et intempéries.

Tableau 7: Caractéristiques morphologiques, de précocité et de teneur et composition en SVglys des 9
génotypes ayant eu une note de 8/10 ou de 9/10 pour leur résistance aux maladies et intempéries.

Caractéristiques foliaires Teneur et composition en
Svglys
Génotype Port Précocité coutonr| taille MDD ;l:;)nﬁlsr Proportion | Proportion
réponse feuilles) ST (%) RA (%)

Gl peu ramifié | intermédiaire| V+ petite | haute | 9,1% 82% 0%
G11 | buissonnant tardif A% moyenne | droite | 9,6% 76% 6%
G17 | peu ramifié | intermédiaire| V  |moyenne| basse | 6,8% 50% 30%
G35 | buissonnant| précoce V- | moyenne| basse | 8,0% 48% 29%
G38 | peu ramifié | intermédiaire| V- grande | basse | 8,5% 51% 30%
G46 | peu ramifié tardif V- grande | basse | 6,5% 42% 42%
G60 | buissonnant tardif V+ |moyenne| droite | 8,5% 83% 0%
G90 | buissonnant tardif V+ |moyenne| haute | 8,5% 75% 7%
G95 | buissonnant tardif V+ | moyenne| droite | 8,2% 81% 0%

Parmi les 9 génotypes présentés dans le Tableau 7, ceux ne contenant pas ou peu de RA
ont des feuilles de couleur verte (V) ou vert foncé (V+). Les autres génotypes, ayant du RA en
proportion élevée, ont des feuilles de couleur verte (V) ou vert pale (V-). La méme tendance a
été observée a 1’échelle de la population entiére étudiée (96 génotypes) : les plantes aux
feuilles foncées ont en général des proportions faibles a nulles de RA (Figure 26). Ces
observations ont été faites sur un faible nombre de génotypes, sur une année seulement, et ne
permettent pas de conclure sur la relation entre la couleur des feuilles et leur composition en
SVglys. Il s’agit néanmoins d’observations préliminaires a explorer sur des collections plus

larges.
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Figure 26 : Valeur moyenne et écart-type de la proportion de RA selon la couleur des feuilles chez les 96
génotypes de la population deS. rebaudianaétudiée.

2.4. Cortlusion

Ce premier travail de description phénotypique d’une population de S. rebaudiana a
permis d’identifier une variabilité entre les génotypes suffisante pour établir des distinctions
sur des critéres morphologiques et de précocité. En vue de la définition de critéres pour
I’épreuve DHS, un travail plus approfondi est nécessaire, afin de proposer des caractéres
pouvant étre décrits et reconnus avec précision et qui permettent de vérifier les critéres
d’homogénéité et de stabilité. Ces caractéres doivent étre évalués sur plusieurs lieux une

deuxiéme année, afin d’évaluer leur robustesse.
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1. INTRODUCTION

En vue d’un travail de sélection variétale de S. rebaudiana, et pour I’identification des
conditions agronomiques adaptées a la culture de cette plante, il est nécessaire de tenir compte
des interactions génotype — environnement (IGE). Les résultats du chapitre 4 ont montré, sur
deux sites peu contrastés, une variabilit¢ de la teneur en SVglys selon le génotype et
I’environnement, et des IGE. La composition en SVglys est apparue principalement
influencée par le génotype et est restée stable au travers des différents environnements. Ce
premier travail exploratoire suggere une variabilité suffisante entre les plantes pour réaliser un
travail de sélection variétale, mais n’a pas permis d’évaluer la robustesse de ces
caractéristiques, ni d’identifier les conditions de culture favorables ou défavorables pour

I’implantation de S. rebaudiana sous nos climats.

Au-dela des conditions de croissance durant le cycle de végétation de S. rebaudiana, la
date de récolte est un facteur d’importance pour 1’évaluation de la productivité des clones. Les
jours courts induisent en effet la floraison et la teneur en SVglys dans les feuilles a tendance a
stagner ou a décroitre au-dela de I’induction florale (Zaidan et al., 1980 ; Bian, 1981 ;
Vanidze et al., 2009 ; Ceunen et al., 2011). Le déclin parfois observé a la floraison reste un
mécanisme a ce jour non-expliqué. Il pourrait s’agir d’une dégradation oxydative par des
especes réactives de 1’oxygeéne (Ceunen et Geuns, 2013a). Les SVglys pourraient ¢galement
étre transportés vers les organes reproductifs (Bondarev et al., 2003) ou dégradés par des f-
glycosidases endogénes (Madore, 2000). La photopériode peut aussi avoir un effet sur
I’accumulation en SVglys au-dela de son effet indirect d’induction de la phase reproductive :
une teneur en SVglys presque deux fois plus faible a été obtenue sous jours courts par rapport
a des conditions de jours longs (Metivier et Viana, 1979). Ainsi, I’optimum de récolte peut
varier selon la précocité du génotype et selon la durée du jour sous laquelle il atteint le stade

bouton floral.

L’objectif de ce chapitre est d’étudier les IGE chez S. rebaudiana pour 1’¢laboration de
son rendement en milieu tempéré. Trois génotypes, aux caractéristiques morphologiques, de
précocité et de teneur et composition en SVglys variables, ont été étudiés sur quatre sites
pendant un an. Par ailleurs, des prélévements a trois stades (végétatif, bouton floral, floraison)
ont ét¢ réalisés afin de déterminer 1’optimum de récolte pour trois génotypes aux précocités
différentes. L’¢tude de la teneur et de la composition en SVglys aux différents stades de

prélevement permet d’apporter des éléments de réponse quant a leur devenir dans la plante.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Matériel végétal et conditions de croissance

2.1.1. Matériel végétal

Les trois génotypes étudiés sont les génotypes A, B et C (précédemment désignés comme
G2, G20 et G21). Ces trois génotypes ont été étudiés sur la période 2011-2014 au travers de
multiples expérimentations et sont bien connus. Leur composition en SVglys est stable : les
génotypes A et C contiennent du ST, du RA et des SVglys mineurs (DA, RC, RF), alors que
le génotype B ne contient pas de RA (ni de RC et RF). Ces trois génotypes possédent

¢galement des caractéristiques phénotypiques distinctes (Tableau 8 et Figure 27).

Tableau 8 : Caractéristigues phénotypiques des génotypes A, B et C.

Génotype A B C
Tige principale épaisse Tige principale épaisse  Tige principale fine
Port de la plante Port buissonnant Port peu ramifié Port trés buissonnant
LMR élevé LMR faible LMR moyen
Hauteur de la plante Moyenne Haute Basse
Feuilles: Taille Grande Grande Petite
Couleur Vert pale (V-) Vert foncé (V+) Vert pale (V-)
MDWSR Tombante Haute Droite
Résistance aux maladies Faible Forte Moyenne
Précocité Précoce Tardive Précoce
(Date stade BF) (fin Aofit) (mi/fin Septembre) (fin Aotit)
Teneur en SVglys 10-15% 7.8% 10%

(en lére année)

Proportion de RA 30-32% 0% 33-35%

MDWSR, Midday Water Stress Response ; SVglys, glycosides de stéviol ; LMR, leaf mass ratio
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2.1.2. Conditions de culture et prélevements

Les plantes ont été reproduites par bouturage pendant I’année 2013/2014 puis rempotées
en godets, avant d’étre transplantées en champ a la fin du mois de Mai 2014 sur les sites 1, II,
III et IV (cf. Partie 1, chapitre 3). Sur chaque site d’essai, I’expérimentation a été réalisée sous
la forme d’un RCBD (Randomized Completely Block Design) a trois blocs, avec une
microparcelle par génotype au sein de chacun des blocs. Chaque microparcelle était constituée
de 60 plantes. La densité de plantation était de 6,5 plantes.m™ (0,5 x 0,3 m) sur le site I ; de 10
plantes.m'2 (0,5 x 0,2 m) sur le site I ; de 6,5 plan‘[es.m'2 (0,5 x 0,3 m) sur le site I1I ; et de 8
plantes.m’2 (0,4 x 0,3 m) sur le site IV. L’essai a été réalis¢ en plein champ sur les sites I et
IV ; sur toile hors sol sur le site III ; et sur butte bachée sur le site II. L’irrigation a été réalisée
par aspersion (sprinkler) sur les sites I, III et IV ; au goutte-a-goutte sur le site II. Aucun des
quatre sites n’a été fertilisé durant la campagne d’expérimentation. Les caractéristiques
agronomiques, les données climatiques et les itinéraires techniques des quatre sites d’essai
pour la campagne 2014 sont présentés dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Caractéristiques agronomiques, itinéraires techniques et données climatiques des quatre sites
d’essai (campagne 2014).

Caractéristiques climatiques ) ) ) )
) ) Site I Site II Site I[II Site [V
De la transplantation a mi-octobre

T moyennne (°C) 204 20,4 20,0 20,0
T max (°C) 27,1 27,1 258 255
T min (°C) 13,7 13,7 14,7 13,0
Degré-jours cumulés (°C) * 2046 2046 2022 1990
Rainfall (mm) 290 290 274 220
Field characteristics & crop management

Slope and orientation 5% N 0% 0% 0%
Sand (2-0.05 mm %) 38,9 250 357 326
Silt (0.05-0.002 mm %) 258 60,0 474 492
Clay (< 0.002 mm %) 353 150 145 16,1
pH(H,0) 8,3 6,5 6,9 6,3
Organic matter (%) 1,7 2,5 2,6 2,1
Preceding crop Fallow Stevia Fallow Maize
Irrigation (mm) 20 10 160 120
Fertilization None None None None

Tmax+Tmin

> — zéro de végétation ; avec le zero de vegetation fixé a 6°C.

‘Degré — jours cumulés = ¥G,_4
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Des prélévements de plantes ont été réalisés en fin de période végétative (V), au stade
bouton floral (BF) et au stade floraison (F). Deux plantes par microparcelle ont été regroupées
pour chaque prélévement (n = 3 échantillons par génotype par stade de prélévement sur
chaque site). Le prélevement au stade V a été réalisé a la méme date, le 12 Aott, pour tous les
génotypes. Le prélévement au stade BF a eu lieu le 28 Aoft pour les génotypes A et C, le 18
Septembre pour le génotype B. Le prélévement au stade F a eu lieu le 02 Octobre pour les
génotypes A et C et le 15 Octobre pour le génotype B. L’ensemble des plantes restantes (54
plantes / microparcelle) ont été récoltées au stade BF, afin de pouvoir établir un rendement a
I’échelle de la parcelle : les plantes ont été regroupées par microparcelle sur chaque site

(3 échantillons / génotype / site).

2.2. Mesures
2.2.1. Composantes du rendement

Pour chaque échantillon, la partie aérienne des plantes a été récoltée. Les feuilles et les
tiges ont été séparées a la main et séchés a 40 ° C pendant 48 heures. Trois indicateurs de
composantes du rendement ont été¢ mesurés: la biomasse de la plante entiére (feuilles + tiges ;
g MS), la biomasse foliaire (g MS / plante), et le leaf mass ratio (LMR = biomasse foliaire/
biomasse totale, %). Pour les échantillons récoltés au stade BF, dans le but d’établir un
rendement a la parcelle, les résultats ont ét¢ exprimés en kg MS / ha. A cette date de
prélévement une évaluation des symptomes foliaires de maladies des plantes a été réalisée a
I’aide de deux indicateurs : fréquence, i.e. pourcentage de plantes atteintes, et intensité, i.e.

pourcentage des feuilles atteintes sur les plantes.

2.2.2. Teneur et composition en glycosides de stéviol

L’extraction pour le dosage des SVglys a été faite a I’eau : pour chaque échantillon, 100
mg de feuilles de S. rebaudiana finement broyées ont été extraites dans 10 mL d’eau a 50°C
pendant 30 min. Aprés centrifugation (7000 tours.min™, 10 min, 20°C) et filtration du
surnageant (0,2 um, Regenerated cellulose membrarartorius, Allemagne), la solution
résultante a été analysée en chromatographie liquide haute performance couplée a un
détecteur ultraviolet (HPLC/UV) dont la longueur d’onde était fixée a 200 nm. Les SVglys

ont été séparés sur une colonne de silice (C18) greffée en phase inverse (250 x 4,6 mm, Sum ;
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Luna C18 Phenomenex, USA). Ils ont été élués sous phase isocratique (31% H,O - 69%
acétonitrile acidifi¢ a pH 2,6 avec de I’acide formique), a un débit de 1 mL.min"' pendant 30
min. Les SVglys ont été identifiés a I’aide d’un mélange de standards comprenant neuf
SVglys : RD, RA, ST, RF, RC, DA, rubusoside, RB et stéviolbioside (JECFA Mixed
Solution, Chromadex, USA). Sept SVglys ont été dosés: ST, RA, RF, RC, DA, RB et
stéviolbioside (SVB). Le ST (Stévioside, standard primaire, Chromadex, USA) a été utilisé
comme standard externe pour la quantification. Les résultats ont été exprimés en quantité par
unité de masse séche des feuilles pour la teneur totale en SVglys (mg.g” MS) et en
pourcentage de la teneur totale pour les proportions individuelles des SVglys. La quantité

individuelle et totale des SVglys ont également été exprimées en moles (umol.g™" MS).

2.2.3. Traitement des résultats

Le logiciel R.2.15.1 (R Core Team, 2013) a été utilis€ pour effectuer les analyses
statistiques. Une analyse de variance compléte a trois facteurs (Lieu, Génotype, Bloc) a été
utilisée pour déterminer ’effet du site d’expérimentation (i.e. conditions de croissance), du
génotype et leurs interactions sur 1’intensité des symptomes foliaires de maladies et sur le
rendement des plantes. Une analyse de variance compléte a quatre facteurs (Lieu, Génotype,
Stade, Bloc) a ét¢ utilisée pour déterminer I’effet du stade de développement, du site
d’expérimentation, du génotype et leurs interactions sur 1’¢laboration de la biomasse,
I’accumulation en SVglys et le rendement en SVglys. Les différences significatives entre les
traitements ont été déterminées a l'aide du test HSD de Tukey (Honestly Significant
Difference, du package AGRICOLAE. Le coefficient de corrélation r a été utilisé pour établir la
relation entre la production de biomasse foliaire et le rendement en SVglys, entre les quantités

de RA et de RB et entre les quantités de ST et de SVB.
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3. RESULTATS

3.1. Evaluation des génotypes au stade bouton floral

3.1.1. Symptomes foliaires de maladies

La fréquence et I’intensité des symptomes foliaires de maladies sont variables selon le
génotype et le site d’expérimentation (Tableau 10). Les symptomes sont les plus élevés pour
le génotype A (fréquence = 100% et intensité > 50% sur les quatre sites). Ils sont dans
I’ensemble plus faibles pour les génotypes B et C. Pour ces deux génotypes, I’intensité et la
fréquence des symptomes foliaires de maladies varie différemment selon le site d’essai

(Tableau 10), suggérant des interactions génotype x environnement (IGE).

Tableau 10 : Intensité (%) et fréquence (%) des symptémes foliaires de maladies pour les plantes des

génotypes A, B et C sur les sites |, I, Ill et IV au stade bouton floral.
Génotype Lieu Maladies )
Fréquence  Intensité

A I 100° 50

A I 100° 50

A 11 100° 73

A 1A% 100° 50

B I 65° 10°

B I 77 5¢

B 11 80 38

B v 100° 75°¢

C I 23°¢ 5°¢

C I 23°¢ 5°¢

C 11 70 *° 20

C v 23 °¢ 5°

Les lettres apres chaque valeur indiquent le résultat du test HSD de Tukey. Les valeurs avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes (risque d’erreur < 5%).
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3.1.2. Evaluation du rendement

Le génotype, le site d’expérimentation et leur interaction ont un effet significatif sur
I’¢laboration du rendement. La biomasse foliaire (kg MS/ha) est significativement plus faible
sur le site I pour les trois génotypes (Tableau 11). L’absence de différence significative de
biomasse foliaire entre les trois génotypes sur ce site suggere qu’il est limitant pour la
croissance des trois génotypes. Pour les trois génotypes, les conditions de croissance sur le
site III sont favorables a 1’¢laboration de la biomasse foliaire. On observe des IGE sur les sites
IT et IV (Tableau 11). Les mémes tendances sont observées pour le rendement en SVglys
(kg/ha). 11 y a en effet une corrélation positive (r = 0,95) entre la biomasse foliaire et le

rendement en SVglys.

L’effet de I’environnement sur la teneur en SVglys est plus faible : il n’y a pas eu de
différence significative de teneur en SVglys entre les plantes des différents sites pour les
génotypes A et C (Tableau 11). Pour le génotype B, la teneur en SVglys est significativement
plus élevée sur le site I par rapport au site IV, alors que le rendement foliaire y est
significativement plus faible. Un effet de I’environnement sur la composition en SVglys est
observé : le ratio RA/ST des génotypes A et C varie selon le site d’expérimentation (Tableau

11).

