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INTRODUCTION,

De %rés nombreux travaux ont été consacrés
aux cultures de racines (racines isolées ou racines de
plantes entiéres), ainsi qu'aux repiquages de fragments
samsapex. Néanmoins, aucun, & notre connaissance, ne se
rapporte aux racines de Scorsonére, Cfest pourquoi il
nous a paru intéressant de vérifier, dans un premier cha-
pitre, certains phénoménes connus et d*étudier en parti-
culier la croissance de ces racines, en relation avec
leur structure histologique, en présence de divers fac-
teurs phytohormonaux.

Les racines de Scorsonére conservant assez
longtemps en culture "in vitro®” une structure® primai-
re” il était également intéressant d'effectuer, dans un
second chapitre, des cultures de fragments sans apex et
d’étudier dans quelles mesures des fragments de racines
gréles étaient susceptibles de proliférer, de manifester

des phénoménes de callogenése.

Aprés un historique sommaire et 1'exposé des
techniques utilisées, nous exposerons dans la Seconde
partie de ce mémoire les résultats expérimentaux que
nous avons obtenus. Enfin dans une troisiéme partie,
nous comparerons ces résultats & ceux de nos devanciers
et nous tenterons d'en dégager quelques considérations

générales,
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PREMIERE PARTIE.

CHAPITRE PREMIFR -  HISTORIQUE,

Nous envisagerons successivement la cultue
re des racines puis l'influence de divers facteurs de
croissance sur les aspects suivants du fonctionnement
du végétal : croissance de la racine, morphologie et

structure histologique de la racine, rhizogenése,

I - La culture des racines

C'est ROBBINS (I922) qui le premier réussit
& cultiver pendant plusieurs mois des racines iso-
lées; la m&me année OTTE adopte pour des cultures

de racines de Pois e% de Mafs la solution de KNOP.

ROBBINS, pour le Mafs, empleie le milieu
de PFEFFER et GAUTHERET (I932) met au poinkt, pour
des racines de Blé, un milieu que FIEDLER (I936)
utilise pour les racines de Mais en y ajoutant une

solution d'oligo-éléments,

C'est WHITE (I93L) qui décrivit la premidre
technique permettant la culture indéfinie des ra-
cines., WHITE avait d'asbord utilisé en I932, le
milieu A'USTENSKI & USPENSKAJY (I&5) pour cultiver
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des racines de Blé; en 1934, il adoptait pour la
culture indéfinie des racines de Tomate, un milieu
légérement différent., Voiei, & titre d'exemple, ex-
posée sommairement la méthode de WHITE : on réalise-
ra tout d'abord des germinations aseptiques. Les
milieux (liquides ou solides) sont préparés comme
pour les cultures de tissus., Les racines sont sec-
tionnées avec des instruments flambés et stériles

et on laisse tomber les fragments sur le milieu de

culture,

NAGAO (I1936) en montrant que les racines
isolées, cultivées "in vitro®, fabriquent d’assez
grandes quantités d'auxines, explique pourquei on
peut cultiver des racines isclées en l'absence de

substances de croissance,

BONNER & ADDICOIT (I937) adoptent le milieu
de WHITE pour des racines de Peois., ROBBINS & WHITE
(I936), ROBBINS & SMITH (I938) repremnnent pour des
racines de Tomate le milieu de PFEFFER qu’ils mo-
difient. BONNER & DERIVIAN (I939) mettent au point

un milieu qui convient & plusieurs types de raci-

Nnes.

Des modifications ont é%té apportées & ces
techniques, entres autres par ELTINGE & REED (I940),
GLASSTONE (I947) et BOLL & STREET (I95I).
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Il - Action des facteurs phytohormonaux sur la

croissance des racines

De trés nombreux travaux ont été consacrés
&4 1l'étude de la croissance des racines en présence
d'acide f indolyl-acétique ou autres substances

de croissance.

Parmi les premiéres recherches consacrées
4 cette question, il nous faut mentionner les es-
sais de CHOLODNY (dés I926), BUNNING (I1928),
JANSE (I929), NIELSEN (I930), GORTER (I932), NAVEZ
(1933), BOYSEN-JENSEN (I933, €tC ...

Dés 1934, KOGL, HAAGEN-SMIT & BRXLEBEN mon-
trent que 1l'allongement de racines d'Avena est
inhibé par l'acide indolyl-acétique (A.I.A.), cet-
te inhibition est d‘autant plus forte que la con-

centration est plus élevée,

En 1936, LANE, travaillant également sur
des racines d'Avoine, établit une courbe ol le
pourcentage de 1l'élongaticn est exprimé en fone-
tion de la dose 4'A.I.A., utilisée, La mé@me année
AMLONG introduit 1'idée d'une stimulation aux fai-
bles concentrations en montrant que des racines de
Vicia Faba décapitées trois heures avant d'é&tre

plongées dans la sclution d'A.I.A. peuvent pré-
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senter une stimulation de croissance pour des doses

égales ou inférieures & I0°2 M.

Les recherches de DUHAMET (I939, Igh46) ef-
fectuées sur la racine de Lupin confirment cette

action aux trés faibles doses.

Plus récemment, STREET, Mc GREGOR & SUSSFX,
cbtiennent, sur des racines isolées de Tomate et
aprés sept jours de culture, une inhibition com-
pléte pour une concentration en A.I.A, de Iomég/mlo

-~

L'augmentation de longueur & 5 x IOmgg/ml atteint
presque 90% de l'allongement des témoins. A I0” T
A T0T - Al Aethors observent tantét une trés 1é-
gére stimulation, tant8t une inhibition PeU mare
quée. A 10"%2 1raceroissement est d'environ I05%

rar rapport aux témoins.

A la suite de ces recherches différents

tests physiologiques pour le dosage de 1l'auxine,
ont 6té proposés, tant sur les racines entiéres gue

sectionnées,

MOEWUS (1948, I949) et ABERG (I950, 1953,
I954) utilisent respectivement des racines de Le-

pidium sativam et de Linum.

ASHBY (I95I) et LARSEN (1953) décrivent un

test basé sur l'emploi des racines d'Artemisia
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PILET (I95I, 1953) propose 1'emploi des
racines de Lens culinaris et constate que les ré-
ponses & un traitement par des substances de crois-

sance dépendent de 1°4ge des racines,

BURSTROM (ISh2, I9Lh9, I950, I1953), LEXANDER
(I953)et HANSEN (I954) utilisent des racines de Tri-
ticum sativum. WURGLER (I960) constate que les ra-
cines de Triticum vulgare peuavent présenter une sti-
mulation de 1'allongement pour des concentrations
égales ou inférieures a 10”7 M d' ¢f naphtyl-acétate

8

de Na et 10~ M et 2,4-dichlorophénoxy-acétate de Na,

En 1952, ZELLER & GRETSCHY effectuent des re-
cherches sur les racines de diverses plantes (Lin,
Colza, Froment, etec «..)s Le test racine de Con-

combre se révele 8tre le plus sensible.

AUDUS & SHIPTON (I952), AUDUS & TRESH
(I953) et AUDUS & GARRARD (I953), utilisent des
sections de deux millimétres, prélevées sur des
racines de Pisum sativum & deux millimétres de la
pointe, L'allongement évalué aprés vingt-quatre
heures et comparé & une courbe étalon permet de dé-

terminer la teneur en A.I.A, du milieu de culture.
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La méthede de LEOPOLD & GUERNSEY (I953)
porte également sur des racines de Pisum sativum
(fragments de dix millimétres), l'allongement étant

mesuré apreés vingt-quatre heures.

PILET, KOBR & SIEGENTHALER (I960) proposent
diverses modifications qui améliorent trés nette-

‘ment la sensibilité du test de PILET.