Tableau 11 : Valeurs moyennes des composantes du rendement au stade bouton floral selon le genotype

(A, B et C) et le site d’expérience (I, II, lll et IV).
Biomasse Teneur en Ratio Rendement en Rendement en
Génotype  Lieu foliaire SVeglys RA/ST Svglys RA

(kg MS/ha) (%) (kg/ha) (kg/ha)
A I 1114°¢ 16.8 % 0.52°¢ 187" 55 %
A 11 2390 ¢ 16.4® 0.56 % 3971 df 121°
A 111 3609 > 14.8 @ 0.64 537 bede 172°
A v 2685 13.6° 0.59 % 364 °f 111
B I 1788 % 15.3 ¢ 0.00f 275 e 0°
B Il 4183 ® 13.8 % 0.00f 579 @be 0°
B 111 4409 12.8 0.00f 565 abed 0°
B v 3533 % 1144 0.00f 405 4 0°
C I 1324 ¢ 15.1 ¢ 0.63 < 195 64
C Il 2741 < 17.6° 0.73 482 bede 173°
C 111 4569 ° 16.1 ®° 0.87° 737 ¢ 292 ¢
C v 4028 ® 15.7 ¢ 0.83 ® 632 237°¢

Les lettres apres chaque valeur indiquent le résultat du test HSD de Tukey. Les valeurs avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes (risque d’erreur < 5%).
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3.2. Cinétique d’accumulation des glycosides de stéviol et élaboration de la biomasse

3.2.1. Elaboration de la biomasse

Le génotype, le site d’expérimentation, le stade de développement des plantes et leurs
interactions ont eu un effet significatif sur 1’élaboration de la biomasse (risque d’erreur <
0,1%). La biomasse de la plante augmente a chaque prélévement, pour atteindre son
maximum a la floraison (F) ou dés le stade bouton floral (BF) (Figure 28). Pour chacun des
trois génotypes, au stade F, la biomasse la plus élevée est atteinte sur le site III. Sur ce site,
I’augmentation de biomasse entre les stades V et BF est plus importante pour le génotype B
que pour les génotypes A et C. Le stade BF a en effet été atteint 20 jours plus tard pour ce
génotype. Le passage de la plante en phase reproductive induit une diminution de son LMR
(%). Cet effet est particulierement marqué entre les stades BF et F (Figure 28). Il en résulte,
sur le site III, une biomasse foliaire plus élevée aux stades V et BF pour le génotype A, au
stade BF pour les génotypes B et C. Sur les trois autres sites, il n’y a pas d’effet significatif du
stade de développement sur la biomasse foliaire des génotypes A et B. Pour le génotype C, la

biomasse foliaire maximale est atteinte au stade BF sur les sites Il et IV.
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Figure 28 : Biomasse de la plante (g; moyenne + SEM), LMR (leaf mass ratio, %; moyenne + SEM) et
biomasse foliaire (g/plante; moyenne + SEM) des génotypes A, B et C sur les sites expérimentaux |, 11, Il
et IV selon le stade de prélevement.
V, végétatif ; BF, bouton floral ; F, floraison. L’erreur standard de la moyenne (SEM) a été calculée a partir du
carré moyen de la résiduelle de I’analyse de variance.
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3.2.2. Accumulation en glycosides de stéviol

Le génotype, le site d’expérimentation, le stade de développement des plantes et leurs
interactions ont un effet significatif (risque d’erreur < 0,1%) sur la teneur en SVglys (mg.g”
MS). La teneur en SVglys diminue significativement a la floraison sur les sites I, III et IV
pour le génotype A, sur le site IV pour les génotypes B et C (Figure 29). La teneur exprimée
en quantit¢ de masse séche des feuilles peut varier selon la composition en glycosides de
stéviol, dont les masses moléculaires varient. La transposition de cette variable en moles
(Tableau 12) permet de considérer la quantité de noyaux de stéviol a I’entrée de la voie qui
ont été glycosylés. Cette nouvelle unité¢ de mesure permet d’obtenir des résultats comparables
a ceux obtenus en mg.g”' : la quantité de SVglys (umol) a diminué significativement au stade
F sur les sites I, III et IV pour le génotype A, sur le site IV pour les génotypes B (par rapport

au stade BF seulement) et C.
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Figure 29 : Teneur en SVglys (mg.g moyenne + SEM) et proportion individuelle des différents SVglys
(%; moyenne = SEM) des génotypes A, B et C sur les sites expérimentaux |, Il, 11l et IV selon le stade de
prélevement.
V, végétatif ; BF, bouton floral ; F, floraison. L’erreur standard de la moyenne (SEM) a été calculée a partir du
carré moyen de la résiduelle de I’analyse de variance.
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Tableau 12 : Valeurs moyennes de la quantité totale (umol) et quantité individuelles (umol) des SVglys

selon le genotype (A, B et C), le site d’expérience (I, II, 11l et IV) et le stade de développement (V,
végéétatif ; BF, bouton floral ; F, floraison).
Quantité de SVglys (umol) Ratio
Génotype Lieu Stade (RA+RB) /
Total RA RB ST SVB RA/ST (ST+SVB)
I Y4 195 ® 52 0,0° 118° 0,0° 0,44 ° 0,44 °
I BF 197°¢ 57 @be 0,1° 118° 0,6 € 0,43 ¢ 0,43°
I F 149 © 39 bed 1,8° 85°¢ 72°¢ 0,47 ° 0,45°
mI VvV 174%® 50 0,0° 105 ¢ 0,0° 0,48 ° 0,48 *
I BF 190%® 53° 0,2° 112 ® 0,4° 0,47 ¢ 0,47 ®
11 F 162 % 487 0,9° 9) abe 2,6° 0,52 0,52
A abc abc b abc c be ab
m v 173 51 0,0 97 0,0 0,52 0,52
I BF 173 49k 2,7° 9p abe 6,8 ¢ 0,53 % 0,52 ®
m F 113¢ 30 % 6,4° 484 18,7° 0,63° 0,55°
IV VvV 152°¢ 39« 0,0° 80 ° 0,0° 0,48 ¢ 0,48 ®
IV BF  159% 43 0,5° 88 b 2,0°¢ 0,49 © 0,48 ®
IV F 99 ¢ 23°¢ 94° 30¢ 32,2° 0,80 ° 0,52
I \Y 190 ® 57 0,0 ¢ 110° 0,0° 0,52 % 0,52 ¢
I BF 183® 54 % 0,1°¢ 102° 0,6° 0,53 % 0,52°¢
I F 168 524 03° 94 ® 0,7° 0,55 % 0,55
n v 184 @ 52 0,0° 108 * 0,0° 0,50 © 0,50°¢
II BF 197° 64° 03° 105° 0,6° 0,61 < 0,61
c 11 F 162 54 0,2° 84 ® 0,8° 0,65 d 0,64
m v 196 ® 67° 0,0 ¢ 102° 0,0° 0,66 % 0,66 *
I BF 18™® 66 ° 0,6 ™ 91 ® 1,0° 0,73 *° 0,73 ®
I F 156 60 1,8° 69 ¢ 3,4° 0,88 ° 0,86°
IV V167 57%® 0,0 ¢ 89 0,0° 0,64 bt 0,64
IV BF 180%™ 61° 0,5 g7 ® 0,7° 0,70 0,70 ®
IV F 124 ¢ 43° 46° 51°¢ 13,12 0,84 0,74 ®
Génotype Lieu Stade Total ST SVB ST+SVB
I \Ys 180 154 ¢ 0,0° 154 ¢
I BF 191° 161° 0,4° 161°
I F 183 159 1,1 160 *
n v 155° 1364 0,0° 136 >
II BF 170™ 1414 0,8° 141
B I F 139°¢ 112¢ 1,0 113 ¢
m Vv 162 134°%4  00° 134 bed
I BF 159 127 < 1,9 % 129 <
I F 154 ®¢ 127 < 5,5° 132 bed
v Vv 144 ¢ 122¢ 0,0° 1224
IV BF  144° 119 ¢ 3,1% 122¢
IV F 89 ¢ 57°¢ 26,8 ° 84 ¢

Les lettres apres chaque valeur indiquent le résultat du test HSD de Tukey. Les valeurs avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes (risque d’erreur < 5%).

131



PARTIE 2, CHAPITRE 5 : Caractérisation de clones dans différents contextes pédoclimatiques

En parall¢le de la diminution de la quantité totale de SVglys (umol) a la floraison, une
diminution de la quantité¢ de RA et de ST et une augmentation de la quantité de RB et de SVB
sont généralement observées (Tableau 12). Une corrélation négative significative est observée
entre les quantités de RA et de RB pour les génotypes A et C, et entre les quantités de ST et
de SVB pour le génotype A seulement (Figure 30). Ces variations de composition en SVglys
selon le stade de prélévement n’ont généralement pas d’effet sur le ratio RA/ST, a I’exception
du génotype A sur le site III. Pour ce dernier, le ratio (RA+RB) / (ST+SVB) reste néanmoins

stable au fil des prélévements (Tableau 12).
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Figure 30 : Relation entre la quantité de ST (umol) et la quantité de SVB (umol) des génotypes A, B et C et

relation entre la quantité de RA (umol) et la quantité de RB (umol) des génotypes A et C sur les sites
expérimentaux I, Il, Il et IV aux stades bouton floral et floraison.

3.2.3. Rendement en glycosides de stéviol aux différents stades de prélévement

Le génotype, le site d’expérimentation et le stade de développement des plantes ont un
effet significatif (risque d’erreur < 0,1%) sur le rendement en SVglys (g / plante). Une seule
interaction (lieu x stade) a un effet significatif sur le rendement. Sur les sites [ et I, il n’y a
pas d’effet du stade de prélévement sur le rendement en SVglys (Figure 31). Sur les sites III et
IV, le rendement est significativement plus faible au stade F pour les trois génotypes, et il n’y
a généralement pas de différence significative entre les stades V et BF.

Figure 31 : Rendement en

SvVglys (g; moyenne = SEM)

des génotypes A, B et C sur les

sites expérimentaux I, Il, Il

et IV selon le stade de
@V prélevement (V, végétatif;
. meF BF, bouton floral; F,
e | mr floraison).

12 Génotype A Génotype B
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i B | L’erreur standard de la moyenne
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carré moyen de la résiduelle de
0 I’ANOVA.
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4. DISCUSSION

Des études ont montré 1’effet de pratiques agronomiques sur 1’élaboration du rendement
de S. rebaudiana (Kumar Ret al., 2012; Kumaret al., 2013; Moraes et al., 2013; Palet al.,
2013; Serfaty et al., 2013; Angelini et Tavarini, 2014; Kumaret al., 2014). Néanmoins, seule
une étude a été réalisée sur plusieurs génotypes (Andolfi et al., 2006). Les résultats de notre
¢tude montrent une variabilit¢ de productivité des plantes selon I’environnement et le
génotype, ainsi que des interactions génotype x environnement. Sur nos sites
d’expérimentations, les conditions limitantes (site 1) ne permettent pas d’observer de
différence de productivité entre les trois génotypes, alors qu’ils se distinguent les uns des
autres en conditions non-limitantes. L’élaboration du rendement (kg SVglys/ha) est
principalement déterminée par la production de biomasse foliaire. Un objectif de sélection
variétale et pour la définition des conditions de culture de S. rebaudiana doit donc étre
d’optimiser 1’¢laboration de la biomasse foliaire. Néanmoins, en conditions limitantes, une
corrélation négative a été observée entre la teneur en SVglys et la production de biomasse
foliaire. Ce résultat suggeére une compétition entre les métabolismes primaire (¢laboration de
la biomasse) et secondaire (accumulation de SVglys) chez S. rebaudiana. Cette hypothése

sera discutée dans le chapitre 7 du présent manuscrit.

Les prélevements a différents stades de développement permettent d’observer une
augmentation de la biomasse foliaire jusqu’au stade BF, puis sa diminution. La teneur en
SVglys est stable entre les stades V et BF. Elle stagne ou diminue ensuite, en accord avec les
résultats discutés dans la littérature (Zaidan et al, 1980 ; Bian, 1981 ; Vanidze et al., 2009 ;
Ceunen et al., 2011). Ainsi, I’optimum de récolte est atteint au stade BF. Il n’y a pas d’effet
de I’interaction génotype x stade sur le rendement en SVglys. Les dates de prélévement plus
tardives pour les stades BF et F du génotype B, et donc la longueur de jour, n’ont ainsi pas
d’effet sur ’accumulation en SVglys au-dela de leur effet indirect d’induction de la phase

reproductive.

Le déclin de la teneur en SVglys a la floraison est généralement accompagné d’une
diminution de la quantité de RA et de ST et d’une augmentation de la quantit¢ de RB et de
SVB. Le SVB et le RB comprennent une unité¢ de glucose de moins que le ST et le RA
respectivement, au niveau du groupement carboxyl du noyau de stéviol (Figure 32). Ces

résultats suggerent une dégradation des SVglys, en accord avec I’hypotheése de catabolisme
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des SVglys par des f-glycosidases endogenes (Madore, 2000). Les f-glycosidases endogeénes
des plantes ont en général pour role de libérer des composés volatiles, en réponse a une
attaque par un herbivore par exemple (Dicke, 1994). La dégradation des SVglys par des p-
glycosidases endogenes serait alors supposée libérer du stéviol. Dans une expérience, une
légeére augmentation de la quantité de rubusoside, RB, SVB et stéviolmonoside a été observée
en parallele d’une diminution de la teneur en SVglys. Néanmoins, aucune augmentation
simultanée de la quantité de stéviol n’a pu étre observée (Ceunen, 2010). Dans notre étude, le
déclin de la teneur en SVglys et ’augmentation en parall¢le de la quantité de RB et de SVB
sont principalement observés sur des plantes présentant des symptomes foliaires de maladies
importants (site IV, génotype A). Ainsi, la dégradation des SVglys pourrait également avoir
lieu sous I’action de S-glycosidases exogeénes d’origine bactérienne ou fongique, le glucose
libéré étant une source de carbone pour la croissance de 1’hote pathogene (Oliveira et al.,

2013). Des investigations supplémentaires sont nécessaires pour étudier ces hypotheses.
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Figure 32 : Représentation schématique du stévioside (ST), du stéviolbioside (SVB), du rébaudioside A
(RA) et du rébaudioside B (RB).

Malgré 1’augmentation de la quantit¢ de RB et de SVB avec la diminution de la quantité
de SVglys, le ratio RA/ST des génotypes A et C est généralement resté stable au fil des
prélévements sur ’ensemble des sites d’expérience. Ainsi, comme discuté dans le chapitre 4,
ces résultats suggerent un déterminisme génotypique €levé pour la composition en SVglys et
une activité des glycosyltransférases moins influencée par I’environnement que celle des

enzymes intervenant avant la formation du stéviol dans la voie de biosyntheése des SVglys.
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En conclusion, cette étude a montré une variabilité pout I’élaboration du rendement selon
des facteurs génotypiques, ontogéniques et environnementaux. La biomasse foliaire est le
premier facteur a prendre en compte pour 1’¢laboration du rendement final (kg SVglys/ha).
Tant la production de biomasse que I’accumulation en SVglys sont influencées par le stade de
développement des plantes, et I’optimum de récolte a été obtenu au stade BF. La composition
en SVglys est moins influencée par ces facteurs environnementaux et ontogéniques. Cette
étude n’a été réalisée que sur année et mériterait d’étre reconduite sur plusieurs années afin
d’évaluer I’évolution de la productivité des génotypes, en vue d’une culture pluriannuelle de

S. rebaudiana.
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CONCLUSION DE LA PARTIE 2

Les résultats présentés dans cette partie ont permis d’identifier une variabilité suffisante
entre les génotypes pour établir des distinctions sur des critéres morphologiques, de sensibilité
aux maladies et de précocité, en vue de 1’évaluation variétale de S. rebaudiana. Un travail
plus approfondi est dorénavant nécessaire, afin de décrire avec précision des caracteres

permettant de vérifier les critéres d’homogénéité et de stabilité.

Une variabilité génotypique élevée a été observée pour la production de biomasse
foliaire, la teneur et la composition en SVglys. L’¢laboration de la biomasse et la teneur en
SVglys sont ¢également apparues influencées par des facteurs ontogénétiques,
environnementaux (conditions de croissance et adge de la plante) et par des interactions
génotype x environnement. A I’inverse, la composition en SVglys est restée relativement
stable au travers des différents environnements et stades phénologiques, suggérant un
déterminisme génotypique plus ¢€levé pour ce trait. Les environnements ici étudiés sont
néanmoins peu contrastés. L’optimum de récolte, fortement corrélé a la production de
biomasse foliaire, a systématiquement été obtenu au stade bouton floral. Ainsi, en vue d’un
travail de sélection, la production de biomasse foliaire au stade bouton floral est un critére a
améliorer. Compte-tenu de la robustesse de la composition en SVglys, ce critére peut
¢galement étre retenu dans les objectifs de sélection. Par ailleurs, I’accumulation en SVglys a
généralement été plus élevée dans les plantes de deux ans, soulignant I’intérét d’une culture

semi-pérenne de S. rebaudiana lorsque le climat le permet.

L’augmentation de la quantit¢ de SVB et de RB avec le déclin de la teneur totale a la
floraison, et la corrélation négative obtenue entre SVB et ST et RB et RA, suggére une
dégradation des SVglys a la floraison, en accord avec I’hypothése de catabolisme des SVglys
par des f-glycosidases (Madore, 2000). Le dosage de SVglys moins glycosylés, tels que le

steviomonoside, et du stéviol n’ont cependant pas été réalisés.

La corrélation négative qui a été observée entre la teneur totale en SVglys et la
production de biomasse foliaire suggére une compétition entre les métabolismes primaire et
secondaire chez S. rebaudiana. Une approche écophysiologique est nécessaire pour micux
appréhender les mécanismes d’élaboration du rendement chez S. rebaudiana. Ainsi, la
troisiéme partie de ce manuscrit a pour objectif d’étudier 1’effet de facteurs environnementaux
et ontogénétiques sur 1’élaboration de la biomasse et 1’accumulation en SVglys, par des

expérimentations a 1’échelle de la plante et de la feuille réalisées en conditions controlées.
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INTRODUCTION DE LA PARTIE 3

La productivité des plantes de S. rebaudiana dépend de 1’¢laboration de la biomasse
foliaire et de ’accumulation en SVglys dans les feuilles. Cette derni¢re varie selon le
génotype considéré, mais peut étre aussi largement influencée par des facteurs ontogéniques
(stade de développement, age de la feuille) et environnementaux (longueur de jour, intensité
lumineuse, température, eau, nutriments, etc.). La teneur en SVglys dans les feuilles de S.
rebaudiana peut ainsi varier entre 4 et 20% de la masse séche des feuilles selon ses conditions
de croissance (Metivier et Viana, 1979 ; Geuns, 2003). Les SVglys sont issus de la voie du
MEP. Cette voie permet ¢également la synthése des pigments photosynthétiques
(chlorophylles, caroténoides) et d’hormones (gibbérellines, acide abscissique) (Cordoba et al.,
2011). Compte-tenu des teneurs élevées auxquelles sont accumulés les SVglys dans les
feuilles de S. rebaudiana, leur voie de biosynthése doit nécessiter une quantité importante de
substrats et d’enzymes et pourrait étre en concurrence avec la synthése d’autres produits de la
voie du MEP, favorisant la croissance de la plante, telles que les gibbérellines ou les

chlorophylles (Guleria et al., 2014).

L’objectif de cette partie est de caractériser ’effet de facteurs environnementaux et
ontogénétiques clé sur 1’élaboration de la biomasse chez S. rebaudianat sur la teneur et la
composition en glycosides de stéviol, afin de pouvoir proposer des itinéraires techniques pour
sa culture en milieu tempéré. Les résultats de cette partie sont également discutés d’un point
de vue écophysiologique, afin de mieux appréhender le fonctionnement de la plante pour
I’¢laboration de son rendement : croissance (métabolisme primaire) et accumulation en
glycosides de stéviol (métabolisme secondaire). Les facteurs étudiés dans le chapitre 6 sont le
stade de développement des plantes, la longueur de jour et I’age de la feuille. Un génotype a
été¢ ¢tudié lors de deux expérimentations en conditions controlées. Les conditions
expérimentales ont permis de distinguer les effets du stade de développement et de la
longueur de jour. Le chapitre 7 a permis d’étudier I’effet de la fertilisation et du statut azoté
des plantes sur I’accumulation de la biomasse et des SVglys. Deux génotypes ont ét¢ étudiés
en conditions controlées, semi-contrdlées et en plein champ. Les résultats de ce chapitre ont
¢té valorisés sous forme d’une publication scientifique : « Nitrogen limitation alters biomass
production but enhances steviol glycoside concentration in Stevia rebaudiana Bertoni » Claire
Barbet-Massin, Simon Giuliano, Lionel Alletto, Jean Daydé and Monique Berger ; Plos One

(accepte).
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1. INTRODUCTION

L’optimum de récolte de S. rebaudiana est généralement défini au stade bouton floral. 11
est en effet admis que la teneur en SVglys dans les feuilles augmente progressivement jusqu’a
la formation des bourgeons floraux (Bondarev et al., 2003 ; Ceunen et Geuns, 2013¢ ; Yanget
al., 2015), puis a ensuite tendance a stagner ou a décroitre (Zaidan et al., 1980 ; Bian, 1981 ;
Vanidze et al., 2009 ; Ceunen et al., 2011).S. rebaudiana ¢tant une plante de jours courts,
I’induction de la floraison a lieu avec le déclin de la durée du jour. Deux phénomeénes
distincts, liés a la photopériode ou au stade de développement de la plante, peuvent alors avoir

lieu.

Premiérement, I’énergie dédiée a la voie de biosyntheése des SVglys pourrait dépendre de
’activité photosynthétique des feuilles. Une étude a en effet montré une teneur en SVglys de
45% plus ¢€levée dans les feuilles de plantes conduites sous jours longs (16 h) que dans les
feuilles de plantes conduites sous jours courts (8 h) (Metivier et Viana, 1979). En parall¢le, la
fixation nette de carbone et la masse séche des feuilles étaient également plus élevées sous
jours longs. Ces résultats suggerent un détournement des produits de la photosynthése vers la
voie de biosynthése des SVglys plus sensible sous jours longs que sous jours courts. Selon
cette hypothese, sous nos climats septentrionaux, la diminution de la durée du jour a la fin de
I’été entrainerait un déclin de la teneur en SVglys a 1’échelle de la plante, a mesure que de

nouvelles feuilles se développeraient sous jours courts.

Comme évoqué dans le chapitre 5, le déclin de la teneur en SVglys a la floraison pourrait
¢galement étre i€ a leur transport vers les organes reproductifs (Bondarev et al., 2003), a leur
dégradation par des f-glycosidases endogenes (Madore, 2000) ou a leur pouvoir antioxydant :

ils seraient dégradés par des especes réactives de 1’oxygeéne (Ceunen et Geuns, 2013a).

Des résultats contradictoires ont été obtenus quant aux effets séparés de la photopériode
et du stade de développement sur la voie de biosynthése des SVglys et leur accumulation. Des
plantes maintenues au stade végétatif sous des conditions de jours courts (8 h et interruption la
nuit par de la lumiére rouge LED (660 nm) pendant cinq minutes) ont présenté, apres sept
semaines d’expérience, une teneur en SVglys deux fois plus €levée que les plantes maintenues
en jours courts et dont I’induction florale a été provoquée. La teneur en SVglys des plantes

conduites en jours longs (16h) n’était quant a elle pas significativement différente de la teneur
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obtenue pour les plantes conduites avec le traitement a la lumiére rouge (Ceunen et al., 2011).
Ces résultats suggerent que I’accumulation en SVglys est principalement influencée par le
stade de développement. Cependant, d’autres expériences ont montré un effet de la
photopériode sur I’accumulation en SVglys au-dela de son effet indirect d’induction de la
phase reproductive. Ceunen et Geuns (2013c) ont conduit des plantes entiérement sous jours
courts (8h) ou sous jours longs (16h), du stade végétatif a la floraison. En fin de période
végétative, la teneur en SVglys était de 30% plus élevée dans les plantes conduites en jours
courts que dans les plantes conduites en jours longs (6,9% vs. 5,3%). Un déclin de la teneur en
SVglys a ¢té observé pendant la période reproductive en conditions de jours courts
principalement (Ceunen et Geuns, 2013c). A 1’opposé, dans I’étude de Métivier et Viana
(1979), la teneur en SVglys était deux fois plus élevée en conditions de jours longs qu’en

conditions de jours courts en fin de période végétative.

L’effet de la photopériode et du stade de développement sur la composition en SVglys
semble moins marqué. Pour les plantes conduites en jours longs, la composition parait rester
relativement stable, quel que soit 1’étage foliaire considéré et le stade de développement
(Mohamed et al., 2011 ; Ceunen et Geuns, 2013c). Sous jours courts, des variations ont été
observées : dans 1’étude de Mohamed et al. (2011), un ratio RA/ST plus élevé dans les jeunes
feuilles a été noté. Les résultats de Ceunen et Geuns (2013c) montrent quant a eux un ratio
RA/ST plus élevé au stade végétatif qu’en phase reproductive, pour 1’ensemble des étages

foliaires.

L’objectif de ce chapitre est d’étudier les effets distincts du stade de développement et de
la longueur sur ’accumulation en SVglys et 1’¢élaboration de la biomasse. L’effet de 1’age de
la feuille et des conditions photopériodiques sous lesquelles elle a été initiée et s’est
développée, a également été étudié. Un génotype a été étudié au cours de deux expériences en
conditions contrélées (CC ; Essai 1 et Essai 2). Trois traitements photopériodiques ont été
appliqués aux plantes: (i) jours longs, (ii) jours courts et (iii) jours courts puis jours longs. Les
plantes sous jours longs sont restées au stade végétatif pendant toute la durée de chaque
expérience, alors que les autres traitements photopériodiques ont entrainé le passage des

plantes en phase reproductive.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Matériel végétal

Les expériences ont été réalisées sur le génotype A, qui a été étudié sur I’ensemble des
expériences réalisées au cours des trois années de thése. La composition en SVglys de ce
génotype est bien connue : il contient du ST, du RA et des SVglys mineurs (DA, RC, RF). Les
plantes utilisées dans les expériences présentées ici ont €té obtenues a partir de boutures

réalisées sur des pieds-méres de deux ans.

2.2. Conditions de croissance

Les deux expériences (Essai 1 et Essai 2) ont été réalisées en chambre de culture, dont
I’éclairage était fourni par des lampes a vapeur de sodium sous haute pression (SHP, 200 W)
et des lampes aux halogénures (MH, 200 W). Le rayonnement photosynthétiquement actif
(PAR, photosynthetically active radiation) est de 400 pmol.m™s™ au niveau des plantes. La
chambre de culture a été¢ divisée en deux compartiments. La durée du jour dans le premier
compartiment était de 16 h (conditions de jours longs, LD). Dans le deuxiéme compartiment,
elle était de 8 h (conditions de jours courts, SD). Dans les deux compartiments la température
de lair était de 23°C le jour et de 18°C la nuit et I’humidité relative oscillait autour de 70%.

L’Essai 1 a été réalisé dans le courant de 1’été€ 2014 et I’Essai 2 a eu lieu a ’automne 2014.

Avant le démarrage des essais, les plantes ont ét¢ maintenues en conditions de jours
longs en chambre de culture, jusqu’au stade 4/5 feuilles. Elles ont ensuite été réparties en trois
traitements au démarrage de chacun des essais : T1, les plantes cultivées en LD durant toute la
durée de I’expérience (45 jours pour I’essai 1; 28 jours pour 1’essai 2); T2, les plantes
transférées en SD au démarrage de I’expérience; T3, les plantes transférées en SD au
démarrage de I’expérience et re-transférées en LD aprés deux semaines. Les plantes du
traitement T1sont restées au stade végétatif pendant toute la durée de I’expérience, alors que

les traitements T2 et T3 ont provoqué 1’induction florale.
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2.3. Prélevements et mode d’échantillonnage
2.3.1. Essail

Quatre prélévements ont été réalisés : S1 (i.e. Sampling 1, jour 0), S2 (jour 15), S3 (jour
30 ; stade bouton floral atteint pour les plantes des traitements T2 et T3) et S4 (jour 45 ; stade
floraison atteint pour les plantes des traitements T2 et T3). Chaque prélévement a été opéré
sur cinq plantes par traitement. Pour chaque plante, les tiges, les feuilles et les bractées ont été
récoltées. Les feuilles ont été regroupées selon leur age (i.e. par étage foliaire), pour former
trois a six échantillons par plante par prélevement (Figure 33). Les trois niveaux de feuilles
représentés en vert foncé sur la figure correspondent a des feuilles ayant le méme age
physiologique a chaque prélévement : feuilles matures pour le niveau le plus bas, feuilles
enticrement développées pour le niveau intermédiaire et feuilles en cours de développement
pour le niveau le plus haut. A chaque prélévement (S1-S4), il y a eu entre 4 et 8 échantillons /
plante / traitement (T1-T3) : 1 échantillon «tiges » + 0 a 1 échantillon « bractées » + 3 a 6

échantillons « feuilles ».

T2 (LD > SD)

| T1(LD)
S4 (Day 45)

I I
S1 (Day 0) S2 (Day 15)

$44841858

&T3

Veget. Veget. Start of Veget.  Flower Veget Flowering
stage stage  Reprod. stage Budding  stage

Figure 33 : Représentation schématique des différents prélevements (S1 a S4), du stade de développement
de plantes a chaque prélévement selon le traitement (T1 a T3), et du mode d’échantillonnage (3 a 6 étages
foliaires, bractées et tiges également prélevées).
LD, long days (jours longs); SD, short days (jours courts).
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2.3.2. Essai 2

Quatre prélévements ont été réalisés : S1 (i.e. Sampling 1, jour 0), S2 (jour 14), S3 (jour
21), S4 (jour 28). Chaque prélevement a été opéré sur trois plantes par traitement. Seules les
feuilles d’une tige ont été prélevées. Elles ont été regroupées selon leur age (i.e. par étage
foliaire), pour former trois a huit échantillons par plante par prélevement (Figure 34). Ainsi, a

chaque prélevement (S1-S4), il y a eu entre 3 et 8 échantillons / plante / traitement (T1-T3).

| | | |
S1 (Day 0) S2 (Day 14) S3 (Day 21) S4 (Day 28)

T1 ) T1 T1 & T3
Veget. Veget. Startof  Veget. Startof Veget. Flower
stage stage Reprod. stage Reprod. stage Budding

Figure 34 : Représentation schématique des différents prélevements (S1 a S4), du stade de développement
de plantes a chaque prélevement selon le traitement (T1 a T3), et du mode d’échantillonnage (3 a 8 étages
foliaires).
LD, long days (jours longs); SD, short days (jours courts).

2.4. Mesures
2.4.1. Elaboration de la biomasse

Ces mesures ont été réalisées sur les plantes de I’Essai 1 seulement. Pour chaque
échantillon « feuilles », la surface et la masse des feuilles ont été mesurées. Les données de
surfaces foliaires ont ét¢ acquises au moyen d’un Li-Cor 3100C Area meter (précision 1

mmz; Li-Cor, Lincoln, NE, USA). La masse des échantillons «tiges » et « bractées » a
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¢galement ¢té établie. L’ensemble de ces mesures ont permis d’obtenir 1’ensemble des
paramétres suivants : masse foliaire par unité de surface foliaire (leaf mass per unit leaf area,
LMA, g‘m'z), biomasse de la plante (feuilles + tiges; g MS), biomasse foliaire (g MS /
plante), leaf mass ratio (LMR, %). Des mesures de hauteur des plantes (mm) et de longueur

des entre-nceuds de la tige principale (mm) ont également été réalisées.

2.4.2. Teneur et composition en glycosides de stéviol

L’extraction pour le dosage des SVglys a ¢été faite a I’eau : pour chaque échantillon, 50
mg de feuilles de S. rebaudiana finement broyées ont été extraites dans 5 mL d’eau a 50°C
pendant 30 min. Aprés centrifugation (7000 tours.min™, 10 min, 20°C) et filtration du
surnageant (0,2 um), la solution a ét¢ analysée en chromatographie liquide haute performance
(HPLC/UV) dont la longueur d’onde était fixée a 200 nm. Les SVglys ont été séparés sur une
colonne de silice (C18) greffée en phase inverse (250 x 4,6 mm, 5 um particle size ; Luna C18
Phenomenex, USA). Ils ont été ¢lués sous phase isocratique (31% H,O - 69% acétonitrile
acidifié a pH 2,6 avec de ’acide formique), & un débit de 1 mL.min™" pendant 30 min. Les
SVglys ont été identifiés a I’aide d’un mélange de standards comprenant neuf SVglys : RD,
RA, ST, RF, RC, DA, rubusoside, RB et stéviolbioside (SVB) (JECFA Mixed Solution,
Chromadex, USA). Cinq SVglys ont été dosés dans le cadre de 1’Essai 1 : ST, RA, RF, RC,
DA, et sept dans le cadre de I’Essai 2 : ST, RA, RF, RC, DA, RB et SVB. Le ST a ét¢ utilis¢
comme standard externe pour la quantification. Les résultats ont été exprimés en quantité par
unité de masse séche des feuilles pour la teneur totale en SVglys (mg.g” MS) et en
pourcentage de la teneur totale pour les proportions individuelles des SVglys. Les quantités

individuelle et totale des SVglys ont également été exprimées en moles (umol.g” MS).

2.5. Traitement des résultats

Le logiciel R.2.15.1 (R Core Team, 2013) a été utilis€ pour effectuer les analyses
statistiques. Une analyse de variance compléte a trois facteurs (Prélévement, Traitement,
Etage foliaire) a été utilisée pour déterminer 1’effet du stade de développement, de la longueur
de jour, de I’age de la feuille et leurs interactions sur ’accumulation en SVglys. Une analyse
de variance complete a deux facteurs (Prélévement et Traitement) a ¢été utilisée pour
déterminer I’effet de la longueur de jour et du stade de développement sur I’élaboration de la
biomasse. Les différences significatives entre les traitements ont été déterminées a 1'aide du

test HSD de Tukey (honestly significant difference), du package AGRICOLAE.
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3. RESULTATS

et la longueur de jour

3.1. Accumulation en glycosides de stéviol

3.1.1. Teneur totale en glycosides de stéviol

Au cours des deux expériences, la durée du jour, la date de prélevement, I’étage foliaire

et leurs interactions ont un effet significatif sur la teneur en SVglys (umol.g” MS). Les

regroupements d’étages foliaires lors de I’Essai 1 (Figure 35) ne permettent d’observer que

des tendances d’évolution d’accumulation en SVglys dans le temps selon 1’age de la feuille et

la longueur de jour sous laquelle elle s’est développée. Au cours de I’Essai 2 (Figure 36), les

prélevements réalisés individuellement pour chaque étage foliaire permettent de suivre

précisément 1’évolution dans le temps de I’accumulation en SVglys.
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Figure 36 : Accumulation en SVglys (umol.g; moyenne = SEM) lors de I'Essai 2, selon le traitement
photopériodique (T1, T2 et T3), I'étage foliaire (1 a 8) et la date de prélevement (S1, JO ; S2,J14 ; S3, J21 ;
S4, J28).
L’erreur standard de la moyenne (SEM) a été calculée a partir du carré moyen de la résiduelle de I’analyse de
variance.

Les résultats de I’Essai 1 montrent une accumulation en SVglys plus forte sous T1 que
sous T2 et T3 pour tous les étages foliaires (Figure 35), alors qu’au cours de 1’Essai 2, ce
phénomene est observé pour les feuilles les plus jeunes (étages foliaires 3 a 7) seulement
(Figure 36). En effet, lors de I’Essai 1, la teneur en SVglys des feuilles agées (étages foliaires
1 et 2 ; initiation et développement sous jours longs) augmente significativement au fil des
prélévements sous T1 alors qu’elle reste stable sous T2 et T3. Lors de I’Essai 2, la teneur en

SVglys a ces étages foliaires reste stable au fil des prélévements sous tous les traitements.
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Pour les étages foliaires supérieurs, la teneur en SVglys est stable au fil des prélévements
sous le traitement T1 lors de I’Essai 1 (Figure 35). Lors de I’Essai 2, elle augmente entre S2 et
S3 pour I’étage foliaire 6, puis est stable entre S3 et S4. Elle augmente entre S3 et S4 pour
I’¢étage foliaire 7 (Figure 36). Il n’y a qu’une semaine entre ces différents prélevements. Cela
suggere que l’activation et la mise en place de la voie est progressive et que le potentiel
d’accumulation en SVglys de la feuille est atteint en une semaine environ. Ce méme
phénomeéne est observé avec une amplitude plus ou moins forte sous T2 (étage foliaire 6) et

sous T3 (étages foliaires 6 et 7) (Figure 36).

Pour les feuilles les plus jeunes, ’accumulation en SVglys n’est pas la méme sous T2 et
sous T3. Lors du prélévement S4 de 1’essai 1, une diminution significative de la teneur en
SVglys est observée pour les échantillons 3 a 6 ainsi que pour les bractées sous T2, alors
qu’une augmentation est obtenue sous T3 (Figure 35). Ces résultats peuvent étre liés au
regroupement des étages foliaires. Lors de 1’Essai 2, en effet, la teneur en SVglys est
globalement stable au fil des prélevements sous T2 (a I’exception de I’étage foliaire 6 ; Figure
36). Sous T3, il n’y a pas d’augmentation significative de la teneur en SVglys entre S3 et S4
pour les feuilles initiées et/ou développées sous jours courts (3, 4, 5, 6), mais une
augmentation significative de la teneur est observée a 1’étage foliaire 7 (initiation et

développement sous jours longs) (Figure 36).

3.1.2. Composition en glycosides de stéviol

Au cours des deux expériences et pour I’ensemble des plantes, il n’y a pas d’évolution
significative du ratio RA/ST entre les différents étages foliaires et au fil des prélévements
(Tableau 13). La proportion des SVglys mineurs (DA+RC+RF) est également relativement
stable entre les traitements, dates de prélévement et étages foliaires. Les proportions de SVB
et RB sont tres faibles (< 0,5%) a tous les étages foliaires et sous tous les traitements (Figure

37).
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Tableau 13: Valeurs moyennes du ratio RA/ST du génotype A lors des essais 1 et 2, selon le traitement
photopériodique (T1, T2 & T3), I'étage foliaire (1 a 6 et bractées pour I'Essai 1 ; 1 a 8 pour I'Essai 2) et la
date de prélevement (S1, S2, S3 et S4).