III - Action des facteurs de eroissance sur la morpho-

logie et la structure histologique des racines :

Le nombre des publications consacrées & ce

sujet est immense,

Les observations anciennes relatives aux
troubles anatomiques provoqués par l'application
de substances de croissance sont le plus scuvent
disparates et contradictoires (BEAL, I95I); elles
ont porté essentiellement sur la description des
grogsseurs induites par des compesés auxiniques
( ZIMMFRMANN & WILCOXON, I935; BROWN & GARDNER,
1936) . FISCHNICH {19%5) semble 8tre le premier &
avoir précisé l'action histologique'de 17A.TI.A.
sur l'accroissement de la taille des cellules du

parenchyme, la division des c¢ellules cambiales et
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plus & un traitement auxinique et gui sont la
plupart du temps peu différenciés, il faut citer
les assises & fonction cambiogéne (cambium, phel-
logeéne et péricycle) dont la réaction est essen-
tiellement une hyperplasie, et les parenchymes, qui
subissent des processus de dédifférenciation et une

hypertrophie,

Il est extrémement difficile de dégager des
innombrables observations histophysiologiques, des
eritéres d'action suffisamment généraux, tant il y
a d'exceptions et de cas particuliers dans les faits
accumnlés ces vingt derniéres années. PILET a
néanmoins tenté d'en faire une synthése., Quoique
trop schématique, nous nous permettons de la repro-

duire dans le tableau I.
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¢ action des composés auxiniques sur les

principaux tissus végétaux.

Cas généraux,

" Tissus Réac- |Nature de la ré-
tions. ponse.
Eﬁgderam + légeére %g e“trocl !
Suber . + Gonflement des pae-
rois, accroisse-
ment du nombre deg
assises,
Feorcs Phellogéne + 4+ hyperplasie.
Parenchymes (ext, + hypertrophie
(intg + + hyper pliasie et dé-’
différenciation.
End od erme =+ faible hyperpla-
sie.,
4 i
Péricycle 4 4 + forte proliféra-
tion, naissance de:
racines adventives.
Liber + Faible hypertro=-
phie °
Parenchyme libée + + hyper plasie, dif-
rien férenciation.
Cylindre} Cambium + + + |Forte hyperplasie
central] Bois I + |Faible %
Bois II + <+ |Diamétre et nombre
des vaisseaux auge
mentés .
Parenchyme li- + + |hyperplasie, diffé.
gneux renciation.
Rayons médullaje- forte hyperplasie
res + + 4 |d'amas cellulaires
& caractéres méris-
tématiques naissan-
ce de vaisseaux.
Moélle + + + | formation de cal,
: naissance de trachéi
des.

f/ P 4
\«a.,;gi
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Bien souvent on voit apparaftre, paralléle-
ment éux excroissances signalées plus haut, de
nombreuses formations adventives. Le phénoméne est
suffisamment imporfant pour faire l'ecbjet d'un pa-

ragraphe spécial.

Action des facteurs de ecroissance sur la formation

des radicelles

La stimulation par 1'A.,I.A. de la formation
des racines est un fait clairement établi depuis
les recherches classiques de LAIBACH, MULLER et
SCHAFER (I93L4), FISCHNICH (I935), HITCHCOCK (I935),
ZIMMERMANN & WILCOXON (I935), etc ...

Plus récemment, le réle de 1'A.I.A. dans la
rhizogenése a été indiscutablement prouvé par de
nembreux auteurs et en particulier par THIMANN
(I936), TORREY (I950, I956), STREET, Mc GREGOR et
SUSSEX (I954), PILET (I954), PILET & MARGOT (I955),
CHARLES & STRE®T (I959), pour ne citer que les re-

cherchaes effectnéeas sur des racines isolées.

A cbté de 1'A.T.A., d'autres substances
de ecroissance se sont montrées capables d'agir sur
la rhizogenése., THIMANN & KOEPFLI (I935) sont par-

a

mi les premiers & avoir démontré que des substances
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voisines pouvaient jouer le méme réle. WENT & THI-
MANN (I937) ont pu montrer que des glucides comme
le saccharose et la biotine interviennent dans 1la

formation des racines.

Il faut mentionner également & ce propos les
~expériences de VAN OVERBEEK, GORDON & GREGORY (I9L6).
Ces auteurs ont observé que l'acide B indolyl-buty-
rique stimile la formation des racines, qui peut
gtre activéélencore par certains composés azotés come
me l'arginine, la choline et la sérine. L'action
activatrice du saccharose est également, dans cette
série d'expériences, confirmée, OSBORNE mentionne
l'activité rhizogéne relativement forte de l'acide
2,4,5- trichloro-phénoxy-acétique, de llacide & -

(2- chlorophénoxy) - n-butyrique ainsi que d'autres
dérivés de l'acide butyrique et de certains dérivés
de l'acide propionique. Utilisant des plantules de
Phaseolus, LUCKWILL (I956) note que l'acide « -naph-
tyl-acétique est nettement plus actif que 1'A.I,.A.
en ce qui concerne la formation de racines, alors
que le lgimdol@lwacétonitrile est moins actif que
1'A.I.A,

Les diverses observations mettent bien en
évidence le pouvoir d'organisation considérable des

auxines.
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CHAPITRE SECOND -~ TECHNIQUES,

Tout notre travail a été réalisé & partir

des graines de Scorzonera hispanica, la Scorsonére com-

mane (Salsifis noir), variété "géante noire de Russis”,

L - Techniques biologiques :

A) stérilisation et germination des graines :

Les graines de Scorsonére sont stérilisées
par une solution d'hypochlorite de calcium & 35g/l.
Le temps de stérilisation est court : 3 4 S5mn

suffisent,

Contrairemsnt aux autres graines, les grai-
nes de Scorsonére ne doivent pas 8ire préalable-
ment lavées & l'alcool; un passage méme rapidse

empé8che presque toute germinatione.

Aprés stérilisation, on introduit asepti=-
quement les graines dans des boltes de Pétri
(une dizaine en moyenne par bofte de Pétri) sté-
rilisées & l'autoclave, garnies d'une couche de
coton hydrephile humide recouvert de papier fil-

tre. Il est inutile de rincer les graines, le
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chlorure de chaux perd ses propriétés toxiques
par carbonatation au contact du gaz carbenique

de 1'air.

Les boitss de Pétri sont placées a4 1'obscu-
rité, dans une étuve réglée & 25-27°C,

) Milieun de culture

Des cultures de racines isolées ont été
tentées sur milieu liquide (dans des fioles de
Fourneauw) mais la croissance des racines de Score

sonere y était pratiquement nulle.

De ce fait, toutes les cultures ont été réa-
lisées sur milieu solidifié par 1la gé;ose. la con-
centration en gélose ne doit pas 8tre trop élevée
(0,74), afin que les racines, principalement 1'a-
pex, ne soient pas lésées lors de l'ensemencement,
La croissance des racines de Scorsonére est plus
importante sur milieu gélosé que sur milieu liqui-
de (la gélose jouant certainement un réle de ché-
lateur), néanmoins cette croissance reste lente;
elle est nettement plus faible que celle des ra-
cines de Tomate ou de Pois ol l'allongement peut
atteindre I0 & 30mm par Jjour sur milieu témoin.

Le milieu de Street n'est pas pleinement satis-



s IT =

faisant pour les racines de Scorsonére bien qu'il
convienne parfaitement au développement “in vitrov
des tissus provenant de racines secondaires. Il
serait intéressant de préciser les conditions d'ob-
tention d'un milieu convenable, mais ces recher-

ches auraient débordé le cadre de ce dipléme.

Les racines témoins ont été cultivées sur
un milieu contenant (tableau II) comme sels miné-
raux les macroéléments préconisés par STREET, les
microéléments de la solution de BERTHELOT modi-
fiée par GAUTHERET (IQ gouttes de cette solution
ont €té ajoutées pour 3 litres de milieu de cul-
ture); comme élément carboné 2% de saccharose;
ainsi gue divers acides aminés et vitamines pro-

posés par plusieurs auteurs (WHITE, STREET, etCeeo.)