Traitement Etgge Essai 1 Essai 2

foliaire S| S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4
Tl 1 0’79 abc 0,65 cdefg 0,68 cdef 0’74 cde 0’43 abcde 0’43 abcde 0’47 abcde 0,58 abed
T1 2 0,63 cdefg 0,61 cdefg 0,63 cdefg 0,58 cdefg 0,37 bede 0,41 bede 041 bede 0,49 abcde
T1 3 0,57 cdefg 0,52 cdefg 0,53 cdefg 0.46 efg 0,42 abcde 0,42 abcde 0,42 abcde 0,52 abcde
T1 4 0,49 defg 0.48 defg 0.48 defg 0,46 abcde 0.45 abcde 0,55 abcde
T1 5 0,48 defg 0,47 defg 0,50 defg 0,46 abcde 0.45 abcde 0,54 abcde
T1 6 0,53 cdefg 0,52 cdefg 0,51 abcde 0,47 abcde 0,60 abc
Tl 7 0,54 % 0,61
T1 8 0,63
T2 1 0,53 e 0,56 e 0,63 cdefe 0,36°% 0,48 4 0,37
T2 2 0,55 cdefe (0,50 9,52 cdefe 0,33% 0,41 "% 0,40
T2 3 041" 0,46 (0,49« 0,43 e (0,38 bede (47 bede
T2 4 0,38¢  0,46°% 0,53 e 0,37 0,34% 0,45 P
T2 5 0,43 0,50 %% 0,62 0,37 032° 0,51
T2 6 0,57 cdefe ,73 < 0,43 ™ 031° 0,56
T2 7 0,34% 0,50
T2 B/8 0,54 ¢t (58 cdefe 0,50 *0cde
T3 1 0,68 cdef 0,68 cdef 0.45 abcde 0.43 abcde
T3 2 0,61 cdefg 0,69 cdef 0,42 abcde 0.43 abcde
T3 3 0,59 cdefg 0,61 cdefg 0,40 bede 0.45 abcde
T3 4 0,62 cdefg 0,63 cdefg 0,35 cde 0,38 bede
T3 5 0,74 < 0,77 ¢ 0,36°% 0,41
T3 6 1,04%®  1,07° 0,42 (50 0cde
T3 7 0,474 0,60
T3 B/8 0,71 ¢ 0,66 0,67°

Les lettres apres chaque valeur indiquent le résultat du test HSD de Tukey. Les valeurs avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes (risque d’erreur < 5%).
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Figure 37: Proportion individuelle des différents SVglys (%; moyenne + SEM) du génotype A lors des
essais 1 et 2, selon le traitement photopériodique (T1, T2 & T3), I'étage foliaire (1 & 6 et bractées pour
'Essai 1 ;1 a8 pour I'Essai 2) et la date de prélevement (S1, S2, S3 et S4).
L’erreur standard de la moyenne (SEM) a été calculée a partir du carré moyen de la résiduelle de I’analyse de
variance.

3.2.Haboration de la biomasse et rendement en glycosides de stéviol

3.2.1. Elaboration de la biomasse

Les mesures d’¢élaboration de la biomasse ont été réalisées lors de 1’Essai 1 seulement.
Au prélévement S3, la longueur des entre-nceuds et la hauteur des plantes des traitements T2
et T3 (stade BF) sont significativement plus élevées que pour les plantes de T1. A cette date
de prélevement, il n’y a pas d’effet significatif du traitement photopériodique sur le nombre
de nceuds de la tige principale (Tableau 14). Au prélévement S4, les plantes des traitements
T2 et T3 (stade F) ont des entre-nceuds significativement plus grands que les plantes de T1.

Néanmoins, seule la hauteur des plantes de T2 est significativement plus élevée que celle des
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plantes de T1. Le nombre de nceuds des plantes du traitement T3 est en effet significativement

plus faible que celui des autres plantes.

Il n’y a pas d’effet significatif du traitement sur la surface foliaire moyenne des plantes
(Tableau 14). Le LMA est néanmoins significativement plus élevé pour les plantes des
traitements T1 et T3 par rapport aux plantes du traitement T2 aux dates de prélévement S3 et
S4. Lors du dernier prélevement (S4), la biomasse des plantes est la plus ¢€levée sous le
traitement T1 et la plus faible sous le traitement T2. Le LMR est stable au fil des
prélevements pour les plantes de T1, restées au stade végétatif. Il diminue de maniére
significative a chaque prélévement pour les plantes de T2 et T3, dont le traitement
photopériodique a provoqué I’induction florale. Ainsi, aux prélévements S3 et S4, la biomasse

foliaire la plus élevée est obtenue sous T1.

Tableau 14: Valeurs moyennes des paramétres pour I'élaboration de la biomasse du génotype A lors de
I’Essai 1, selon le traitement photopériodique (T1, T2 & T3) et la date de prélévement (S1, S2, S3 et S4).

Inter-  Surface

. 1 Hauteur Nombre nceud  foliaire LMA Biomasse = LMR Blorpa}sse
Taitement Prélevement de 2 0 foliaire
(mm) moyen moyenne (mg.cm™) plante (g) (%)
nceuds > (2)
(mm) (cm”)

S1(V) 137¢  10,0° 13,8 13,9° 6,3° 52¢ 669" 35

T1 S2 (V) 1798 12,8* 149 14,8 7,5° 9,0 < 68,4° 6,2 %
D) 3w 243% 11,8 20,6 168% 51 1,6 680% 79
S4 (V) 316°  13,8° 23,6™ 133° 6,2° 189* 643  122°

S2 (IF) 226 11,6™ 19,8 164 4,9¢ 72% 63,4° 4,6

(gé) S3 (BF) 431°  122% 355° 16,8 4,0° 10,0  563%  56%
S4 (F) 500* 13,8* 368 18,6° 4,6 % 11,8¢ 50,3 " 59 %

T3 S3 (BF) 418°  13,0® 327* 17,7 58" 11,3¢ 58,2 ¢ 6,6
(SD/LD) o4 () 302 98° 309" 151  7,1° 154° 538  83®

Les lettres apres chaque valeur indiquent le résultat du test HSD de Tukey. Les valeurs avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes (risque d’erreur < 5%).
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3.2.2. Rendement en glycosides de stéviol

La teneur en SVglys et la biomasse foliaire étant plus €levées sous le traitement T1
(plantes au stade végétatif), le rendement en SVglys le plus élevé est obtenu sous ces mémes
conditions (Tableau 14 et Tableau 15). Au prélevement S4, le rendement en SVglys des

plantes de T3 est ¢également significativement plus élevé que celui des plantes de T2.

Une variabilité de la composition en SVglys a I’échelle de la plante est obtenue entre les
différents traitements : la proportion de RA est significativement plus élevée pour les plantes
de T3 au prélevement S4, conduisant a un ratio RA/ST plus élevé pour ces plantes que pour
les plantes des autres traitements. Par ailleurs, la proportion de ST est significativement plus
¢levée et la proportion des SVglys mineurs plus faible lors du prélévement S3 pour les plantes
de T3 par rapport aux plantes de T1 (Tableau 15).

Tableau 15: Valeurs moyennes de la teneur en SVglys (mg.§S), du rendement en SVglys (g/plante), des

proportions individuelles des SVglys (% de la teneur totale) et du ratio RA/ST du génotype A lors de
I'Essai 1, selon le traitement photopériodique (T1, T2 & T3) et la date de prélevement (S1, S2, S3 et S4).

Teneur en . . Proportion .

Traitement Prélévement — SVglys Rdt SVelys Propo1;t10n Propogtlon DA+RC+RF Ratio
(mg g'l MS) (g/plante) RA (%) ST (%) (%) RA/ST

S1(V) 99 < 0,35 ¢ 36,1 46,0 ¢ 17,9 ** 0,79

T1 S2 (V) 131% 0,81 "™ 31,7¢ 51,1 17,2 *< 0,62 ¢
(LD) S3 (V) 125" 0,98 ° 33,0 51,8° 15,2 % 0,64 >
S4 (V) 157° 1,91° 32,7 52,7° 14,6 ¢ 0,62 <

S2 (IF) 90 ¢ 0,41 ¢ 29,0 ¢ 51,7° 19,3° 0,56 ¢

(STIz)) S3 (BF) 102 < 0,57 32,5 51,2 16,4 e 0,64 <
S4 (F) 88 ¢ 0,52¢ 32,4 "4 51,8° 15,7 0,63

T3 S3 (BF) 89 ¢ 0,58 < 35,1 % 46,6 " 18,2 0,76 **
(SDILD) g4 (p) 105 b 0,88" 37,0° 48,2 148°¢ 0,77 %

Les lettres apres chaque valeur indiquent le résultat du test HSD de Tukey. Les valeurs avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes (risque d’erreur < 5%). ST, stévioside ; DA, dulcoside A ; RA, RC et RF,
rébaudiosides A, C et F
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4. DISCUSSION

Les résultats de cette étude montrent un effet plus marqué de la longueur de jour que du
stade de développement sur la teneur en SVglys dans les feuilles S. rebaudiana. En accord
avec les résultats obtenus par Métivier et Viana (1979), la teneur en SVglys est plus élevée
pour les feuilles développées sous jours longs que pour les feuilles développées sous jours
courts, quel que soit le stade de développement des plantes, arguant en faveur de 1’hypothese
selon laquelle plus d’énergie est déployée vers la voie de biosyntheése des SVglys lorsque
I’énergie lumineuse percue par la feuille est plus €levée : les feuilles en conditions de jours
longs ont recu deux fois plus d’énergie lumineuse pour leur activité photosynthétique que
celles en conditions de jours courts. Métivier et Viana (1979) ont proposé, pour expliquer ce
phénoméne, une accumulation des SVglys favorisée par un déséquilibre de la balance
carbone-azote dans les feuilles. Les terpénes ne contiennent pas, en effet, d’azote. Leur
production pourrait alors étre favorisée dans des environnements ou le carbone issu de la
photosynthése n’est pas limitant alors que 1’assimilation azotée peut 1’étre (Bryant et al.,
1983; Coley et al., 1985). Dans notre étude, comme dans celle Métivier et Viana (1979), les
plantes ont recu la méme fertilisation sous toutes les conditions. Sous jours longs, la masse
seche par unit¢ de surface foliaire (LMA) a ¢été plus élevée, reflétant une activité
photosynthétique des plantes plus élevée. La balance carbone-azote n’était donc pas la méme
pour les feuilles développées sous jours longs et sous jours courts. Récemment, il a été¢ montré
chez A. thaliana que la 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase (HDR), une
enzyme clé dans la voie du 2-C-méthyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP), ne dépend pas
seulement du flux de carbone issu de la photosynthése, mais aussi d’un systéme de détection
du NO;~ (Ward et al., 2011). Ainsi une régulation complexe de la voie du MEP et de ses

produits, selon le statut azoté et carboné de la feuille, pourrait avoir lieu chez S. rebaudiana.

Le stade de développement n’a pas été déterminant pour 1’accumulation en SVglys : le
retour des plantes en jours longs apres avoir €t€ initiées en phase reproductive (T3) a entrainé
une augmentation de la teneur en SVglys dans les feuilles les plus jeunes. A I’échelle de la
plante, la diminution de la teneur en SVglys observée aux stades bouton floral et floraison (T2
et T3) est due a une accumulation en SVglys plus faible dans les feuilles développées sous
jours courts. Contrairement aux résultats obtenus dans le chapitre 5, il n’y a pas eu

d’augmentation de la proportion du SVB et du RB (SVglys comportant un glucose de moins
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que le ST et le RA respectivement) a la floraison. Deux hypothéses avaient été discutées,
pouvant expliquer cette augmentation : la dégradation du ST et du RA par I’action de -
glycosidases endogeénes ou par ’action de S-glycosidases exogenes d’origine bactérienne ou
fongique. Dans la présente étude, I’ensemble des prélévements a été réalisé sur des plantes
saines. Ainsi, la dégradation du ST et du RA observée dans le cadre du chapitre 5 pourrait €tre
due a l’action de pf-glycosidases exogénes. Des investigations supplémentaires sont

nécessaires pour approfondir cette derniere hypothese.

Cette ¢étude a également permis d’observer les mécanismes d’accumulation des SVglys a
I’échelle de la feuille. Lors de I’essai 2, des feuilles ont été prélevées dés leur initiation, puis,
aux prélévements suivants, alors qu’elles étaient développées. Pour ces feuilles, la teneur en
SVglys a augmenté entre le 1 et le 2™ prélévement (1 semaine), puis est restée stable lors
des prélévements ultérieurs. Cette augmentation a été variable selon les conditions
photopériodiques de développement de la feuille : de nulle a faible sous jours courts, ¢levée
sous jours longs. Ces résultats suggerent une accumulation en SVglys dans les feuilles lors de
leur développement, pendant une semaine environ, jusqu’a ce qu’elles atteignent leur
potentiel maximum, variable selon l’activit¢ photosynthétique de la feuille. Une fois ce
maximum atteint, il n’y a plus d’évolution de la teneur en SVglys. Deux hypothéses peuvent
alors étre formulées : (i) soit la voie de biosynthése des SVglys est toujours active : il y aurait
alors un turnover continu (dégradation/synthese) des SVglys. Une expérience de marquage au
"*C0, a néanmoins montré un faible turnover des SVglys dans des feuilles en développement
et dans des feuilles pleinement développées (De Guzman, 2010); (ii) soit la voie de
biosynthése des SVglys n’est plus active, et les SVglys produits restent stockés dans la
vacuole. Selon cette dernieére hypothése, la voie de biosynthése des SVglys ne serait donc

active que pendant une courte période, lors du développement de la feuille.

Alors que la teneur en SVglys a été variable selon les conditions de croissance des
plantes, la proportion individuelle des différents SVglys est restée relativement stable.
Comme discuté dans les chapitres 4 et 5, le faible effet des conditions de croissance des
plantes sur la composition en SVglys suggere que ’activité des UGTs est moins régulée par
des signaux environnementaux que celle des enzymes intervenant avant la formation du
stéviol. Néanmoins, d’autres études ont montré un effet du stade de développement et de la
photopériode sur le ratio RA/ST (Mohamed et al, 2011 ; Ceunen et Geuns, 2013c¢ ; Tavarini
et Angelini, 2013).

160



PARTIE3, CHAPITREG : Cinétique d’accumulation des glycosides de stéviol selon le stade de développement, I'age de la feuille
etla longueur de jour

Le stade de développement des plantes a eu un effet sur 1’élaboration de leur biomasse.
Alors que le stade végétatif a favorisé I’accumulation de biomasse foliaire, le LMR a diminué
au fil des prélévements pour les plantes en phase reproductive (élongation des entre-nceuds,
augmentation de la masse des ramifications par rapport a la masse des feuilles). Par ailleurs,
des conditions de jours longs ont favoris¢ 1’assimilation carbonée des feuilles. La
combinaison des valeurs de biomasse et de teneur en SVglys ont conduit a un rendement plus
¢levé pour les plantes conduites sous jours longs et restées au stade végétatif (T1). Ainsi, la
croissance des plantes sous des conditions de jours longs (été en zone tempérée) favoriserait
I’¢laboration de la biomasse foliaire et I’accumulation en SVglys. La date d’implantation et le
port de la plante apparaissent alors comme des paramétres essentiels a prendre en compte
pour 1’¢élaboration du rendement : une implantation dés le mois de Mai d’une plante au port
ramifi¢ & la base, produisant de nombreuses feuilles dés son démarrage, permettrait la

production de nombreuses feuilles sous des conditions de jours longs.

En conclusion, cette étude a montré un effet positif des conditions de jours longs sur
I’¢laboration de la biomasse foliaire et sur 1’accumulation en SVglys. La composition en
SVglys est apparue moins influencée par les conditions de croissance des plantes. La
biomasse foliaire et la teneur en SVglys étant des facteurs déterminants pour 1’¢laboration du
rendement de S. rebaudiana, ce dernier pourrait étre favorisé par une implantation précoce
des plantes en champ, qui permettrait, en milieu tempéré, le développement des feuilles sous

des jours longs.
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Chapitre 7. Effet de la fertilisation sur
I'’élaboration de la biomasse, la teneur
et la composition en glycosides de steviol
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Les résultats de ce chapitre ont fait 1’objet d’une publication scientifique.

Nitrogen limitation alters biomass production but enhances steviol glycoside

concentration in Stevia rebaudiana Bertoni

Claire Barbet-Massin, Simon Giuliano, Lionel Alletto, Jean Daydé et Monique Berger

Plos Ongaccepté)

1. INTRODUCTION

In the last decade, natural substitute sweeteners for sugar and synthetic sweeteners have
received increasing interest owing to their low-calorie properties and to their potential dietary
health benefits. Among the various sources of natural sweeteners, Stevia rebaudian®ertoni,
a perennial shrub of the Asteraceadamily native to limitrophe region between Paraguay and
Brazil, is characterized by high concentration of steviol glycosides (SVglys) in its leaves,
which are up to 200 to 400 times sweeter than sucrose. Commercial exploitation of S.
rebaudiana started in the 1970s in Japan (Rajasekaran et al., 2007) and then extended to
China, Asia, South America, and the USA (Brandle and Rosa, 1992; Kienle, 2010; Yadav et
al., 2011). SVglys have been authorized as a food additive in the European Union Since
November 2011. Experimental cultivations in Europe have shown the ability of the specie to
be cultivated in temperate climates (Andolfi et al., 2006; Tavarini and Angelini, 2013). S.
rebaudiana appears as a promising alternative culture in Europe, but additional investigations

must be made to assess its cultivation plant requirements.

The SVgly content in S. rebaudiana leaves varies according to genotype, phenological
stage, and growth conditions (Brandle and Rosa, 1992; Brandle et al., 1998), at concentrations
ranging from 10% to 30% of their dry mass (Richman et al., 1999). It is generally accepted
that SVgly content increases gradually up to the budding phase and the onset of flowering
(Bondarev et al., 2003; Ceunen and Geuns, 2013c) Little research is currently available on
how resource availability (mineral nutrition, light intensity) affects SVgly production in plants
(Patil, 2010; Aladakatti et al., 2012; KumarR. et al., 2012; Palet al., 2013). It was shown that
the application of foliar nutrients [mainly KNO; and Ca(NOs);] led to an increase in

chlorophyll, nitrogen, and potassium content in leaves but not in SVgly content (Pal et al.,
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2013). In addition, an increase of light intensity promotes the leaf biomass production but has
no significant effect on SVgly content (Kumar R. et al., 2012). However, for S. rebaudiana,
the separate and combined effects of light intensity and mineral nutrition on plant physiology,
growth, and SVgly production remain poorly understood. Yet progress in productivity is
needed not only in terms of increasing the SVgly content, but also in terms of increasing the

total leaf biomass and leaf to stem ratio.

SVglys are glycosylated diterpenoids whose biosynthesis pathway is partly shared by
gibberellins (GA) (Brandle and Telmer, 2007). The accumulation of SVglys occurs in active
photosynthetic tissues (mainly leaves). Steviol (SV), the diterpene aglycone moiety of
SVglys, is synthetized via the 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway, which
occurs in the chloroplasts and whose precursors are pyruvate and glyceraldehyde 3-phosphate
(Totté et al., 2000). The resulting isopentyl diphosphate and dimethylallyl diphosphate are
converted to geranylgeranyl diphosphate (GGDP). The first steps in producing kaurenoic acid
from GGDP occur through the action of copalyl diphosphate synthase (CPS), kaurene
synthase (KS), and kaurene oxidase (KO) (Brandle and Telmer, 2007) (Figure 38). Then the
pathways leading to GA and SVglys diverge. Steviol is produced by hydroxylation of the
kaurenoic acid at the C-13 position by the kaurenoic acid 13-hydroxylase (KAH) (Kim et al.,
1996) (Figure 38). SV is then glucosylated, rhamnosylated, or xylosylated through the action
of UDP-dependent glycosyltransferases (UGTs), to form the various SVglys (Richman et al.,
2005) (Figure 38). The two major SVglys, stevioside (ST) and rebaudioside A (RA), account
for more than 90% of the total glycoside content found in S. rebaudiana leaves (Brandle,
1999). ST is estimated to be 110-270 times sweeter than sucrose but has an astringent
aftertaste. RA is reported as being 140-400 times sweeter than sugar and presents more

pleasant sensory characteristics (Andolfi et al., 2006; Tavarini and Angelini, 2013).

The MEP pathway also supports the synthesis of photosynthetic pigments (chlorophylls
and carotenoids) and hormones (gibberellins and abscisic acid) (Cordoba et al., 2011). The
two precursor molecules for the MEP pathway (G3P and pyruvate) are derived directly from
photosynthesis or glycolysis. Not surprisingly, the MEP pathway is regulated not only by
environmental signals but also by sugar levels (Cordoba et al., 2009). Balancing the
metabolism of C and N is crucial for plants (Tschoep et al., 2009). Recently, it was shown in
Arabidopsisthat 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate (HDR), a key enzyme in the
MEP pathway, depends not only on the photosynthetic carbon flux but also on NO3 -sensing
systems (Ward et al., 2011). Thus, a complex regulation of the MEP pathway must integrate
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both photosynthesis and NOs availability (Ward et al., 2011).

S X SN 2~ OP,0.*
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Figure 38: Biosynthetic pathway of steviol and its glycosides leading to rebaudioside A.
GGPP, geranylgeranyl diphosphate; CPS, copalyl diphosphate synthase; KS, kaurene synthase; KO, kaurene
oxidase; KAH, kaurenoic acid hydroxylase; UGTs, UDP-glycosyltransferases.

High concentrations of carbon-based secondary compounds (CBSCs) due to N
deficiency have been observed in plants for a long time (Bryant et al., 1983; Coley et al.,

1985). To explain this phenomenon, the carbon-nutrient-balance (CNB) hypothesis (Bryant et
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al., 1983; Tuomi et al., 1984; Herms and Mattson, 1992) postulates a tradeoff between
primary and secondary metabolisms. According to this hypothesis, plants preferentially
allocate carbohydrates to growth so that more carbon is available for CBSC production only
when, because of a lack of nutrients, plant growth is more restricted than photosynthesis
(Herms and Mattson, 1992). Environmental conditions that would result in a high C/N ratio,
and therefore to higher concentration of CBSCs, include high light levels, high inorganic
carbon availability, and low nutrient availability (Cronin and Hay, 1996). This hypothesis is
supported by results obtained on phenolic compounds (Hale et al., 2005; Ibrahimet al., 2011;
Izquierdo et al., 2011; Massad et al., 2012) but is less consistent with observed accumulations
of terpenoids in plants (Haukioja et al., 1998; Koricheva et al., 1998; Massad et al., 2012).
However, a high concentration of centellosides, which are terpenoids that accumulate in the
leaves of Centella asiaticayas recently observed in plants subjected to N limitation (Miiller
et al., 2013).

In this study we hypothesized that changes in the balance between carbon and nitrogen
can have opposite effects on biomass production and SVglys accumulation. Thus the
relationships between CO, assimilation, leaf N content, biomass production and SVgly
content were studied in two experiments with different levels of N fertilization 1) in a growth
chamber where light limits maximum CO; assimilation, ii) in a greenhouse with natural light.
Two genotypes of S. rebaudiana, were chosen for their different SVgly profiles. Leaf N
content, SVglys accumulation and biomass production were also measured on those
genotypes in a four-location field experiment to test the effectiveness of these relationships in

more realistic conditions of production.
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2. MATERIALS AND M ETHODS

2.1. Plant material

Two genotypes of S. rebaudiana were chosen from a population of “Criola” (a native
population originating from Paraguay). These two genotypes have been studied since 2010 at
the Agricultural and Food Sciences Department (INP-EI Purpan) at the University of
Toulouse, France. Their SVgly composition is highly stable: genotype A contains ST and RA,
genotype B contains ST but not RA. Both genotypes contain other less concentrated SVglys.
The plants used in the experiments reported herein were obtained from stem cuttings taken

from two-year-old parental plants.

2.2. Experiments and growth conditions
2.2.1. Controlled and semicontrolled conditions

The same experimental procedures were applied to both experiments under controlled
conditions (CC, growth chamber) and semicontrolled conditions (SCC, greenhouse). The
experiments were conducted at the INP-EI Purpan, France (43°36'N, 1°24'E). Four weeks
before the experiments, the plants (24 per genotype) were transplanted into three-liter pots
containing loam (12:14:24 NPK kg m™). At the beginning of the experiments, the plants were
pruned, leaving 5 cm stems. From January to March 2013, the experiment was conducted
under CC, in a growth chamber with 200 W of lighting supplied by high-pressure sodium
(HPS) lamps, 200 W of lighting supplied by metal-halide (MH) lamps, and 400 pmol m s
of photosynthetically active radiation (PAR) supplied at the plant level. The photoperiod was
16 h with 23 °C/18 °C day/night temperatures. The relative humidity (RH) was comprised
between 70 and 80 %. From May to July of 2013, the experiment was replicated under SCC,
in greenhouse, with PAR of 1000 to 2000 pmol m *s'. Day length was comprised between
14 and 15 h. The air temperature was comprised between 10 and 32 °C during the day and 10
and 24 °C at night. The RH fluctuated between 50 and 80 %. At the end of both experiments
(10™ week), the plants had reached the flower-budding stage.
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Both genotypes (A and B) were treated with three levels of N (N1, N2, and N3, which
corresponds to low, medium, and high levels of N, respectively; see Table 16 for composition
and quantity). The plants were also supplied with P and K and a micro-element solution
containing 0.01% B, 0.003% Mo, 0.001% Co, 0.01% Fe, 0.025% Mn, 0.01% Zn, and 0.01%
Cu (B’Essentials, General Hydroponics Europe, France) enriched with Mg. Plants were daily
irrigated (75 — 150 mL pot™', depending on plant size and temperature) to avoid water stress.
The fertilizers were given weekly. The experiments were arranged in randomized complete

block design with two blocks and four replications by block.

Table 16 : Composition of fertilizing solution and quantities supplied for experiments under controlled
conditions (CC and SCC).
Volume supplied by week per plant (mL)

Mineral Concentration . .
Solution composition

element (gL NI N2 N3
N 60 NO; ;NH,", CO(NH,), 0.18 1.575 3.15
Equivalent N (kg ha, density of 65 000 pl ha™) 7 60 120

2.2.2. Field conditions

The experiment was carried out during one growing season (2014), in four experimental
sites all located in south-west France: sites I and II (43°54'N, 1°41'E) in the region of Tarn,
sites III (43°36'N, 1°24'E) and IV (43°29'N, 1°14'E) in the region of Haute-Garonne. The four
locations were private lands, the experiments were authorized by the owners. No specific
permissions were required for these activities. These field studies did not involve endangered
or protected species. The characteristics of the four experimental fields are detailed in Table
17. In each site the experiment was laid out in a randomly block design with three blocks.
Each plot consisted of 60 plants from the same genotype. Plant density was 6.5 pl m™, with
inter-row and intra-row spacing of 0.5 x 0.3 m on site I; 10 pl m™ (0.5 x 0.2 m) on site II; 6.5
pl m? (0.5 x 0.3 m) on site Il and 8 pl m™ (0.4 x 0.3 m) on site IV. Plants were transplanted
in the fields in May 27™-30™ 2014 and harvested at flower budding stage, in mid-September.
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Table 17 : Characteristic of the four location sites for experiments under field conditions.
Climatic characteristics . . i i
from transplanting to harvest Field I Field 1T Field III Field IV
T mean (°C) 20.8 20.8 20.3 20.4
T max (°C) 27.5 27.5 26.1 25.5
T min (°C) 14.1 14.1 15.0 13.0
Cumulative degree-day (°C) * 1705 1705 1674 1653
Rainfall (mm) 204 204 231 199
Field characteristics
Slope and orientation 5% N 0% 0% 0%
Sand (2-0.05 mm %) 38.9 25.0 35.7 32.6
Silt (0.05-0.002 mm %) 25.8 60.0 47.4 49.2
Clay (< 0.002 mm %) 353 15.0 14.5 16.1
pH(H,0) 8.3 6.50 6.9 6.25
Organic matter (%) 1.69 2.50 2.60 2.05
Preceding crop Fallow Stevia Fallow Maize
Irrigation (mm) 20 10 160 120
Fertilization None None None None

Tmax+Tmin

*Cumulative degree — day = Zgayzl 2

— Vegetation zero ; with vegetation zero fixed at 6°C.

2.3. Sampling and harvest analysis

The aerial biomass of each plant was harvested. Leaves and stems were separated by
hand and oven dried at 40 °C for at least 48 h. Three yield component indicators were
measured: the total dry-plant biomass, the leaf biomass (g DM/pl, where “DM” means “dry
matter”), and the leaf-mass ratio (LMR, %), which is the fraction of the total-plant biomass
(leaves + stems) due to leaves. For experiments under controlled (CC) and semicontrolled
conditions (SCC), the leaf area (cm?), leaf biomass (g), and specific leaf weight (SLW, g m™)

were collected from the fully expanded leaves used for gas-exchange measurements.

2.4. Nitrogen content in leaves

For each sample, 100 mg of dried and finely ground leaves were placed in a tin capsule.
Their N concentration (% per dry mass) was determined by using a Thermo Scientific FLASH
4000 Nitrogen/Protein analyzer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). N concentration was
used to compute the specific leaf N content (SLN, g m™) for plants grown under CC and SCC.
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2.5. Steviol glycoside content and composition in leaves

100 mg of dried and finely ground leaves were extracted with 10 mL water at 50 °C for
30 min. After centrifugation (7000 rpm, 5 min) and filtration (0.2 um), 20 pL of the resulting
solution were injected into a high-performance liquid-chromatography system on a CI18
column (250 x 4.6 mm inner diameter, 5 um particle size; Luna C18 Phenomenex, USA).
SVglys were eluted by using an isocratic phase of ACN 31%: H,O (pH = 2.6, HCOOH) 69%
at 1 mL min™' flow rate for 30 min. The SVglys (including ST, RA, and five minor SVglys)
were detected at 200 nm. For quantification, stevioside was used as an external standard.
Results were expressed as percentage per unit dry mass for the SVgly total content and as

percentage of SVgly total content for the SVgly (ST, RA and minor SVglys) proportions.

2.6. Leaf gas-exchange measurements

These measurements were made under CC and SCC only. The parameters measured were
the maximum net rate of CO, assimilation, A, (i.€., the light-saturated COy-assimilation rate
at ambient CO, concentration), the light-saturation point I (i.e., the light intensity at which
Amax is reached), the dark respiration rate Ry (i.e., the respiratory carbon loss), and the
apparent quantum yield of photosynthesis @y (i.e., the efficiency with which absorbed
photons are converted into fixed carbon) (Lambers et al., 2008). In both experiments, light
saturation curves for photosynthesis (A vs.Q) were acquired at the flower-budding stage from
fully expanded leaves by using a portable LI-6400XT system (Li-Cor, Lincoln, NE, USA).
The ambient CO, concentration C, of the cuvette in the open gas-exchange chamber was
precisely regulated at 400 pmol CO, mol™ by using a CO, injection mixer. The leaves were
maintained at the ambient temperature (23 °C for CC, 20-25 °C for SCC) in the open gas-
exchange chamber, with a relative humidity between 50% and 70%. Measurements were
made at decreasing photosynthetic photon flux densities (PPFDs) of 2000, 1500, 1000, 500,
250, 120, 60, 30, 15, and 0 pmol m s !, When needed, the measurements were started at an
intermediate PPFD (500 or 1000 pmolm *s '), which was then increased to 2000
pumolm 2s ' to acclimatize the leaves to high light intensities. The EXCEL routines developed
by Lobo et al. ( 2013) were used to fit the resulting light response curves to a rectangular

hyperbola from the following Michaelis—Menten-based model (Baly, 1935):
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Pn = [(Pro X I X Amax)/( 1o X I + Amax)]-Ra (1)

where Py is the net photosynthesis rate in pmolcoy) m? s_l, D(j0) 1s the apparent quantum
yield at | = 0 in pmolcozy/pumolphoons), | 1s the photosynthetic photon flux density in
pUmolphotons) m °s ', Anax is the maximum gross photosynthesis rate in pmolcoz) m°s ', and

Ry 1s the dark respiration rate in pmolcoz) m2s .

2.7. Sttistical analysis

The R software (R.2.15.1) (R Core Team, 2013) was used to perform the statistical
analyses. A two-way complete analysis of variance was used for both experiments under CC
and SCC, to determine if the N supply (N), genotype (G), and their interactions affected
biomass and leaf production, SVgly content, and associated physiological parameters. For the
experiment under field conditions (FC), a two-way complete analysis of variance was
performed to determine if the location sites (LS), genotype (G), and their interactions affected
biomass and SVgly accumulation. Significant differences between the treatments were
determined by using Fisher’s least significant difference (LSD) test from the R package
AGRICOLAE. The coefficient of determination R® was used to establish the relationship

between plant biomass, SVgly accumulation and nitrogen content in leaves.
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3. RESuULTS

3.1. Nitrogen content in leaves

Under both CC and SCC, N content in leaves (%) and SLN (g m™) were significantly
lower under N1 supply than under N2 and N3 supplies (Figure 39). For each N supply, N
content in leaves reached the same mean values in both experiments. However, for both
genotypes, SLN was lower under CC compared to SCC under high N-supply levels (N2 and
N3). Indeed, SLN takes into account the leaf size and thickness: the specific leaf weight
(SLW, g m™) was higher for plants grown under SCC at high N-supply levels (N2 and N3)
compared to those grown under CC (data not shown). Under FC, the location site (LS) and the
G x LS interaction influenced N content in leaves, which was significantly lower for the

plants grown in field I than in the field II, IIT and IV (Figure 39).

ool —MH BRI mH .ol EO BE BO ., B W B H

NI N2 N3 NI N2 N3 I o m v
3.0 - 4.0 - 40
00 L Wi mp mpe 00l M mp mpe 0.0

NI N2 N3 NI N2 N3 I o m v

Figure 39 :Specific leaf nitrogen (SLN, g.m; mean+SE) and nitrogen content in leaves (N content, %;
meanzSE) for genotypes A and B in controlled (CC), semi-controlled (SCC) and field conditions (FC) at
different levels of fertilization (N1, N2, N3) or in different location sites (I, II, lll, IV).
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3.2. Yield components

3.2.1. Biomass production

stéviol

For both genotypes, no significant differences were obtained at the three different levels

of N supply for plant and leaf biomass (g DM) under CC. In contrast, under SCC, leaf

biomass increased with N supply for both genotypes (Table 18). Under FC, for both

genotypes, the biomass production per plant was significantly higher on site III, and

significantly lower on site I (Table 18). Even if other environmental conditions may have

influenced biomass accumulation, the relationship between N content in leaves and plant

biomass (Figure 40) shows it generally increased with N content in leaves (with exception of

genotype A under CC).
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Figure 40: (A) Relationship between nitrogen content in leaves (N content, %) and plant biomass (g DM)

and (B) Relationship between N content (%) and steviol glycoside content in leaves (SVgly content, %) for

genotypes A and B in controlled (CC), semi-controlled (SCC) and field conditions (FC).
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Table 18 : Yield components (mean + SEM with SEM calculated from the ANOVA residual mean square
with 28 df under CC, 32 df under SCC and 16 df under FC) as affected by genotype (G) = A and B and

nitrogen supply (N) = N1, N2, and N3 or location site (LS) = |, II, Ill, IV.
Nitrogen
cglrgi?ifct;s Genotyp sup.ply/. bilj)lrilqr;gs bilc;fr?afss LMR (%) Cs()\litgelli/t SVely yield N
@) @ Ll gDM) (eDM) wpm)  ©®
N1 16.6 £2.3 11,614 703+2.0 12.840.6 1.6+£0.2 5
A N2 123+£2.0 90+12 742+1.7 7.4£0.5 0.7+0.2 7
ce N3 9.5+2.0 7.0+12 73.4+1.7 8.0+0.5 0.6+0.2 7
N1 21.0+2.1 127+1.3 603+1.8 14.1+0.6 1.8+0.2 6
B N2 23.8+ 1.8 145+1.1 613+1.6 11.2+0.5 1.6+0.2 8
N3 24.1+£2.0 14512 604+1.7 7.9+0.5 1.1+£0.2 7
N1 21.3+£2.0 142+12 66.6+1.7 13.6£0.5 2.0+0.2 7
A N2 283+ 1.8 181+1.1 64.1+1.6 8.1+0.5 1.5+0.2 8
N3 323+£23 209+14 648=+2.0 8.5+0.6 1.8+0.2 5
SCC N1 175+ 1.8 11.3+£1.1 644+1.6 164+0.5 1.9+0.2 8
B N2 329+1.8 203+1.1 625+1.6 12.5+0.5 2.6+£0.2 8
N3 363+1.8 21.0+1.1 57.8+1.6 7.8+£0.5 1.7+£0.2 8
I 37.6 7.1  213+24 599+1.7 16.5+0.5 3.5+0.5 3
A II 699+7.1 31.6£24 457+1.7 16.2+0.5 5.1+0.5 3
III 1223+7.1 557+24 457+1.7 14.5+£0.5 8.1+0.5 3
FC v 632+7.1 373+£24 594+1.7 13.240.5 5.0+0.5 3
I 548+7.1 271+24 499+1.7 15.0+0.5 4.1+0.5 3
B II 979+7.1 418+24 430+1.7 13.840.5 5.8+0.5 3
III 1904+7.1 67.8+24 357+1.7 12.5¢0.5 8.4+0.5 3
v 984+7.1 425+24 433+1.7 11.240.5 4.8+0.5 3

N represents the number of plants under CC and SCC, and the number of plots under FC. CC, controlled
conditions; SCC, semicontrolled conditions; FC, Field conditions.