A ce milieu nous avons ajouté divers autres
facteurs de croissance tels que l'acide indolyl-
acétique (A.I.A.), l'acide naphtyl-acétique (4.N.A),
ltacide 2,4~dichlorophénoxy-acétique (2,4-D), 1la
kinétine et l'acide gibbérellique., BEn général on
prépare une solution mére & la concentration de
IOQBg/ml (sauf pour la kinétine qui n’est soluble
dans 1'eau chaude qu'é partir de la concentration

de Iomag/m1> a4 partir de laguelle on obtient les

5 6

concentrations plus faibles I0 ° et IO ~, et & pare

- =8 -
tir de ces derniéres I0 7, 10 et I0 90
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Tableau II ¢

milieu de culture utilisé pour

les racines de Scorsonére.

Io- Sels minéraux :

a) Macreo-éléments 3

804 Mg, 7 H,0
NOBK

ClL K

804N82

(NOgz), Ca, HyO

222mg/1
738mg/1
S0mg /1
65mg/1
200mg /1
I9mg/1

b) Microéléments (solutiqn de Berthelot modifiée

par Gautheret)

Sulfate ferrique

Sulfate de manganése

IK ,

Chlorure de nickel

Chlorure de ccbalt

Sulfate de titane

Sulfate de zine

Sulfate de cuivre

Sulfate de glucinium

Acide borigue

S0 Hé {66° Baumé) ,

ia% ‘distillée Qe.S.pe.
2% Flément

carboné : Sagccharose

3%~ Vitamines et acides aminés :
Vitamine By '
Pyridoxine
Acide nicotinigue
Glycocolle {ou glycine)

g°u Gélose :

508
2g
O:Sg
0,05¢
0,052
0,20g

Ice
I litre,

2%

18ty
¥ P
%
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Les milieux sont répartis dans des tubes
et stérilisés & l'autoclave (20 minutes & 0,5 at-
mosphére), Tous les facteurs de croissance em-
ployés, sauf l'acide gibbérellique, sont thermosta-
bles et peuvent &tre ajoutés au milieu avant auto-
clavage. L'acide gibbérellique, stérilisé par 1'é-
ther sulfurique, sera ajouté par contre aprés auto-

clavage du milieu de culture,

9 Ensemencements primaires

Nous avons réalisé d'une part des cultures
de plantules entiéres et d'autre part des cultures

de racines isolées,

I° - Mise en culturse des racines de plantules :
Les conditions d'aseptie sont celles déeri-

tes par GAUTHERET.

Lorsque les racines ont environ 5mm de long
(aprés quatre ou cing jours), en se servant de pine
ces & branches souples, on transporte chaque plan-
tule dans un tube et on enfonce légldrement sa ra-

dicule dans la gélose,

Pour réduire les risques d'infection on ne
prend pas plus de trois ou quatre racines par boi-

e de Pétri, indépendamment de la nécessité de ne
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prélever que des racines présentant le mé&me déve-

loppement,

2° - Mise en culture des racines isolées :

On pfocéde toujours aseptiquement.

les racines ne sont prélevées qu’au bout
de six ou sept Jours de germination, les radicules
ont alors I,5 & 2cm de long. On sectionne chaque
racine & environ Iem de 1'éxtrémité apicale en pre-
nant soin de ne pas léser le méristéme apical, Chae
gue extrémité ainsi prélevée est enfoncée aux 3/4

dans la gélose, l'apex au milieu.

D) Repiquages :

Nous avons été amenés & repiquer sur un
milieu neuf les racines obtenues selon la méthode
qui vient d'8tre décrite. Ces repiguages avaient
pour but de vérifier si la culture prolongée de ra-
cines isolées modifiait ou non la structure histo-
logigque des racines; ils permettaient aussi d'étu-
dier dans gquelles mesures des fragments de racines
gréles étaient susceptibles de proliférer, de ma-
nifester des phénoménes de callogenése pouvant

8tre & l'origine de véritables cultures de tissus.

Au premier passage, les racines isolées sont

mintermes en culture pendant quatre semaines.
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Ensuite, lors du repiquage, nous avons prélevé au
maximm sur chaque racine, quatre fragments (voir
schéma ci-dessous) : les fragments 2 et L sont ré-
servés & l'étude histologique; les fragments I et 3

servent aux repiquages.

R
L Iem : étude histologique

j&_
3 f,5cm : repiquage (fragment sans apex)
2 icm s &tude histologique
I iém ¢ repiguage (fragment avec apex)

I° - Repiquage de fragments avec apex :

-

Ia technique est identique & celle de mise

en culture des racines isolées,

Au premier passage I5 racines isolées, pour
chaque concentration, ont 6té mintenues en cul-
ture perndant quatre semaines, Puis I2 racines par
lot ont €té sectionnées & Icm de l'apex et les ex-
trémités (fragments I) repiquées sur des milieux
neufs. Aux fortes concentrations ol elles n'at-
teignaient pas cette longueur les raecines furent

repiquées entiéres,
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La durée du second passage était de six

semaines.

2° - Repiquage de fragments sans apex :

« Dans une premiére série d'expériences,
lors du premier passage, les racines isolées ont
€té maintenues perdant quagre semines dans le mi-
lieu témoin (0) et dans lefm&lieu de culture conte-
nant un facteur de croissance (A.I.A. ou kinétine)
aux concentrations de I10°7 et Io°8g/m1. Douze frag-
ments de I,5¢cm (fragments 3) sont simmltanément re-
piqués sur le milieu témoin et des milieux conte-
nant différentes concentrations (allant de I0™° &
IO°5) du méme facteur phytohormonal, Six explan-
tats sont repiqués normalement, c'est-a-dire face
foliaire vers le haut et face radiculaire dans le
miliew; et six autres sont placés en position ine
verse., Ainsi, lors des repiquages, dix-huit com-

binaisons de douze explantats sont réalisées.,

« Dans une seconde série d'expériences, lors
du premier passage, les racines isolées sont main-
termmes pendant quatre semaines dans le milieu té-
moin (0). Douze fragments de I,5cm (fragments 3)
sont simltanément repigqués sur des milieux conte-
nant 1077 ou 10°® g/ml a'A.I.A. combinés & Aiffé-
rentes goncentrations de kinétine (allant de 1077

a Io”5>.
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plusieurs bains successifs jusqu'éd ce qu'ils

soient parfaitement translucides.

Les échantillons sont alors transportés
dans un mélange de xyléne et de paraffine (& 1l'é-
tuve & 54-56°), puis dans trois bains de paraffine

pure.,

L'inclusion définitive et le moulage se font

alers sur barres de LEUCKART,

3° - Ccupes 3

Avec un microtome de MINOT, on pratique des
coupes dont 1l'épaisseur est de l'ordre de 20=50/v o
Les coupes sont collées sur des lames porte-objets

par la méthode elassique & la gélatine.

Lo - Coloration et montage :

Aprés déparaffinage et réhydratation, les
coupes sont traitées par la double coloration au

blew de méthyléne aluné et au rouge de ruthénium,

Blles sont déshydratées ensuite rapidement
a4 1l'alecool, passées dans le Xyléne et montées en-

fin dans le baume de Canada.
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II1l - Expression des résultats

A) Ensemencements primaires :

Les racines ont ét€ cultivées pendant six
semaines. Toutes les moyennes (allongement, nom-
bre de radicelles) ont &té réalisées sur des lots

de douze racines,

I® - Morphologie des racines :

Je me suis efforcé de noter le moment d'ap-
parition des réactions engerndrées par les divers
facteurs phytohermonaux employés (excroissances,

ramifications, €tc ool

J'ai de plus relevé le nombre de ces rami-

fications aprés six semaines de culture.