The effect of genotype on the LMR (p < 0.01) was significant under the three growth
conditions. LMR was higher for genotype A (73% under CC, 65% under SCC and 53% under
FC) than for genotype B (60% under CC, 62% under SCC, 43% under FC). Under CC the
LMR was not affected by N supply, while under SCC the mean LMR value of genotype B

was significantly lower under N3 supply than under N1 supply (Table 18). Similarly, for both

genotypes under FC, the lower LMR value was achieved on site III, where the plant biomass

was the highest (Table 18).
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3.2.2. Steviol glycosides content

For both genotypes, SVgly concentration in the leaf decreased with increasing N
concentration. SVgly content decreased up to 42% for genotype A and 44% for genotype B
with N2 and N3 compared to N1-N supply level under CC. It decreased up to 40% for
genotype A and 52% for genotype B under SCC. Under FC plants grown on site IV (2.55%
mean N content in leaves) were 20% (genotype A) and 26% (genotype B) lower in SVgly
content than those grown on site I (1.62% mean N content in leaves) (Table 18). The
relationship between N content and SVgly content in leaves was significant under the three

growth conditions for genotype A and under CC and SCC for genotype B (Figure 40).

3.2.3. Steviol glycoside production per plant

The increase in leaf biomass upon increasing N-supply level almost entirely balanced the
decrease in SVgly content under CC and SCC, resulting in a nonspecific response of SVgly
production (g pl™'; Table 18). However, under FC, the increased plant and leaf biomass on site
III resulted in a significantly higher SVgly production for both genotypes on this site (Table
18).

3.3. Plant physiology and photosynthetic capacity
3.3.1. Light response curves

For both genotypes under CC, Anax and Ry had essentially the same values regardless of
N-supply levels, while @y significantly decreased with enhanced nitrogen supply (Table 19).
Under SCC, Anax for genotype A increased by 46% and 36% with N3 and N2 N-supply
levels, respectively, compared with the N1 N-supply level. This effect was not observed for
genotype B. For both genotypes, a high supply of N (N3) resulted in a significant increase in
Ri. No statistically significant differences occurred in @y due to the N different treatments
(Table 19). For both genotypes, |y was higher under SCC than under CC (Table 19). This

increase was generally accompanied by an increase of Ayx and Ry.
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Table 19 : Parameters values for light-response curves (mean + SEM with SEM calculated from the
ANOVA residual mean square with 33 df under CC and 32 df under SCC) as affected by genotype (G) =
A and B and nitrogen supply (N) = N1, N2, and N3.

Growth Nitrogen Amax Ik Oy Ry
condition Genot supply 5o o umolco) pmol o
s (GC) e (G) (N) pmolcoym ~ s UMOlphotons) M~ S (C(();:Otons)q pmolcozy m ~s
N1 11.9+2.3 1018 £ 102 0.078 £0.005 1.40+0.18 8
A N2 114+2.3 1146 £ 102 0.047 £ 0.005 1.58+0.18 8
cC N3 16.1 +£2.5 1487 + 109 0.062 £ 0.005 1.51 +£0.19 7
N1 142+2.3 1112+ 102 0.084 = 0.005 1.25+0.18 8
B N2 185+2.5 1556 + 109 0.069 £ 0.005 1.79 +£0.19 7
N3 184+2.5 1562 + 109 0.066 + 0.005 1.69 £0.19 7
N1 247+£2.5 1791 + 109 0.090 £ 0.005 2.04+0.19 7
A N2 33.7+2.3 1926 +£ 102 0.089 £ 0.005 248 £0.18 8
3CC N3 36.1+2.7 1950+ 118 0.078 £ 0.006 2.98 +£0.20 6
N1 266 £2.3 1891 +£102 0.079 £ 0.005 2.16+0.18 8
B N2 29.7+£2.5 1900 + 109 0.076 £ 0.005 244 +0.19 7
N3 30.5+£2.3 1749 + 102 0.080 £ 0.005 290+ 0.18 8
N represents the number of plants under CC and SCC. CC, controlled conditions; SCC, semicontrolled
conditions.
3.3.2. Relationship between specific leaf nitrogen and maximal rate of O

assmilation

The maximum net rate of CO, assimilation (Amay may be limited not only by light

availability but also by leaf N content (per unit leaf area, i.e., SLN) (Lambers et al., 2008). No

relationship was found between Ana.x and SLN under CC, where the mean PPFD was of 400

pumol m2s (Figure 41). Anax Was positively correlated to SLN under SCC, where the PPFD

was comprised between 1000 and 2000 pmol m *s' (Figure 41).
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Figure 41 : Relationship between specific leaf nitrogen (SLN, g.m-2) and light-saturated photosynthetic
rates (Amax, umol.m-2,s-1) for genotypes A and B in controlled (CC) and semi-controlled conditions
(SCCQ).
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3.4. Steviol glycosides composition

Genotype B did not produce RA. For this genotype, N-supply level had no effect on ST
proportion (% total content) under CC and SCC. Under FC, ST proportion was significantly
lower on site III (Table 20). Regarding genotype A (RA producer) under CC and SCC, the
proportion of ST was significantly higher and that of RA significantly lower as SVgly content
increased and N content decreased (Table 20 and Figure 42). Under FC, the proportion of ST
was significantly higher as SVgly content increased and N content decreased but no

significant differences were obtained for the proportion of RA (Table 20 and Figure 42).
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Figure 42: Relationship between nitrogen content in leaves (N content, %) and RA-to-ST ratio and
relationship between steviol glycoside content in leaves (SVgly content, %) and RA-to-ST ratio for
genotype A in controlled (CC), semi-controlled (SCC) and field conditions (FC).
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Table 20 : SVgly proportions (mean + SEM with SEM calculated from the ANOVA residual mean square
with 28 df under CC, 32 df under SCC and 16 df under FC) as affected by genotype (G) = A and B and

nitrogen supply (N) = N1, N2, and N3 or location site (LS) = I, I, lll, IV.
Growth Nitrogen supply (N) ST RA Minor
. Genotype S . . SVely
conditions (G) or Location site proportion proportion proportion
(GO) (LS) (%0) (%) (%)
N1 528+1.5 338+1.9 13.4+0.8 5
A N2 409+13 447+1.6 144+0.7 7
cc N3 41.0+13 447+1.6 143+0.7 7
N1 85.8+1.4 0.0 142+0.8 6
B N2 86.2+1.2 0.0 13.8+0.7 8
N3 86.0+1.3 0.0 140+ 0.7 7
N1 587+13 287+1.6 12.6+0.7 7
A N2 445+1.2 400£1.5 155+0.7 8
SCC N3 51.1+1.5 350+1.9 13.9+0.8 5
N1 89.6 1.2 0.0 10.4 +0.7 8
B N2 87.8+1.2 0.0 12.2+0.7 8
N3 859+1.2 0.0 14.1+0.7 8
I 56.5+0.8 293+0.8 143=+0.9 3
A 1I 556+0.8 31.0+0.8 134+09 3
III 499+08 32.0+0.8 18.0+0.9 3
FC v 522+08 30.6+0.8 17.2+0.9 3
I 84.6+0.8 0.0 154+0.9 3
B 1I 83.2+0.8 0.0 16.7+0.9 3
III 80.0+0.8 0.0 20.1+0.9 3
v 83.60.8 0.0 16.2+0.9 3

N represents the number of plants under CC and SCC, and the number of plots under FC. CC, controlled
conditions; SCC, semicontrolled conditions; FC, Field conditions.
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4. DISCUSSION

The present study focused on growth and SVgly accumulation in two contrasted S.
rebaudiana genotypes under different growth conditions (CC, SCC, FC) and with different
levels of N fertilization. Plants grown under CC were under suboptimal light intensity (PPFD
400 pmol m2s ). The same experiment was replicated under non limiting natural light
intensity in SCC (PPFD 1000-2000 pmol m *s ). The experiment under field conditions
(FC) was used to validate the CC and SCC observations under more realistic conditions of
production. Whatever the growth conditions were, low N content in leaves was correlated to a
decrease in leaf biomass and an increase in SVgly content. Moreover, this relationship was

globally maintained in both genotypes.

Under CC and SCC, SLN was decreased by as much as 50%, whereas photosynthetic
activity was less impaired. Ay.x decreased by 25% under CC and by 13%—32% under SCC.
This suggests that, when N availability is limited, carbohydrate allocation promotes the
accumulation of SVglys, which is consistent with the carbon-nutrient-balance hypothesis
(Bryant et al., 1983; Herms and Mattson, 1992). The SVgly pathway is very active in the
leaves of S. rebaudiana: in our study SVglys accumulated in leaves at concentrations ranging
from 6% to 18% on a dry-mass basis and they may accumulate up to 30% (Richman et al.,
1999). Thus, a very large part of the S. rebaudiana metabolism is committed to the synthesis
of these molecules. In contrast, gibberellins such as GA,, are present in S.rebaudiana leaves
at concentrations of 1.2 pg/kg fresh biomass, which is more than 1/10,000 less than SVglys
(Alves and Ruddat, 1979). SVgly pathway might be in competition with other pathways
issued from the MEP, that lead to the synthesis of key isoprenoids, such as gibberellins,
chlorophylls, and carotenoids. Considering the involvement of photosynthesis and NO3;
availability in regulating the MEP pathway (Ward et al., 2011), this pathway may be diverted
from the synthesis of major components, such as chlorophylls, to the synthesis of SVglys

when N is limited.

Plants responded to the low light intensity under CC (PPFD 400 pmolm *s™') by
decreasing their Ay, in comparison to those grown under SCC (PPFD 1000-2000
pmol m > s_l). This disrupted the relationship between Ay.x and SLN and thus, despite
increasing N-supply, no differences were observed in plant biomass under CC. In

consequence, this limiting condition was expected to lower the C/N ratio and to lead to a
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decrease in C-based secondary metabolites (Cronin and Hay, 1996). However, for both
genotypes, no differences were obtained in SVgly content between CC and SCC (Table 18).
Further investigations are necessary to establish the effect of light intensity on the MEP

pathway and on SVgly accumulation in S. rebaudiana leaves.

The increase in SVgly content generally compensated the decrease in leaf biomass under
controlled conditions (CC and SCC). However, under field conditions this effect was not
sufficient, and the higher yield of SVglys (g pl') was achieved when environmental
conditions favored biomass accumulation. The LMR is also a valuable parameter for
improving leaf yield and thus S. rebaudiana productivity. Previous studies showed that there
are useful levels of genotypic variability for this parameter (Brandle and Rosa, 1992). In the
present study, the LMR was mainly affected by genotype, but this component tended to

decrease as plant biomass increased.

SVgly composition is a determining factor of the quality of S. rebaudiana extracts, and
this can be assessed by using the RA-to-ST ratio. For the RA-containing genotype (A), the
RA-to-ST ratio decreased with increased SVgly accumulation (Figure 42). This result
suggests that the activity of UGT76G1, which facilitates the conversion of ST to RA, is
restricted to a constant but undetermined level (cf. Figure 38). Previous studies indicated the
importance of enzymes that, to regulate SVgly synthesis, act prior to the formation of steviol
(Kim et al., 1996; Richman et al., 1999; Humphreyet al., 2006; Mohamed et al., 2011;
Kumar H. et al., 2012a). However, the limiting activity of glycosyltransferases acting on the
proportion of individual SVglys is less clear. Transition from long days to short days has been
shown to accelerate the accumulation of RA and thus to increase the RA-to-ST ratio, in
parallel with an up-regulation of UGT74G1 and UGT76G1 (Mohamed et al., 2011). RA
might also be formed from rebaudioside B through the activity of UGT74G1 (Richman et al.,
2005). In general, it is difficult to correlate a specific substrate with a specific derivative,
because glycosyltransferases are thought to be highly region specific rather than substrate
specific (Jones and Vogt, 2001). Thus, determining the best level of N supply to optimize
SVgly content and composition depends on a better understanding of its effect on UGTs

activity.

This study has shown that S. rebaudiana can respond adaptively to low N assimilation by
decreasing its growth rate while increasing the SVgly content in its leaves. However, in field

the main parameter for the SVgly yield remains the biomass production, favored by N supply.

184



PARTIE3, CHAPITREY : Effet de la fertilisation sur I'élaboration de la biomasse, la teneur et la composition en glyc_olsides de
stéevio
In more sustainable agricultural systems, this relationship could also be considered to find the
best compromise between leaf biomass and SVgly concentration. In addition, the extraction of
SVglys in more concentrated leaves implies less waste water. SVgly composition might also
be affected, albeit in a lesser extent, by low N content in the leaves: the RA-to-ST ratio tended
to decrease with increasing SVgly accumulation, suggesting a limiting role of this step in the

glycosylation pathway.
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Les résultats présentés dans cette partie ont permis d’apporter des ¢léments de réponse
pour la définition d’itinéraires techniques en vue d’une culture de S. rebaudiana en milieu
tempéré. Un effet positif des jours longs sur 1’élaboration de la biomasse foliaire et sur
I’accumulation en SVglys a été noté. Le rendement de S. rebaudiana pourrait alors étre
favorisé par une implantation précoce des plantes en champ, qui permettrait le développement
des feuilles sous des jours longs. Ces résultats suggerent ¢galement des critéres de sélection a
prendre en compte : des plantes au démarrage précoce et au port ramifié, pouvant produire un
nombre important de feuilles dés leur démarrage, seraient a cibler. De plus, S. rebaudiana
peut répondre positivement a une faible fertilisation azotée, en réduisant sa biomasse et en
augmentant son accumulation en SVglys. Une carence azotée peut néanmoins avoir un effet
négatif sur la composition en SVglys, en entrainant une diminution du ratio RA/ST. Ce

dernier parameétre est a prendre en compte pour la qualité du produit final.

L’ensemble des résultats suggere également un effet du métabolisme carboné, et de son
interaction avec le métabolisme azoté des feuilles, sur la production de biomasse foliaire
(métabolisme primaire) et sur I’accumulation en SVglys (métabolisme secondaire). Ainsi une
régulation complexe de la voie du MEP et de ses produits, selon le statut azoté et carboné de
la feuille, pourrait avoir lieu chez S. rebaudiana. Des investigations supplémentaires sont
nécessaires pour évaluer ’effet de la balance carbone-azote sur la voie de MEP, sur
I’accumulation en SVglys et sur la relation entre la production de biomasse et la teneur en

SVaglys.

Les expériences conduites sur les cinétiques d’accumulation des SVglys ont montrent
que leur composition reste relativement stable selon les différentes conditions de croissance,
alors que les résultats portant sur les effets de la fertilisation montrent 1’impact négatif d’une
carence azotée sur le ratio RA/ST. Ainsi, dans des environnements peu contrastés, la
composition en SVglys est relativement stable, alors qu’elle varie sous conditions limitantes.
Dans tous les cas, la variabilité de la teneur totale en SVglys est plus élevée que celle des
proportions individuelles des SVglys. Ces résultats suggérent que les enzymes intervenant
avant la formation du stéviol sont plus sensibles aux fluctuations environnementales que les
glycosyltransferases (UGT), intervenant ultérieurement. L’activité de ces derniéres pourrait

néanmoins varier sous des conditions environnementales contrastées.
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Les résultats de ce travail de thése ont montré des sources de variabilité génotypique et
environnementale pour I’accumulation des SVglys chez S. rebaudiana, et suggérent des
mécanismes de régulation biochimique et génétique complexes de leur voie de biosynthese.
Des effets du génotype, de I’environnement et de leurs interactions ont aussi été obtenus pour
I’¢laboration de la biomasse, laissant entrevoir des possibilités de sélection en vue d’une

culture de S. rebaudiana en milieu tempéré.

1. Voie de biosynthése des glycosides de stéviol et mécanismes de régulation

Les résultats obtenus en conditions contrdlées ont suggéré I’importance du statut carboné
et azoté de la feuille dans la régulation de la voie de biosynthése des SVglys. Au cours des
derniéres années, des ¢tudes ont montré 1’importance de la photosynthése, comme source de
carbone, dans la régulation de la voie du MEP (Hemmerlin, 2013 ; Banerjee et Sharkey,
2014). 11 a également été montré chez A. thalianaque 1’activité d’une enzyme clé de la voie
du MEP, I’enzyme HDR, ne dépendait pas seulement du flux de carbone issu de la
photosynthése, mais aussi d’un systéme de détection du NO3; ™ (Ward et al, 2011). Ainsi, une
régulation complexe de la voie du MEP et de ses produits pourrait avoir lieu selon le statut

azoté et carboné des feuilles chez S. rebaudiana.

Une compétition entre la synthése des SVglys (métabolisme secondaire) et 1’élaboration
de la biomasse (métabolisme primaire) a également été¢ observé. Au-dela de la synthése des
SVglys, la voie du MEP prend en charge la synthése des pigments photosynthétiques
(chlorophylles, caroténoides) et d’hormones (gibbérellines, acide abscissique) (Cordoba et al.,
2011). Les SVglys sont accumulés a des concentrations élevées dans les feuilles de S.
rebaudiana. Leur voie de biosynthése doit donc nécessiter une quantité importante de
substrats et d’enzymes et pourrait étre en concurrence avec la synthése d'isoprénoides clés,
favorisant la croissance de la plante, telles que les gibbérellines ou les chlorophylles (Guleria

et al., 2014).
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Sous nos conditions expérimentales, la teneur en SVglys dans les feuilles a augmenté sur
une courte période lors de I’initiation de la feuille (1 a 2 semaines), puis est restée stable. Ces
résultats ont été obtenus sur un génotype seulement. Une étude sur plusieurs génotypes
permettrait de distinguer les principes généralement applicables des réponses spécifiques des
génotypes, concernant les mécanismes d’accumulation des SVglys. Ces résultats ouvrent
néanmoins des pistes a explorer quant aux mécanismes de régulation de la voie de

biosynthése des SVglys.

(1) La voie pourrait étre toujours active alors que la teneur en SVglys reste stable. Il y
aurait alors un turnover des SVglys. Cette hypotheése pourrait étre testée par une
expérience de marquage au CO,, méthode déja utilisée avec succés dans les études
de Romisch-Margl et al. (2007) et Schramek et al.(2010), sur des feuilles pleinement
développées, dont la teneur en SVglys est stable.