2° - Longuneur des racines ¢

Ltallongement des racines de Scorsconére
étant faible nous n'avons mesuré l'allongement de

ces racines que toutes les semaines.

Pour la représentation graphique, j'ai pore-
t6 en abscisse la concentration (en g/ml) du fac-
teur phytchormenal et en ordonnée la longueur

moyenne des racines (en cm).

3° -~ Structure histelogique des racines :

Les racines ont été fixées puis incluses
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dans la paraffine aprés les temps de culture sui-

vants : deux, quatre et six semaines.

Les coupes obtenues permettront de suivre,
en relation avec 1'é€tude morphologique, 1l°'évolu-

tion de la structure anatomique des racines.,

B) Repiquages s

I{° = Fragments avec apex :

Nous avens procédé, durant le secord passa-
ge qui durait six semAaines, comme pour les ense-

mencements primaires,

2° -~ Fragments sans apex :

Les premier et second passages durent cha-

cun quatre semaines.

A la fin du second passage nous avons vérim
fié si les fragments repiqués (fragments 3) pore
taient ou non un cal, Le moment d'apparition du
cal n'est pas toujours évident; c'est pourquoi

J'ai préféré attendre plusieurs semines pour Jju-

ger de la preolifération,

Corrélativement nous avons effectué des cous
pes, d'une part lors du repiquage (sur les frage

ments 2 et ) et d'autre part & la fin du secord
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passage (sur les fragments 3). Ces coupes nous
permettront de contrfler la structure histologi-
que, éventuellement d'établir une relation avec

la callogeneése,
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DEUXIEME PARTIE - RESULTATS EXPERIMENTAUX,

CHAPITRE TROISIEME -~ ENSEMENCEMENTS FRIMAIRES,

I «~ Action de l'acide indolyl-acétique (A.I.A) :

Comme cela avait été observé plusieurs fois
l'auxine agit sur l'aspect morphologique des racines,

leur longueur et leur structure anatomique.

A) Aspect morphologique des racines :

Ic - Racines de plantules entiéres :
(o]
7/

En présence de I0 °~ et 10”8 g/ml a'A.I.A.
on n’observe pas de modifications, méme aprés six
semaines de culture., Les racines gardent un aspeect

comparable & celui des racines témoins.

7

Dés la concentration de I0 ' g/ml on re-
marque la présence, sur quelques racines, d'assez
nombreuses ramifications et de rares excroissan-
ces (planche I), Les radicelles qui apparaissent
dés la premiére semaine s'allongent normlement,

comme sur les racines témoins et peuvent atteindre

trois & quatre centimétres aprés six semaines de
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culture, Une des excroissances est apparue dés la
premiére semaine, mais la plupart ne furent nette-
ment visibles qu'’au bout de deux et méme trois se-

maines,

En présence de Iom6 et 1072 g/ml A'A.I.A.
les modifications déjé& signalées en présence d'une
deose plus faible se généralisent (photographie I).
Les radicelles sont trés nombreuses (tableau III),
mais elles restent trés petites et sont boursou-
flées. Toutes les racines portent désormais de treés
grosses excroissances qui apparaissent dés la pree
miére semaine; & leur niveau se produiﬁ souvent un
déeollement des tissus, un véritable éclatement

de la racine qui s'exfolie par lambeaux.

2° - Raeines isolées :

Bn présence de 1077 et I070 g/ml d'A.I.A.,
les racines isolées présentent un aspect compara.-

ble & celui des racines témoins,

Aux plus fortes concentrations, l'actieon
de 1'A.I.A, est beaucoup moins marquée sur les
racines isolées que sur les racines de plantu-
les. On n'observe ni gonflement, ni éclatement
des racines (planche II); l'action rhizogéne est

peu marquée (tableau IV),



Planche |

Aspect morphologique des racines de plantules de Scorsonére

cultivees en présence d’'A LA, pendant 6 semaines

ALAS 1o"g/ml

&




Tableau III -

T o

Ramifications des racines de plantu-
les de Scorsonére cultivées pendant
six semaines en présence d'A,.I.A.

(moyennes effectuées sur I2 plantules).

Concentration

en A.T.4,
(en g/ml)

0 10”7 10-° 1071 10"

N@mbre de ra-
dicelles,

1,65 | 1,70 | 1,40 | 2,40 | 2,68

Photographie I : Aspect des racines de plantules

de Scorsonére cultivées pendant

L semaines en présence de IO°6g/m1

A'AT.A,
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En présence de I0” 'g/ml,dlAd.A. Seules quelo
ques racines portent de légléres excroissances qui

ne sont d’ailleurs visibles qu'aprés trois semai-

nes de culture,

A la concentration de Iomég/ml, les racines
sont nettement épaissies et présentent & certains
niveaux des excroissances plus ou moins nettes, Cel-
les-ci n'existent généralement plus & IO“’5 ol les
racines prennent une couleur rouille ou brundtre;

& cette dose, la toxicité de 1'A.I.A. est dé ja mare

quée,

Tableau IV : Ramifications des racines isolées de
Scorsonere cultivées pendant six semai-
nes en présence 4d'A.I.A.

{moyennes effectuées sur I2 racines).

Coneentration 0 109 | 10°8 10”7 a5
o .Va_. £ BT
en g/ml) kﬁéggﬁ
Nombre de ra- 0 0,I0 | 0,16 0,25
dicelles,




Plcnche Il

Aspect morphologique des rac solées de  Scorsonere

cultivees en presence d’A. LA pendant 6 semoines

12N JLP Rl A

FAVAVARCAY

LY 1779

NN A
ALA.= 107 g/ mi
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B) Croissance des racines :

La croissance des racines de Scorsonére
est lente (tableaux V et VI); nous avons dé ja sou-

levé ce probléme dans les techniques,

Néanmoins on peut noter que les racines de
plantules se développent beaucoup mieux que les ra-
cines isolées ce qui confirme 1'échec que jfai pu

enregistrer en milieu liquide.

les résultats obtenus (figure I; photogra-
phie 2) confirment 1l'effet inhibiteur, bien connu,
de l'auxine sur la croissance des racines. Cette
action est trés prononcée a 1072 ot IOné9 mais el-

le est d6ja sensible & 10~

Photographie 2 : Longueur comparée des racines de plan-

tules de Scorsonére sur le milieu témein (0) et en prée
sence de I0 9, I0 8, 9. 10 6 et IO 5g/ml d*'A,I.A pen=

dant quatre semaines, Chague petite division de 1l'échel-

o D I, s M e -
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Tableau V : Action de 1'A.I,A sur la croissance des ra-
cines de plantules de Scorsonére.
Longueur moyenne exprimée en centimétres.

(moyennes effectuées sur des lots de I2 ra-

cines).
Concentra= - _ o _
“tion en o |109 |108 |10°7 |10°¢ |107°
ATA
(en g/ml)

-2

1l 2,75 | 2,70 | 1,80 | 1,35 | I,25 | I,IO

Temps de | 2| 4,90 | 4,30 | 2,80 | 1,70 | I,30 | I,3%0

culture

4 3fl 555 | 4,55 | 3,60 | 1,85 | I,35 | I,30

{en se=

maines) L 6,35 5,15 5,90 2,90 I,45 1,35

| 6|ft1.70 | 8,25 | 6,55 | 4,90 | 1,80 | I,4o




Tableau VI
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¢ Action de 1'A,I.,A, sur la croissance des

racines isolées de Scorsonére,

Longueur moyenne exprimée en centimétres.

(moyennes effectuées sur des lots de I2

racines).
Concentra- - - - - -
( tion en 0 I0 9 L I0 . I0 7 I0 6 10 5
A A,
(en g/ml)
I,95 | 1,75 | 1,3 | I,I5 | I,1I0 | I,05
Temps de 2,95 | 2,65 | I,70 | 1,25 | 1,30 | I,I0O
culture
< 3,65 | 3,10 | 1,85 { 1,35 | 1,35 | L,I5
(en se-
maines) .45 | 3,70 | 2,10 | I,40 | 1,40 | I,20
5,85 | 5,35 | 3,05 | 1,65 | I,55 | I,30




Figure 1
L(ﬁgf:sr Action de I'AlLA. sur la

croissance des racines isoléees
de Scorsonere ‘

1 s L [ }

,,'-s ¥ 40 10 10-¢ 10+ Concentration en ALA.
(en g/ m1)
Longueur
. (en cm)
k Action de I"ALA. sur la
/
® . .
ot i croissance des racines de

. plantules de Scorsonere

——t————————
v 09 10?0’  w¢  10° Conceniration en A.lA.
(en o/ mi)
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C) Structure anatomique des racines :

Les coupes effectuées aprés quinze jours,
trente jours et guarante-eing Jjours montrent une
structure pratiquement constante du cylindre cen-
tral; ceci s'explique par le fait que la racine de
Scorsonére cultivée "in vitro® sur le milieu de
STREET s'aceroft en longueur, mais non en épaise
seur . Nous avons toujours observé une structure
“primaire® de Dicotylédones avec généralement qua-
tre pbles de xyléme et de phloéme (photographie 3),

exceptionnellement e¢ing.

Les principales modifications intéressent

1'écorce.

I° -~ Racines de plantules entiéres :

Chez les témoins, l'écorce comprend de
ltextérieur vers 1'intérieur (photographie 3) :
1llassgise pilifére, l'assise subéreuse, le paren-
chyme cortieal qui, par ses grandes cellules &
paroi cellulosique mince laissant entre elles des
méats, occupe la nlus grande partie de 1l'écorce,

et llendoderme,

En présence de 1079 et 107Sg/ml a'a.I.4.
les racines montrent une structure identique & cel-

le des témoins; il en est de m&me pour la plupart
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des racines cultivées en présence de IO 'g/ml

d*A,I.A. (photographie 5).

Par contre aux concentrations de IO“6 et

Io=5g/ml d'A,I.4, les racines montrent (comme ceeci

avait déja été noté parfois en présence de IOQY)
des excroissances plus ou moins volumineuses (pho-
tographies L4, 6, 7 et 8) dues & 1l'hypertrophie du
parenchyme cortical dont les cellules s'allongent
radialement. Sur certaines coupes on observe aprés
gquatre semaines de culture et 4 la concentration de
10“6 (photographie 9) des cellules parenchymateuses
ayant une disposition radiale trés typique. Cette
Hypertrophie s'accompagne souvent d'une déscrganie
sation et d'une "desquamation® des cellules les

plus externes,



Photographie 3 : Coupe transversale pratiqués dans une

racine de plantule de Scorsonére cultivée sur le miliem

témeoin (o) pendant 6 semaines.

//> - , 2 as >,

versale pratiquée dans une

|

Photographie L. : Coupe trans

racine de plantule de Scorsonére cultivée en présence

de Iomvg/ml d'A.J.A. pendant 6 semaines montrant l'al-
longement des cellules corticales dans le sens radial

et leur dissociation.
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Photographis 5 : Coupe transversale pratiquée dans une

v oy ‘.
- : .f‘-.}
N ‘. .;‘
.,k =
18

racine de plantule de Scorsonére culbti-

vée en présence de Iom7g/ml d'ATIA pene

dant 6 semaines,

/AN

Photographie 6 : Coupe %transversale montrant la forma-

Y . L ' 2 Qe - rN

tion d'une radicelle sur une racine de
plantule de Scorscnére cultivée en
présence de IOm7g/ml d*AIA pendant 6

semaings,
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racine de plantule de Scorsonére cultivée en présen-
ce de I0m7g/ml d'AIA pendant 6 semaines montrant la
disscciation des cellules corticales et le départ

d'une radicelle.,

Photographié § : Coupe longitudihale d'une radicells

chez une racine de plantule de Scorsondre cultivée

m'?
en présence de I0 ‘g/ml d'AIA pendant 6 semaines.



Photographié’

P it

iy

racine de plantule de Scorsonére cultivée en prée

sence de Icmég/ml A'AIA pendant /. semaines mon-

trant la disposition radiale des cellules cortio

calss,

o, “Vj"‘)

-~

Photographie IO

Coupe transversale pratiquée dans une

racine de plantule de Scorsondre cultivée en prée-

sence de I0 g/ml A'AIA pendant /4 semaines montrant

une ébauche radicellaire,
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Photographie II : Coupe transversale pratiquée dans

une racine de plantule de Scorsonére en présens
ce de IOm5g/ml 4'AIA pendant 6 semaines montrant

plusieurs ébauches radicellaires,

Les diverses coupes que nous avons prati-
gquées permettent également de montrer gue si les
radicelles ont un développement normal en présen-
ce de Id; g/ml d'A.I.A. {photographies 6, 7 et 8),
elles restent au contraire plus ou moins inhie

6

bées en présence de I0 et 10”5g/hl A'AJ.A, (pho-

tographies I0 et II).

2° - Racines isolées :

En présence de IOw9 et Iomag/ml d'A.1.A,

les raecines isolées présentent une structure come
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parable & celle des racines isolées témoins qui

est elle-méme identique & celle des racines de

plantules témoins,

En présence de IO°7g/ml d'A.I.A, la struce-
ture histologique des racines n'est pas modifiée
si ce n'est au niveau de quelques rares exeroise
Sances ol l'on observe un décollement de certaie-
nes cellules du parenchyme cortical; ce décolle-
ment ne se manifeste qu'ad partir de la quatriéme

semaine (photographie I2).

6

A la concentration de 10 ~g/ml (photogra-
phie I3), on constate d'importantes réactions du
parenchyme cortical, déj& nettement apparentes dés
le quinziéme jour., Certaines cellules s'allongent
dans le sens radial aiors gue d'autres semblent

ne subir aucune modification; mais toutes manifes-
tent une nette tendance & se dissocier, Cette dis-
sociation est cependant moins accentuée que dans
le cas des racines de plantules entiéres, De plus
il se forme des ébauches radicellaires, mais leur
développement est généralement inhib&; si par ha-
sard elles se développent, elles présentent des

renflements dds au grandissement des cellules du

parenchyme cortical,

En présence de IODSg/ml d'A.I.A les phé-

noménes s'accentuent., L'allongement des cellules
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corticales s'étend méme parfois aux cellules de
1'endcderme. L'action rhizogéne est toujburs ime-
portanté; les ébauches radicellaires s'observent
nettement dés la quatrieéme semaine mais elles res-
tent totalement inhibées (photographie IL). Comme
chez tous les Phanérogames on remarque facilement
que les racines latérales ont une origine profonde,

endogéne (& partir du péricycle).