(11) La voie pourrait ne plus étre active une fois que la teneur est stable, les SVglys
accumulés restant stockés dans la vacuole. Il y aurait alors une régulation de la voie,
pouvant étre due soit @ un manque de précurseurs aprés la période initiale
d’accumulation, entrainant une faible activité des enzymes, soit & une inhibition des
enzymes ou des genes codant pour ces enzymes, soit a une dégradation des enzymes.
Si de tels mécanismes de régulation existent, la phase d’accumulation en SVglys
pourrait étre prolongée, en empéchant la dégradation ou I’inhibition des enzymes, ou

en stimulant leur activité.

L’identification des mécanismes de régulation de la voie de biosynthése des SVglys et de
leur devenir permettrait d’appréhender leur accumulation d’un point de vue mécanistique, en
vue d’un travail de modélisation de 1’¢laboration de leur rendement. De tels outils ont déja été
développés, sous forme de modeles génériques de croissance des plantes, tels que le modéele
PLATHO (Gayler and Priesack, 2007), ou pour I’étude de plantes spécifiques, comme
Artemisia annua (Lommen et al., 2008).

Au cours des expériences réalisées en conditions controlées, la teneur en SVglys dans les
feuilles a été plus élevée sous jours longs (16 h) que sous jours courts (8 h), suggérant un effet
marqué de la longueur du jour sur la capacit¢ d’accumulation en SVglys des feuilles. Ce
phénomeéne n’a néanmoins pas €té observé en champ : la teneur en SVglys est restée stable

entre les stades « végétatif » (V) et « bouton floral » (BF) pour les trois génotypes étudiés,
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quelle que soit leur précocité. Une nette augmentation de la biomasse foliaire a pourtant été
observée entre les stades V et BF pour le génotype le plus tardif. Une part non négligeable de
sa biomasse foliaire s’est donc établie sous des jours plus courts. L’effet de la longueur de
jour sur I’accumulation en SVglys a alors pu é&tre compensé¢ par d’autres facteurs,
environnementaux ou génotypiques, en champ. Le plus faible écart de longueur de jour entre
la période « implantation-V » (15,5 a 14h) et la période « V-BF » (14 a 12 h), par rapport aux
écarts étudiés en conditions controlées, pourrait également expliquer 1’absence de déclin de la

teneur en SVglys au stade BF pour le génotype le plus tardif.

En champ, le déclin de la teneur en SVglys a la floraison (F) a généralement été
accompagné d’une dégradation du ST et du RA en SVB et RB respectivement. Ce phénomene
a ¢té variable selon le génotype et le site d’expérimentation. Il a été plus marqué sur les
plantes présentant des symptdmes foliaires de maladies importants, suggérant une dégradation
des SVglys en fin de cycle par des f-glycosidases exogenes d’origine bactérienne ou

fongique, plutdt que par des f-glycosidases endogenes, comme suggéré par Madore (2000).

Au cours de I’ensemble des expérimentations, la variabilit¢ de la teneur totale en SVglys
a ¢té plus ¢élevée que celle des proportions individuelles des SVglys. Un effet marqué de
I’environnement sur la composition en SVglys a été observé en conditions limitantes
seulement. Ces résultats suggérent un déterminisme génotypique plus élevé pour la
composition que pour la teneur totale en SVglys. Les glycosyltransferases (UGT) intervenant
apres la formation du stéviol seraient alors moins sensibles aux fluctuations
environnementales que les enzymes intervenant avant. Leur activit¢ peut néanmoins étre

limitante dans des conditions extrémes, entrainant des variations de composition en SVglys.

Dans le cas d’une carence azotée, une diminution du ratio RA/ST a été observée, en
parallele d’une augmentation de la teneur totale en SVglys. Deux hypothéses pourraient
expliquer ce phénomene : soit le potentiel maximum de I’'UGT76G1 (concentration, activité)
a été atteint et I’enzyme ne peut pas glycosyler le ST au rythme auquel il est synthétisé,
entrainant une diminution du ratio RA/ST, soit ’activit¢ de 1’enzyme est limitée par un
manque de disponibilit¢ en glucose activé. L’¢tude de ce phénomene mériterait d’étre

approfondie, car il pourrait étre limitant pour I’optimisation du rendement en RA.
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Le travail de caractérisation de la variabilit¢ génotypique a mis en €vidence une grande

variabilit¢ de composition en SVglys et a notamment montré 1’absence du RF dans les

génotypes ne contenant pas de RA et de RC, suggérant une large spécificité de substrat de

I’'UGT76G1. Dans ce cas, la perte de fonctionnalité de cette UGT (Yang et al., 2014) pourrait

empécher I’ensemble ou une large part des glycosylations postérieures des SVglys. Un tri

précoce des plantes selon la fonctionnalité de cette UGT devrait étre réalisé dans le cadre d’un

programme de sélection variétale.

2. Sélectionner et cultiverS. rebaudiana en milieu tempéré

Les résultats de ces travaux ont montré un effet de ’environnement, du génotype et de

leurs interactions pour [’¢élaboration du rendement final. Ils permettent d’apporter des

premiers ¢léments de réponse pour la définition d’itinéraires techniques en vue d’une culture

de S. rebaudiana en milieu tempéré.

(1)

(ii)

(iii)

En conditions contrélées, les plantes ont répondu positivement a une faible

fertilisation azotée en augmentant leur accumulation de SVglys, ce qui a contrebalancé

le déclin de biomasse associ¢. Néanmoins en champ, le facteur déterminant pour

I’¢laboration du rendement semble bien étre la production de biomasse.

L’augmentation de la teneur en SVglys en conditions controlées a également été

associée a une diminution du ratio RA/ST. Des résultats contradictoires aux notres ont

été obtenus dans 1’étude de Tavarini et al. (2015), ou un apport €levé d’azote a
favorisé 1’¢laboration de la biomasse et I’accumulation en SVglys, ainsi que le ratio

RA/ST. L’étude de D’effet de la fertilisation sur 1’élaboration du rendement de S.
rebaudiana nécessiterait d’étre approfondie sur plusieurs génotypes afin d’apporter
des conclusions généralement applicables.

Un effet positif de la longueur du jour sur I’élaboration de la biomasse foliaire et sur

I’accumulation en SVglys a été observé, en accord avec les résultats obtenus par

Métivier et Viana (1979), incitant a une implantation précoce des plantes en champ

sous nos climats, qui permettrait le développement des feuilles sous jours longs.

En accord avec les résultats obtenus dans la littérature (Zaidan et al., 1980 ; Bian,
1981 ; Vanidze et al., 2009 ; Ceunen et al., 2011), la teneur en SVglys a diminué ou
stagné a la floraison. L optimum de récolte a été atteint au stade BF, quelle que soit la

précocité du génotype et la longueur de jour sous laquelle il a atteint ce stade.
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(iv)  En deuxiéme année de culture, la teneur en SVglys des plantes a généralement
augmenté, de manicére plus ou moins prononcée selon le génotype. Des résultats
similaires ont été obtenus dans 1’étude de Pal et al. (2015), soulignant 1’intérét d’une
culture pluriannuelle de S. rebaudiana sous nos climats.

(v) La survie des plantes a I’hiver a été la plus ¢€levée et le développement de symptomes
de maladies foliaire le plus faible sur les sites les mieux drainés, suggérant une
sensibilité de S. rebaudiana aux excés d’eau, qui pourrait étre due a un stress oxydatif
des racines (Pena-Castro, 2014). Une étude plus approfondie de la physiologie de la

plante serait importante pour comprendre sa réponse a 1’eau.

Ces résultats soulignent I’importance de certains criteres, dont il faudrait tenir compte en
vue d’un travail de sélection variétale. Un port « buissonnant » et la précocité de démarrage
des plantes en champ sont a rechercher, en vue d’obtenir un nombre élevé de feuilles
développées sous jours longs. Une floraison tardive apparait également comme un critére
d’importance en vue de favoriser la durée de la période végétative. La sensibilité¢ des plantes
aux maladies, aux excés d’eau et leur capacité¢ de survie a I’hiver sont aussi a prendre en
compte. Enfin, la composition en SVglys, variable selon le génotype et peu influencée par
I’environnement, est un critére d’importance pour 1’aspect qualitatif du rendement. La teneur
totale en SVglys, plus fluctuante selon I’environnement, semble étre un caractére moins

déterminant pour distinguer les génotypes entre eux.

Le développement d’une méthode de mesure indirecte rapide et a moindre cotit de la
teneur et de la composition en SVglys faciliterait les programmes de sélection variétale. La
spectrométrie proche infra-rouge (SPIR) est une méthode couramment utilisée pour
déterminer la teneur en métabolites secondaires dans les plantes (Montes et al., 2013 ; Pissard
et al., 2013). Elle permettrait de réaliser un screening rapide des plantes en vue d’un travail de
sélection variétale de S. rebaudiana. Des modeles décrits dans la littérature ont permis
d’estimer les teneurs des principaux SVglys (Hearn et Subedi, 2009 ; Yu et al., 2011). Un
travail en vue du développement d’un modele par SPIR, non présenté ici, a été étudi€ par nos

équipes.
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Les expériences de ce travail de thése n’ont été réalisées que sur des clones obtenus par
propagation végétative, et le matériel de propagation adéquat, graines ou plants, n’est pas
encore arrété. Les schémas de sélection a envisager dépendront du mode de propagation
retenu. Dans le cas d’une propagation sexuée de S. rebaudiana, la production de lignées pures
en vue du développement d’hybrides parait difficilement envisageable, compte-tenu de 1’auto-
incompatibilité de cette plante. Les mécanismes moléculaires de 1’auto-incompatibilité
sporophytique chez les Asteracea®ont néanmoins peu connus (Allen et al., 2011) et restent a
explorer pour S. rebaudiana. La sélection récurrente permettrait de conserver une large
variabilité génétique et conduirait a ’obtention de plantes améliorées, adaptées a nos
conditions de culture. Le passage a la voie asexuée (boutures) pourrait alors permettre
d’associer des structures génétiques performantes et complémentaires dans des cultivars

synthétiques issus de brassage.

Dans une optique de propagation asexuée de S. rebaudiana, une amélioration des plantes
par sélection phénotypique de plantes individuelles pourrait étre envisagée. Un tel programme
de sélection nécessiterait au préalable un brassage de plantes aux caractéristiques d’intérét,

afin d’obtenir des phénotypes performants sous nos climats.

En parallele de la mise en place d’un programme de sélection variétale, I’identification et
la validation de caractéres adaptés a la description de 1’espéce serait nécessaire, dans une
optique d’évaluation variétale. Le travail de description phénotypique réalisé ici a permis
d’identifier une variabilité entre les génotypes suffisante pour établir des distinctions sur des
criteres morphologiques et de précocité. Un travail plus approfondi serait dorénavant
nécessaire, afin de proposer des caracteres pouvant étre décrits et reconnus avec précision. Il
faudrait ¢galement évaluer ces caracteres sur plusieurs sites pendant plusieurs années, afin

d’évaluer leur robustesse.
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Abstract

v

Aqueous extracts of Stevia rebaudiana leaves have
been approved since 2008 by the Joint Expert
Committee for Food Additives as sugar substitutes
in many food and beverages in Western and Far
East Asian countries. The compounds responsible
for the natural sweetness of Stevia leaves include
a diversity of diterpenoid glycosides derived from
a steviol skeleton. These steviol glycosides also ex-
hibit a low calorific value as well as promising
therapeutic applications, particularly for the
treatment of sugar metabolism disturbances. In
this work, centrifugal partition chromatography
is proposed as an efficient technical alternative
to purify steviol glycosides from crude aqueous
extracts of Stevia leaves on a multigram scale.
Two different commercial instruments, including
an ASCPC250® and a FCPE300® made of columns
containing 1890 and 231 twin-cells, respectively,
were evaluated and compared. All experiments
were performed with a polar biphasic solvent sys-
tem composed of ethyl acetate, n-butanol, and
water in a gradient elution mode. When using

the 1890 partition cell centrifugal partition chro-
matography column of 250 mL, 42 mg of stevio-
side, 68 mg of dulcoside A, and 172 mg of rebau-
dioside A, three major constituents of the initial
extract were obtained from 1 g of the initial mix-
ture at purities of 81%, 83%, and 99%, respectively.
The productivity was further improved by inten-
sifying the procedure on the 231 partition cell
centrifugal partition chromatography column of
303 mL with the sample mass loading increased
up to 5 g, resulting in the recovery of 1.2 g of ste-
vioside, 100 mg of dulcoside A, and 1.1 g of rebau-
dioside A at purities of 79%, 62 %, and 98 %, respec-
tively. The structures of the isolated compounds
were validated by HPLC-UV, ESI-MS, 'H, and 3C
NMR analyses. Altogether, the results demon-
strate that the column design (i.e., the partition
cell number) is an important aspect to be consid-
ered for a larger scale centrifugal partition chro-
matography isolation of Stevia-derived natural
sweeteners.

Supporting information available at
http://www.thieme-connect.de/products

Introduction

v

Stevia rebaudiana Bertoni (Asteraceae) is a peren-
nial shrub originating in Paraguay and Brazil
where it is still known as “stevia” or “honey leaf”
[1]. The leaves of this plant have been used for
centuries for their natural sweetness. Today,
aqueous Stevia extracts are approved as sugar
substitutes in many Western and Far East Asian
food and beverages [2,3]. The compounds respon-
sible for the sweetness of Stevia leaves include a
diversity of diterpenoid glycosides derived from
a steviol skeleton (ent-13-hydroxy-kaur-16-en-
19-oic acid). These compounds have been re-
ported to exhibit a sweetness up to 100-300
times higher than glucose [4], and the predomi-

nant structures detected in crude Stevia extracts
are usually stevioside and rebaudioside A
(CFig. 1).

In addition to their intense sweetness, steviol gly-
cosides have a promising therapeutic value due
for instance to their antiviral or hypotensive
properties demonstrated in vitro [5-9]. Steviol
glycosides have also been suggested as a potential
alternative for the treatment of diabetes or other
disturbances of sugar metabolism, especially
through their ability to stimulate insulin secre-
tion in the pancreas [10-12].

Most studies investigating the properties of ste-
viol glycosides have been performed with crude
Stevia extracts containing steviol glycosides in
the form of complex mixtures. Consequently, it

Hubert ] et al. Intensified Separation of ... Planta Med
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Compound R1 R2
Steviol H H
Steviolbioside H SGlc-p-Glc(2-1)
Stevioside BGlc S-Gle-p-Glc(2-1)
Rebaudioside A FGle S-Gle(2-1)
BGlc
N
F-Gle(3-1)
Rebaudioside B H F-Gle(2-1)
SGlc
AN
S-Glc(3-1)
Rebaudioside C BGlc a-Rha(2-1)
(=dulcoside B) S-Glc
F-Gle(3-1)
Rebaudioside D BGlc-p-Gle(2-1) F-Glc(2-1)
S-Glc
N
S-Gle(3-1)
Rebaudioside E BGle-pGle(2-1)  f-Gle-4-Gle(2-1)
Rebaudioside F p-Gle L-Xyl(2-1)
BGlc
N
F-Gle(3-1)
Dulcoside A pGle SGlc-a-Rha(2-1)

Fig.1 Chemical structures of the most commonly detected steviol gly-
cosides in Stevia leaves.

still remains unclear how each compound varies in the degree of
sweetness or whether specific structures among the wide diver-
sity of steviol glycosides are responsible for the above mentioned
biological effects. The limiting step arises from the difficulty in
separating steviol glycosides from crude extracts with high yield
and purity in order to perform sensory analyses or bioassays with
individual compounds.

Diverse techniques have been previously reported for the separa-
tion and characterization of steviol glycosides from crude Stevia
extracts, mainly based on column chromatography, thin-layer
chromatography, or high-performance liquid chromatography
combined to mass spectrometry or nuclear magnetic resonance
[13-17]. Most of these methods were developed with an analyti-
cal objective either for structure elucidation or for quantification
purposes, making them inappropriate to isolate more than a few
milligrams of individual compounds.

Because of their structural similarities and adsorption behavior
on solid stationary phases, the large-scale production of pure ste-
viol glycosides remains difficult to achieve by conventional pre-
parative separation techniques. An interesting high-speed coun-
tercurrent chromatography (HSCCC) method using the biphasic
solvent system n-hexane/n-butanol/water was recently devel-
oped to separate individual steviol glycosides from S. rebaudiana
leaves [18], resulting in the purification of stevioside (54 mg), re-

Hubert ] et al. Intensified Separation of ... Planta Med

baudioside A (36 mg), and rebaudioside C (13 mg) with purities
higher than 97% in a single run. However, the major limitation
of this previous study was the long separation duration
(420 min) and the sample mass loading, which was limited to
200 mg of crude extract in a 300-mL HSCCC column, making this
process limited for a routine application or to perform further
bioassays with the generated compounds.

In the present work, centrifugal partition chromatography (CPC)
is proposed as an alternative technique to isolate single steviol
glycosides on a multigram scale. Like HSCCC, CPC is a solid sup-
port-free liquid-liquid chromatographic technique whose princi-
ple is based on the partition of compounds between two immis-
cible liquid phases. The difference is that CPC refers to hydrostatic
instruments equipped with a rotor, made of a series of intercon-
nected cells circumferentially engraved on stacked disks in rota-
tion around a single axis. A constant centrifugal acceleration is
applied to maintain one liquid phase inside the column while
the mobile phase is pumped through the stationary phase [19].
The hydrodynamic equilibrium between the liquid phases de-
pends on the intensity of the centrifugal acceleration, on the flow
rate of the mobile phase, and on the physicochemical properties
of the biphasic solvent system (density, viscosity, and interfacial
tension) [20-23].

All solid support-free liquid-liquid separation techniques includ-
ing HSCCC and CPC are very interesting in terms of selectivity,
sample loading capacity, and scaling-up ability [24,25]. The lig-
uid nature of the stationary phase enables theoretically the re-
covery of 100% of the injected sample and preserve the chemical
integrity of all constituents by avoiding irreversible adsorption
phenomena as frequently observed with solid support-based
chromatographic techniques. During the past decades, great ef-
forts have been made to develop efficient CCC or CPC methods,
mainly for the purification of natural products [26-30].

This paper describes the development of CPC methods to isolate
steviol glycosides from a crude industrial Stevia extract. Two dif-
ferent commercial instruments (ASCPC250® and FCPE300°)
equipped with columns containing 1890 and 231 twin-cells, re-
spectively, were evaluated and compared. The impact of both
mass overload and column design on the productivity, together
with the issue regarding resolution improvement for such struc-
turally similar structures, are especially discussed.