Ainsi les observations histologiques que
nous avens réalisées confirment que 1'A.I1.A favo-
rise la rhizogenése mais inhibe le développement
des racines., De plus, éi la dose d'auxine est suf-
fisamment élevée, il y a hypertrophie et disso=
ciation des cellules, ce qui correspond & la trans-
formation hyperhydrique signalée & de nombreuses
reprises dans le cas des tissus végétaux cultivés

Bin vitre®.
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Ph@tagraph,e I2 : Coupe trangversale pratiquée dans une

racine isolée de Scorsonére cultivée en présence de
IO“Yg/ml d'A.I.A pendant 6 semines montrant le
grandissement et la dissociation des cellules cop-

ticales,

Eh@tographie IQ Coupe transversale pratiquée dans une

racine isolée de Scorsonére cultivée en présence
de Iomég/ml d'A,I.A, pendant 6 semaines montrant
le grandissement des cellules du parenchyme et

1l'hyperplasie du védricvela .

i AL
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Phatographie I : Coupegiranéversale pratiquée dans une

racine isolée de Scorsondre cultivée en présence

de IO“Sg/ml A'A.I.A perdant 6 semaines montrant

plusieurs ébauches radicellaires,

Il était intéressant de pouvoir étendre
les résultats obtenus avec 1'A.I.A; nous avons
donc fait appel & d'autres composés auxiniques

1'A.N.A. et le 2,4-D,

ee

II = Action de 1l'acide naphtyl-acétique (A ,N,A) :

A) Aspect morphologique des racines s

En présence d'A.N.A, les réactions des
racines de Scorsondre sont trés analogues & cel-

les provoquées par 1'A.I.A, mais 1'activité an
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composé naphtalénique est en général plus pronon-
cée que celle de l'auxine (planches III, IV et V),
L& encore nous avons pu vérifier que les racines
isolées sont moins sensibles que celles gui restent

attachées aux plantules entiéres,

Io - Racines de plantules entiéres :

IO°9g/ml d'A.N.A stest révélé sans action,
mais dés la concentration de Iomsg/ml (planche III)
de légeres excroissances apparaissent sur la plue

part des racines aprés deux semaines de culture,

En présence de 107 /g/ml d'A.N.A (planche III)
toutes les racines présentent dés la premiére se-
maine de grosses excroissances et de nombreuses ra-
mifications. Chez certaines racines les ramifica-
tions se développent plus ou moins normalement et
atteignent trois 4 quatre centimétres au beout de
six semaines; chez d'autres elles restent petites

et sont généralement gonflées,

6 et IOw5g/ml

Aux concentrations de I0~
(planche IV) les transformations se généralisent,
De grosses excroissances apparaissent dés la pre-
miére semaine; les racines prennent une consise-
tance molle et spengieuse. L&s radicelles qui
sont toujours trés nombreuses deviennent de plus

en plus courtes; en présence de 10=5g/m1 d'A.N.A
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elles sont peu visibles extérieurement et restent

& 1'état d'ébauches.

Tableau VII

Ramifications des racines de plantules
de Scorsonére cultivées pendant 6 se-
mines en présence d'A.N. A,

(moyennes effectuées sur I2 plantules).

Concentramﬂ
tion en AN
(en g/ml)

0 1079 | 108 | 1077 | 106

Nombre de
radicel-
les,

I,30 | I,25 | I.35 7 16




Planche

des racines de plantules de Scorsonere

Aspect morphologique

6 semaines

pendant

cultivees en presence d ANA.
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N
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ANA=10%g/ ml

ANA=10"g/mI



Planche [V

Aspect morphologique des rocines de plontules de Scorsonere

cutivees en presence d'ANA. pendant 6 semoaines

@é@géé
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ANA -"‘./ﬂl
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2° - Racines isolées :

En présence de Iowgg/ml d' A.N.A, les ra-
cines isolées gardent également une morpholeogie

analogue & celle des racines témoins.

A la concentration de Iomsg/ml (planche V)
de légers renflements apparaissent sur quelques raeo
cines au bout de deux semaines et sur presque tou-

tes aprés quatre semaines de culture.

En présence de 10° (g/ml d'A.N.A (planche V)
on observe tous ces renflements ou exeroissances
dés la deuxiéme semaine. Certaines racinss devien-
nent plus ou moins translucides et présentent plu-
sieurs ramifications ce que l'on ne remarque Jjao

mais chez les racines isolées témoins.

Aux concentrations de I0 = et I0 5g/ml
(planche V) les excroissances semblent moins dé-

veloppées, en réalité les racines se nécrosent

trés rapidement.

Tableau VIII : Ramifications des racines isolées de

Scorsonére cultivées pendant 6 semaines en présence

d'A.N,A, (Moyennes effectuées sur I2 racines).

Concentration -9 -8 T
en ANA 0 I0 I0 I0
(en g/ml)

Nombre de : '

radicelles ﬂ 0 0,10 0,10 0,50
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B) Croissance des racines :

Les résultats obtenus (figure 2, tableaux
IX et X) vérifient que 1'A.N.,A. (comme 1'auxine)
inhibe la croissance des racines. Cette action,
trés prononcée & IO“S, Iomé et 107, se manifeste

déja a 1079,



Tablean IX ‘

Action de 1'A,N.A sur la croissance

o

des racines de plantules de Scorsondre,

Longueur moyenne exprimée en centimétres,

(moyennes effectudes sur des lots ds I2

racines).

Concentra« . N N =5
tion en 0 107 | 1008 | 1677 | 1076 | IO
AUNGA,
{en g/ml)
rf
I 3,30 | 3,10 2,60 I,60 1,45 1,10
Temps (2 4,55 | &,30 3,35 2,05 1,60 1,20
de cul-
13 5940 5910 5,90 \2930 1975 1950
ture
(en se-|L 6,60 | 6,10 L., 90 2,60 2,00 1,45
mainss)
6 | 9,20 | 8,40 7,15 3,10 | 2,30 1,65

2N




Tablean X :

ST

Action de 1'A.N.,A sur la croissance des
racines isolées de Scorsonére,

Longueur moyenne exprimée en centimétres.
(moyennes effectuées sur des lots de I2

racines) .

Concentra-
tion en ANA| O 1079 | 108 | 1077 | 1076 | 105
lern g/ml)
7
I I,90 | I,80 I,55 1,45 I,40 | 1,20
Temps del2 2,35 | 2,25 I,80 I,55 | 1,55 | I,30
cenlbure
43 2,70 | 2,55 2,05 I,60 | I,60 | I,40
(en see
maines) |4 3,30 | 3,00 2,30 I,65 | I,65 | I,50
6 4,35 | 3,90 2,75 I,70 [ I,70 | 1,60
N




Figure 2
lii:’:::r‘ Action de [I"ANA, sur la
sl croissance des racines isolées

de

Scorsonére

T 10-? «t‘- 10-" 10°¢ 10°* Concentralion en ANA.
Cen g/fnl b
Longueur A |
Cen cm) Action de IYANA. sur Ila
o1 croissance des racines de

plantules de Scorsonere
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C) Structure anatomique des racines :

Nous avons retrouvé des résultats similai-
res 4 ceux obtenus aveec 1'A.I.A., La structure du
cylindre central des racines cultivées en présence
d'A.N,A ne varie pratiquement pas et reste "pri-
maire”, mme aprés six semaines de culture., Les
principales modifications intéressent 1'écorce;
néanmoins on les voit apparaitre dés la concentra=
tion de Iomsg/ml : 1'AN.A est environ dix fois
plus actif que 1'A.I.A.

I° - Raecines de plantules entiéres :

Sans action & IOmgg/ml, 1'A,N.A provogque
a 10°° lthypertrophie des cellules corticales dés
la deuxiéme semaine de culture, Ces cellules s'al-
longent dans le sens radial (photographie I5) &%
levur longueur devient, aprés six semaines de cul-
ture, Jjusque guatre 4 cing fois plus grande que

celle des racines témoins.

Les phénoménes sont encore plus marqués aux

6 et IOmSg/ml et les

concentrations de I0”!, I0°
coupes effectudes aprés trente Jours de culture
montrent une dissociation trés nette des cellules
parenchymateuses et méme du péricycle; 1'A.N.A,
comme l'auxine, favorise la division des cellules

péricycliques done la formation des ébauches radi-
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cellaires., Alors que les témoins ne portent qu‘une
au hiem deux radicelles & un niveau donné, on

peut voir sur les coupes réalisées au bout de six
semaines deux, trois et méme quatre racines laté-

rales sur une méme coupe transversale.

2° - Racines isolées :

En présence de I0°Sg/ml d'A.N.A, d2s la
deuxiéme semaine, quelques cellules corticales
grandissent, mais ce grandissement n'est vraiment

net qu'apres 30 jours de culture.

Aux concentrations de ?,[Om7 (photographie 16),
Iom6 et 10°0g/ml les cellules parenchymateuses se
dissocient, mais cette dissociation est moins mar-

quée que dans le cas des racines de plantules,

Comme nous lfavions observé avec 1'A.Il.4,
en présence de IOmSg/ml d'A.N,A, l'allongement
des racines latérales est trés nettement inhibé,

g at 10°5g/m1 les phé-

Aux concentrations de 10~
noménes de nécrose, gui atteignent les cellules
corticales, sont d'ailleurs importants dans la

plupart des cas.
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Photographie 15 : Coupe transvérsale pratiguée dans une

racine de plantule de Scorsonére cultivée en pré-
sence de Iomsg/ml a'A.N.A pendant 6 semaines mone

trant l'hypertrophie des cellules corticales,

. :" y ..‘35 f‘

Photographie 16 : Coupe transversalé-pratiquée dans une

racine isolée de Scorsconére cultivée en présence

de 10”7

g/ml d*A.N.A pendant 6 semaines montrant le
grandissement et la disscciation des cellules cere

ticales.
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ITT - Action de l'acide 2,)-dichlorophénoxy-acétique
(2 ’Ll-':’D) :

&) Aspect morphologique des racines :

Comms on pouvait s'y attendre, le 2,4-D se
montre plus actif mais aussi plus toxique que
1'A.,1.4, Dés la concentration de Iomsg/ml ( planche
VI) des modifications apparaissent sur les racines
de plantules; le‘nombre des ramifications (ta-
bleaux XI et XII) est plus élevé que dans le cas
de 1'A,I.,A, par contre 1L'inhibition de 1l'allonge-

ment de ces racines est plus forte.

I° - Racines de plantules entiéres :

A IO=9g/m1 le 2,4-D est pratiguement sans

action,

A la concentration de Iomsg/ml { planche VI)
il provoque souvent le gonflement de la région

apicale des racines qui brunissent.

Ce phénoméne s'accentue & 10”7 ( planche VII
et photographie I7). Dés la premiére semaine, les
excroissances des racines sont volumineuses, les
ramifications sont nombreuses, plus ou moins
boursouflées et aplaties; leur développement est
fortement inhibé et aprés six semaines elles n'late

teignent jamais plus de quatre & cing millimeétres,



Planche VI

Aspect morphologique des racines de plantules de Scorsonere

cultivees en presence de 2,4-D pendant 6 semaines

2,4-0. = 10°8g / mi



Planche VI

Aspect morphologique des racines de plantules de Scorsonere

cultivées en presence de 2 ,4-D pendant 6 semaines

, -6
3,4-0 =10 g/ml

e
o
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2,4-0.=10 g/ ml



Photographie I7 : Aspect des racines de plantules ds

Scorsongre cultivées pendant 4 se-
ma ines en présence de IO°7g/ml de
2 sl‘-“”D'

(B0

3

Lgge 4
\ite

Photographie I8 : Aspect des racines de plantules de

Scorsonére cultivées pendant 4 semai-

nes en présence de IO’ég/ml de 2,4-D,
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A partir de Iomég/ml (planche VII; photo-
graphies I8 et I9) c'est essentiellement 1l'effet
toxique qui se manifeste. Cette toxicité du 2,4-D
se manifeste non seulement sur les racines mais
aussi sur les feuilles qui ont tendance & se flé-

trir et & noircir.

Tableau XI ¢ Ramifications des racines de plantules de

Scorsonére cultivées pendant 6 semaines en présence

de 2,4-D, (Moyennes effectuées sur I2 plantules).

Concentration -9 -8 .7 -6
en 2,4-D 0 I0 I0 107 I0
(en g/ml)

Nombre de ra- ,

dicelles. I,I0 I,I5 1,80 L4,I0 3:35

Photographie I9 : Aspect des racines de plantules et

des racines isolées de Scorsonére cultivées pen-

dant 4 semaines en présence de Io°5g/m1 de 2,4-D,
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2° - Racines isolées :

En présence de 10”2 et méme IOQSg/ml de

2,4-D 1'aspect morphologique des racines isolées

n'est pas modifié.

En présence de IO“7g/ml (planche VIII et
photographie 20) des excroissances volumineuses
apparaissent avec deux ou plusieurs ramifications

courtes et plus ou moins gonflées,

-6
A IO  (planche VIII et photographie 2I1),
les racines isolées sont épaissies, mais ne pré-
sentent plus d'excroissances, ni de radicelles

(tout au moins visibles extérieurement).

En présence de IOmsg/ml de 2,4-D (planche
VIII et photographie I19) les racines restent gré-
les mais brunissent et se nécrosent, témoignant

de la toxicité du 2,4-D & cette concentration,

Tableau XII ¢ Ramifications des racines isolées de Scor-

sonére cultivées pendant 6 semainesen présence de

2,4-D. (Moyennes effectuées sur I2 racines).

Concentration -9 -8 7
en 2,4-D 0 I0 I0 I0
(en g/ml)

Nombre de ra-

dicelles 0325 0,I0 0925 1960
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B) Croissance des racines :

Le 2,4-D (figure 3; tableaux XIII et XIV)
inhibe la croissance des racines dés la concen-
tration de IO°7g/ml, Par contre, en présence de
10°7 (et mé&me IO“Sg/ml) l'allongement des racines

de Scorsonére est légérement favorisé,



- L

Photographie 20 : Aspect des racines isolées de Scorsoe
nére cultivées pendant 4 semaines en présence de

Io“7g/m1 de 2,4-D.

Photographie 2I : Aspect des racines isolées de Scorso-

nére cultivées pendant 4 semaines en présence de

Io“ég/ml de 2,4-D,
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Tableau XIII : Action du 2,4-D sur la eroissance des

racines de plantules de Scorsonére,

Longueur moyenne exprimée en centimétres,

(Moyennes effectuées sur des lots de

I2 racines).

Coneentra%ion . - -
en2,4-D | O 1009 | 108 | 1077 |10°¢ | 1075
(en g/ml)

1 3,25 3,55 2969 I,I0 [ I,00f TI,00
Temps |2 4,95 L4, 90 4,65 1,15 | I,05| 1I,00
de cultu-

43 5535 5,70 5,60 1,20 | I,I0f 1I,05
re (en
semaie |/l 6,20 6,80 6,50 I,25 | I,I5{ 1,05
nes).

.6 10,05 10,55 8,40 I,55 1,20 I,I0

{{*&J ¥
7%, )




Tableau XIV

: Action du 2,4-D sur la croissance des

racines isolées de Scorsonére,
Longueur moyenne exprimée en centimétres,
(Moyennes effectuées sur des lots de I2

racines),

Concentrae

tion en 0 1009 | 108 | 1077 | 1076 | 1075
2,4-D

(en g/ml)

11 1,55 1,60 1,75 | I,I0 | 0,90 | 0,90
Temps |2 2,25 2,55 2,70 | 1,20 | 0,95 | 0,95
de cul-

13 3,00 b I 3,60 | I,35 | 1,00 | I,00
ture
(en se~ [4- 5985 4925 14-»55 Iol#o 1,05 1905
maines)

6 5,70 6,41 5,8 | 1,60 | I,I0 | I,1I0




Figure 3

Action du 2,4-D sur |la

croissance des racines

isolees de Scorsonere
4
3
2
9
or 10~ u:r’ 15" ‘":"‘ "i" Conc:;rorion en 2,4-D
Cen g/m1)
Longueur
(on em) Action du 2,4-D sur la
, em croissance des racines ‘de
1 plantules de Scorsonere
$
¢
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T T 3 w0t w? 10¢ 10°° Concenirglion en 2,4-D
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C) Structure anatomique des racines :

Les résultats sont pratiquement comparables

& ceux obtenus en présence d'A,N.A.

Les déformations de 1'écorce apparaissent
dés la concentration de Ioasg/ml. L'hyper plasie
du péricycle & l'origine de la formation des racie
nes latéraies se manifeste dés la concentration

de IO“Sg/ml.