Results and Discussion

v

The aim of this work was to develop an efficient liquid-liquid sep-
aration method to produce individual steviol glycosides from a
crude aqueous extract of Stevia leaves with good purity and at
high yields. The lack of such method is currently the basic brake
in understanding precisely the taste perception of these natural
sweeteners. Not only the sensory analysis of pure steviol glyco-
sides but also their in vitro and in vivo evaluations on specific
sugar metabolism disturbance models require at least multiten
milligrams of each individual compound. Their separation on a
multigram scale would thus be of great value to expand the use
of steviol glycosides in the food or pharmaceutical industry after
biological and toxicity evaluations.

Steviol glycosides are structurally composed of a diterpenoid
skeleton substituted by a number of sugars commonly ranging
from one to four, mainly B-glucose and to a lesser extent a-rham-
nose or B-xylose (©Fig. 1). Due to the presence of these sugars,
steviol glycosides are highly soluble in water, and it could be ex-
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Fig.2 HPLC chromatogram of the crude aqueous

mAU

] A WVL:210 nm extract of S. rebaudiana leaves. A Stevioside;
- B dulcoside A; C rebaudioside A.

600

400 R C

200

| min
100~ ]
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 41,0
Experiment A Experiment B Experiment C Table 1 Experimental conditions

Equipment CPC CPC CPE optimized for the purification of
Column capacity (mL) 250 250 303 steviol glycosides from a crude Ste-
Rotation speed (rpm) 1200 1200 1000 via extract by using centrifugal
Flow rate (mL/min) 10 10 20 partition chromatography and
Sample mass (q) 0.5 1 5 centrifugal partition extraction.
Initial stationary phase retention (%) 75 70 70
Rs (stevioside — dulcoside A) 0.3 0.3 0.2
Rs (stevioside - rebaudioside A) 1.5 1.4 1.3
Rs (dulcoside A - rebaudioside A) 1.5 1.3 1.0
Partition coefficient of stevioside (Kp) 6.3
Partition coefficient of dulcoside (Kp) 6.8
Partition coefficient of rebaudioside A (Kp) 8.2

Rs: resolution

pected that their partition into nonpolar organic solvents would
be difficult. Several organic/aqueous solvent systems were
screened by Huang et al. to evaluate the partition coefficient
(Kp) values of three targeted steviol glycosides as a function of
solvent system composition [18]. It was shown that solvent sys-
tems containing n-BuOH and water as major constituents and
supplemented by either CHCl3, EtOAc, or n-hexane were poten-
tially suitable for steviol glycoside separation. For toxicity rea-
sons, chloroform-based solvent systems were eliminated. Be-
cause the predominant compounds of the starting material were
substituted by at least three sugars and thus exhibited a high po-
larity, we also decided to eliminate the use of n-hexane and to fo-
cus on solvent systems composed of EtOAC, n-BuOH, and water.
In an attempt to optimize the separation of steviol glycosides on
a polarity range as broad as possible with these three solvents, a
CPC method was developed in the gradient elution mode. The
principle was to progressively increase the polarity of the organic
mobile phase in order to selectively transfer the different steviol
glycosides from the stationary phase to the mobile phase. Such
an approach was successfully used in a recent work to separate a
diversity of structurally related sophorolipids from a crude yeast
fermentation extract [31].

The CPC method was developed by using an industrial crude
aqueous extract of Stevia leaves as a model. HPLC analysis of this
extract revealed the presence of three predominant compounds
detected at the retention times Rt=12.9 min, Rt =13.8 min, and

Rt=14.8 min, respectively, together with a diversity of at least
seven minor compounds (© Fig. 2).

Experiments A and B were performed on a CPC column of 250 mL
capacity including 1890 partition cells of 0.1 mL and 35% of inter-
connecting ducts. Due to this quite small partition cell volume,
the flow rate was limited to 10 mL/min in order to ensure a good
liquid stationary phase retention and avoid a too high pressure
inside the column. Experimental parameters are summarized in
C Table 1.

The initial stationary phase retentions were 75% (187.5 mL) and
70% (175 mL) for experiment A and experiment B, respectively.
As illustrated by the TLC fractogram of experiment A carried out
with a mass sample loading of 500 mg (S1), at least seven differ-
ent steviol glycosides initially present in the crude aqueous ex-
tract of Stevia leaves were eluted over the whole fractionation
process.

HPLC analyses of these fractions, noted from A to P (S1), enabled
the localization of the three major compounds eluting at
12.9 min, 13.8 min, and 14.8 min in fractions F, H, and ], respec-
tively. 'H and *C NMR analyses of these fractions led to the un-
ambiguous identification of stevioside, dulcoside A, and rebau-
dioside A, respectively (Table 1S, Supporting Information).

The “HPLC purity” of stevioside, dulcoside A, and rebaudioside A
in each fraction was calculated from the HPLC chromatograms as
the ratio between the peak area of the compound under exami-
nation relative to the sum of all peaks detected at 210 nm. The
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Fig.3 Purity values and centrifugal partition chromatography elution pro-
file of the major compounds isolated from a crude aqueous extract of Stevia
leaves using the ASCPC250® instrument (experiment A, 500 mg injected;

mass of each compound was obtained by directly weighting the
corresponding fraction. As a result, we could determine that
43 mg of stevioside, 18 mg of dulcoside A, and 60 mg of rebaudio-
side A were obtained from experiment A at purities of 96%, 85%,
and 99%, respectively. Besides these three major compounds,
7 mg of another minor compound detected by HPLC at a retention
time of 8.4 min was recovered with a purity of 79% in fraction B.
This compound was identified as steviolbioside by 'H and '3C
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experiment B, 1 g injected) or the FCPE300® instrument (experiment C, 5 g
injected). (Color figure available online only.)

NMR and comparison with spectroscopic data from the literature
[32]. These results are represented by a purity-based fractogram
and by a mass-based elution profile (© Fig. 3).

We must nevertheless emphasize the high difficulty to separate
stevioside and dulcoside A by the present method, mainly be-
cause of their very close molecular structures only differing by
the nature of the third sugar which is an a-rhamnose on dulco-
side A instead of a B-glucose in stevioside (© Fig. 1). Both com-
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pounds exhibit similar partition coefficients in the biphasic sol-
vent system (6.3 and 6.8, respectively) and thus very close CPC
retention times were observed (a=1.08 and Rs=0.3).

Besides, rebaudioside A having a molecular skeleton substituted
by four sugars exhibited a significantly higher partition coeffi-
cient (8.2). This compound was thus well separated from the oth-
er three sugar-substituted steviol glycosides. As shown in
O Fig. 3, the separation of dulcoside A and rebaudioside A was
nearly total in experiment A with a selectivity and a resolution
of a=1.2 and Rs = 1.5, respectively.

In order to increase the recovered quantities of pure steviol gly-
cosides, the same experiment was then performed with a sample
mass loading of 1 g instead of 500 mg while maintaining the flow
rate and gradient duration identical to experiment A. The
HPLC-UV purities of steviolbioside, stevioside, dulcoside A, and
rebaudioside A in the collected fractions of experiment B are giv-
en in © Fig. 3. In total, 68 mg of dulcoside A (6.8% of the injected
sample) were obtained with a purity of 83% in experiment B in-
stead of 18 mg in experiment A (3.6% of the injected sample).
However, only 42 mg of stevioside were obtained in experiment
B at a purity of 81% (4.2 % of the injected sample) instead of 43 mg
in experiment A (8.6% of the injected sample). Finally, only 12 mg
of steviolbioside were obtained pure at 47 %. The very interesting
result from this experiment B was the recovery of 172 mg of re-
baudioside A with an HPLC-UV purity of 99% (17.2% of the in-
jected sample) instead of 60 mg from experiment A (12% of the
injected sample), indicating that these CPC experimental condi-
tions were highly suitable for the purification of rebaudioside A.
The resolution between stevioside and rebaudioside A was in-
deed not affected by an increase of sample mass (Rs=1.4 in ex-
periment B as compared to 1.5 in experiment A).

Centrifugal partition extraction is a recently developed solid sup-
port-free liquid-liquid separation technique directly evolved
from classical CPC devices, but for an equivalent column capacity,
the FCPE300® column contains less partition cells of larger vol-
ume and interconnected in series by larger ducts. These charac-
teristics make it possible to pump the mobile phase at higher
flow rates, to handle higher sample quantities, and thus to en-
hance the productivity [33,34]. In this study, the FCPE300® col-
umn capacity was 303 mL (instead of 250 mL for the CPC experi-
ments), comprising 231 twin-cells of 1mL each (instead of
0.1 mL). It was demonstrated previously that the FCPE300® in-
strument is of great interest for the large-scale purification of
ionized compounds when the ion exchange mode is used [33,
35]. The objective here was to investigate if this instrument can
also be efficient for the separation of structurally close molecular
structures when working in the elution mode. Experiment C was
directly performed with a mass sample loading of 5 g at flow rate
of 20 mL/min while maintaining the centrifugal force and gra-
dient elution conditions identical to experiments A and B. As the
sample mass was increased by a factor of 5, we were expecting a
significant increase of productivity, but at the same time, due to
the lower number of partition cells in the FCPE300®, we were
risking to observe a drastic loss of efficiency directly impacting
the resolution and thus the recovery of the steviol glycosides.
The purity profile of the major steviol glycosides in the fractions
obtained from experiment C is given in © Fig. 3. The recovered
quantities of stevioside (1.2 g; 24% of injected sample), dulcoside
A (100 mg; 2% of injected sample), rebaudioside A (1.1g; 22% of
injected sample), and steviolbioside (82 mg; 1.6% of injected
sample) were significantly higher when the sample mass in-
creased from 1g to 5¢g and the partition cell number decreased

Original Papers -

from 1890 to 231. The separation was also very satisfying regard-
ing the maximum purity of rebaudioside A (98%), but slightly less
favorable regarding the purity of stevioside (79%), and signifi-
cantly less favorable regarding the purity of dulcoside A (62%)
and steviolbioside (75%) as compared to ASCPC250® column-
based experiments.

As the performance of an industrial separation process is usually
evaluated as a compromise between the productivity and the tar-
get compound purity, we calculated the productivity values for
the different methods as the amount of steviol glycosides isolated
per unit of time (h) and per column volume (V.). Considering the
purification of rebaudioside A and remembering that the gra-
dient elution time was 210 min, the productivity of experiment
A was 68 mg/h/V,, that of experiment B was 197 mg/h/V,, and
that of experiment C was 1257 mg/h/V, reflecting a significant
increase (factor of 6.4) between ASCPC250® (experiment B) and
FCPE300® (experiment C). Similarly, the productivity was in-
creased by a factor of 6.4 for steviolbioside, 1.5 for dulcoside A,
and 28.6 for stevioside between experiments B and C. However,
we should remind that these three compounds were recovered
in experiment C with significantly reduced purities (75%, 62%
and 79%, respectively). Regarding the separation of stevioside
and rebaudioside A, the resolution decreased from 1.4 in experi-
ment B to 1.3 in experiment C, indicating that the gain of column
efficiency was not sufficient to compensate the smaller number
of partition cells in the CPE column (231 as compared to 1890 in
the CPC column). Nevertheless, a resolution of 1.3 largely enabled
the well separation of rebaudioside A from stevioside with a high
productivity. Regarding the separation of dulcoside A and rebau-
dioside A, the resolution obtained from experiment C was 1.0.
As the length of a CPC column and the resolution between two
analytes are correlated by the following expression:

RS RS

n; 0

[36], we could evaluate that a higher number of partition cells in
the CPC column of 390 would be required to reach a satisfying
resolution of 1.3 between dulcoside A and rebaudioside A. How-
ever, in this case, the experiment duration would also be in-
creased, resulting in a slight loss of productivity. Again the com-
promise to be established between all separation process param-
eters strongly depends on each industrial strategy. The same cal-
culation could be done for the resolution between stevioside and
dulcoside A. A column of about 5000 partition cells would be nec-
essary to reach a resolution of 1.3, what is practically unrealistic.
Thus, improving the resolution of these two very close com-
pounds would require the optimization of the biphasic solvent
system.

Materials and Methods

v

Reagents

Chloroform (CHCl3), acetonitrile (ACN), ethyl acetate (EtOAc), n-
butanol (n-BuOH), and methanol (MeOH) were purchased from
Carlo Erba Reactifs SDS. Deuterated methanol (MeOD-d4) was
purchased from Eurisotop. Deionized water was used to prepare
all aqueous solutions. A crude extract of steviol glycosides (“ste-
viol glycosides 80", batch n® STSG-110510-SQ80) was provided
by the company Stevia Natura.
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Centrifugal partition chromatography instruments
ASCPC250® apparatus: The ASCPC250® apparatus (Armen Instru-
ment) is made of 21 stacked disks engraved circumferentially
with 1890 twin-cells. The total column capacity was 250 mL.
The rotation speed can be adjusted from 500 to 3000 rpm, creat-
ing a maximum centrifugal force field up to 600 g. The solvents
were pumped by an Armen Pump Light version equipped with a
double piston and delivering flow rates up to 50 mL/min with low
residual pulsation. The maximum pressure was 150 bars. The
sample was introduced into the CPC column by using an Armen
injector equipped with a 10 mL sample loop. The system was
coupled to an ultraviolet detector (Armen) monitored at 210 nm.
Fractions of 20 mL were collected by an LS-5600 collector (Ar-
men). Data were acquired using the Armen Glider CPC control
software V2.9.

FCPE300® apparatus: FCPE300® (Rousselet Robatel Kromaton) is
equipped with a rotor made of seven circular partition disks con-
taining a total of 231 partition twin-cells. The total column ca-
pacity was 303 mL. The rotation speed can be adjusted from 200
to 2000 rpm, creating a centrifugal force field up to 437 g. The
mobile phase was pumped either in the ascending or in the de-
scending mode with a low residual pulsation Knauer Preparative
Pump 1800® V7115. The system was coupled to a UVD 170S de-
tector (Dionex) equipped with a preparative flow cell (6 pL inter-
nal volume, 2 mm path length). Fractions of 20 mL were collected
by a Pharmacia Superfrac collector.

Centrifugal partition chromatography

separation procedures

Steviol glycosides were separated by CPC using a gradient elution
procedure. The ASCPC250® column was filled at 500 rpm with
the lower aqueous phase of the biphasic solvent system EtOAc/
n-BuOH/H,0 (4/5/91, v/v). The rotation speed was then adjusted
to 1200 rpm, producing a centrifugal acceleration of around 115 g
inside the column. The organic phase of the biphasic solvent sys-
tem EtOAc/n-BuOH/H,0 (77/15/8, v/v) was used as the initial
mobile phase, and the organic phase of the biphasic solvent sys-
tem EtOAc/n-BuOH/H,0 (67/10/23, v/v) was used as the final
mobile phase. The flow rate was maintained at 10 mL/min over
the whole experiment. The sample solution was prepared by di-
rectly dissolving 500mg or 1g (experiments A and B) of the
crude extract in a 1/1 (v/v) mixture of initial aqueous and organic
phases, respectively. The column was preliminarily equilibrated
for 15 min with 100% of the initial mobile phase. Then the sample
solution was injected through a sample loop of 10 mL and 20 mL
for experiments A and B, respectively. The gradient elution was
performed by pumping from 100% of the initial mobile phase to
100% of the final mobile phase in 210 min. Experiment C was
performed on the FCPE300® by using exactly the same biphasic
solvent systems as for experiments A and B. The FCPE300® col-
umn was filled at 500 rpm with the lower aqueous phase of the
biphasic solvent system EtOAc/n-BuOH/H,0 (4/5/91, v/v). The ro-
tation speed was then adjusted to 1000 rpm, also producing a
centrifugal acceleration of around 115g. The column was pre-
liminarily equilibrated for 15 min with 100% of the initial mobile
phase. Then the sample solution was injected through a 60-mL
sample loop, and the flow rate was maintained at 20 mL/min over
the whole experiment. The gradient elution was performed by
pumping from 100% of the initial mobile phase to 100% of the fi-
nal mobile phase in 210 min (experiment C). All experiments
were conducted at room temperature (20 +2 °C).
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Molar diffusivities and distribution

coefficient calculations

The molar diffusivities (Ds) of steviol glycosides were calculated
as given by Wilke and Chang in the following equation:

1
Tx (xx M) 2

_ -8
D5 =7,410°% x <

[37]. The partition coefficient (Kp) of stevioside, dulcoside A and
rebaudioside A were calculated using the following equation:

Vg =V + Kp x Vg, with Vg being the retention volume of the tar-
geted compound, V,, the dead volume of the experiment, and V;
the initial stationary phase retention volume.

TLC, HPLC, and NMR analyses of steviol glycosides

The composition of each collected fraction was checked by TLC on
Merck 60 Fys4 silica gel plates (Merck), developed with CHCl3/
MeOH/H,0 (30/20/4, v/v), sprayed with a sulfuric acid solution
(50% in water), and revealed after heating for 1 min at 105°C.
Fractions were pooled according to their TLC composition simi-
larities. Analytical HPLC analyses were performed on a Summit
HPLC system equipped with an Ultimate 3000 pump, an ASI-100
autosampler, and a UVD340S diode array detector monitored at
210 nm (Dionex). After in vacuo solvent elimination, about 5 mg
of each fraction pool were dissolved in 1 mL H,0. The chromato-
graphic separation was performed on a Luna RP C18 column
(250 x 4.6 mm, 5 pum, Phenomenex) maintained at 25 °C. The in-
jection volume was 20 pL. The mobile phases were composed of
acetonitrile (solvent A) and distilled water (solvent B). Solvent A
decreased from 97% to 96% in 4 min, then decreased to 84% in
1 min, to 60% in 20 min, to 40% in 1 min, and was maintained for
4 min. Then solvent A recycled back to the initial conditions of
97% in 1 min and remained for 10 min.

An aliquot of each fraction pool was also dissolved in 500 pL
MeOD and analyzed by NMR spectroscopy at 298 K on a Bruker
Avance AVIII-600 spectrometer equipped with a cryoprobe opti-
mized for 'H detection and with cooled 'H, 3C et 2D coils and
preamplifiers. 'H and >C NMR spectra were acquired at
600.15MHz and 150.91 MHz, respectively. Additional HSQC,
HMBC, and COSY 2D-NMR spectra were acquired using standard
Bruker pulse sequences.

Supporting information

TLC profile of the combined CPC fractions as well as 'H and '3C
NMR spectral characteristics of stevioside, dulcoside A, and re-
baudioside A are available as Supporting Information.
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