=t le Yoo Tola

A cbté des composés auxiniques existent
deux autres grands groupes de facteurs de crois-
sance : le groupe de la kinétine et celui de l'a-

cide gibbérellique.

La kinétine ou é-furfurylamine-purine est
surtout connue en tant que facteur de division
cellulaire et l'acide gibbérellique en tant que

facteur d'élongation des tiges,
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Planche [X
hologique des racines de plontules de



morphologique des racines isolées de Scorsonere
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Tableau XV : Ramifications des racines de plantules de

Scorsonére cultivées pendant 6 semaines
en présence de kinétine.

(Moyennes effectuées sur I2 plantules).

Concentration -9 -8 =7 "

en kinétine 0 I0 I0 I0 I0

(en g/ml)

Nowbre de rad 2,I5 0,90 0,I0 0 0
dicelles,

2° - Raecines isolées :

En présence de 10“9g/ml de kinétine les

racines isolées restent semblables aux témoins.

Aux concentrations supérieures (planche X)
1a plupart des racines portent des renflements qui
apparaissent aprés quatre semaines de culture,

Quelques racines restent néanmoins gréles et noi-

rdtres,

Tableau XVI : Ramifications des racines isolées de Scor=
sonére cultivées pendant 6 semaines en présence de
kinétine, (Moyennes effectuées sur I2 racines).

Concentration -9 -5 % g
en kinétine 0 I0 I0 I0 10~

(en g/ml)

Nombre de

radicelles 0,I5 0,I0 0 0 0

\h ‘"'“;“ ;
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B) Croissance des racines :

La kinétine inhibe la croissance des raci-
nes de Scorsonére. Cette action se manifeste sur-
tout & partir de IO°7g/ml (figure L; tableaux XVII
et XVIII).

C) Structure anatomique des racines :

la kinétine a une action identique sur les
racines de Scorsonere, qu'elles solent isolées ou
non., Blle ne se manifeste qu'aux doses supérieu-
res & IO°9g/ml et provoque le gonflement des ra-
cines et le plus souvent la dissociation des cel-

lules corticales (photographies 22, 23, 24 et 25),

Néanmoins les phénoménes sont beaucoup
moins marqués que pour les facteurs auxiniques
précédemment étudiés. Aucune hyperplasie du péri-
cele suivie de division n'a été observée; ce qui
peut se comprendre car la kinétine n'a certaine-
ment pas d'action rhizogéne comme l'auxine ou les

composés auxinomimétiques,



Tableau XVII

o R

: Action de la kinétine sur la croissance

des racines de plantules de Scorsonére.
Longueur moyenne exprimée en centimétreg,
(moyennes effectuées sur des lots de

I2 racines)e.

Temps de 2
culture <

(en semai-

nes). 4

Concentration - _
en kinétine o | 107 | 1078 | 1077 | 1076 | 107°
(en gyml)

I 3,60| 3,15 | 3,00 | 2,45 | I,75 | I,25

L,65| 60 | 55 | 3.10 | 2,20 | 1,35
5,50| 5,45 | 5,40 | 3.40 | 2,30 | 1,35
6,30| 6,30 | 6.30 | 3,80 | 2,45 | 1,40

8935 7395 8345 4955 2950 Iﬂh5
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Tableau XVIITI : Action de la kinétine sur la croissance

des racines isolées de Scorsonére,
\.-‘e,fkufu Il .

Longueur-exprimée en centimetres.,

(Moyennes effectuées sur des lots de

I2 raecines).

Concentration 5
en kinétine 0 10°9 | 10°

(en g/ml)

1| 1,80| 1,50 | I,40 | 1,15 | 1,I5 | I,I5

Temps de 2 | 2,50 | 2,20 | 2,00 | I,45 | I,40 | I,25

culture

V]

13| 3,10 | 2,8 ,50 | 1,65 | I,50 | I,35

(en semi-

nes) . L 3,85 3,50 3,10 1,85 I,55 1,14.0

6 | 4,75 | 4,25 | 3,65 | 1,95 | 1,65 | I,40




Figure 4
Longueur A Action de la kinétine sur Ia

croissance des racines isolées

$ 3
. de Scorsonére

' ¢ } += >
T 10°? 108 10-7 10-¢ 10-* Concenlration en kinétine
Cen g/ml)
Longueur . e
9 ﬁ Action de la kinétine sur la

Cen cm)

croissance des racines de
104

plantules de Scorsoneéere

7
o,
LR
° — = } 4 $ .
T 10°* 10°? 107 10-¢ 10°* Concentration en kinétine

Cen g [mi )
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Photographie 22 : Coupe transversale pratiquée dans une

\Cj;lim Vé&' -0
racine isolée de Scorsonére¥en présence de 10 “g/ml

de kinétine pendant 6 semaines,

2
ot
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Photographie 23 : Coupe transversale pratiquée dans une

racine isolée de Scorsonére cultivée en présence
de IO”Sg/ml de kinétine perndant 6 semaines mon-

trant la dissociation des cellules corticales,



racine de plantule de Scorsondre cultivée en pré=-

sence de Io&bg/ml de kinétine pendant 6 semaines.,

racine isolée de Scor sonére - cultivée en présence

6

de 10" g/ml de kinétine pendant & semaines montrant

l'allongement radial et la dissociation des cellu-

les corticales
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V = Action de 1l'acide gibbérellique :

A) Aspect morphologique des racines :

L'acide gibbérellique n'apporte aucun chan-
gement dans la morphologie des racines de Scorsoe-
nére, Les racines de plantes entilres et les raci-
nes isolées restent gréles comme les racines té-
moins; le nowbre des ramifications varie peu

{tableau XIV).

Tableau XIV : Ramifications des racines de plantules de

Scorsonére cultivées pendant 6 semaines

en présence d'acide zibbérellique.

Concentration -9 8 e =5
en acide gib=- 0 I0 10° I0 I0
bérellique
(en g/ml)

Nombre de I,80 2,25 2,15 I,90 | 2,30
radicelles,

L 54

7 A
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(4

AN
N
S



e e

B) Croissance des racines :

L'acide gibbérellique n'inhibe la croissance
des racines de Scorsonére que trés légérement (fi=
gure 5; tableaux XX et XXI). Toutefeis, cette inhi-
bition semble plus prononcée, dés Iomsg/ml, chez
les racines de plantules que chez les racines iso-

léeSo

C) Structure anatomique des racines :

Liacide gibbérellique seul semble n'aveir
aucune action sur la structure histologique des rae
cines de Scorsonére isoclées ou non (photographies

26, 27 8t 28).

Photographie 26 : Coupe transversale pratiquée dans une

racine de plantule de Scorsonére cultivée sur le

milieu témoin (0) perdant 6 semaines,



Tableau XX : Action de l'acide gibbérellique sur la

Bl | i

croissance des racines de plantules de

Scorsonére,

‘ R4 \:,k.gumﬂ
Longueur moyenne-en centimétres,

(Moyennes effectuées sur des lots de I2

racines).
Concentration
en acide gibbé ”
rellique o | 109 | 1078| 107 | 1076 | 1077
(en g/ml)
I Lob5| L4y55 | 4,b0 | 4GB | 4,15 | 3,75
Temps de |2 6,20| 6,30 | 6,25 | 5,85 | 5,25 | 4,90
culture E ,
13 T+3I5] 715 | 7,30 | 6,80 | 6,25 | 5,58
(en semai-
nes)‘o 14- 8,20 8,05 8,15 7+35 6975 6,I0
6 | I2,80|I2,10 |I2,40 {I0,70 | 9,30 | 8,I0




Tableau XXI

¢ Action de lfacide gibbérellique sur la
croissance des racines isolées de Score
sonere., L

Longueur moyenne-€n centimétres,

(Moyennes effectuées sur des lots de I2

racines).
Concentration
egn acide gib- - - -
érellique o | 109 | 1078 | 1077 | 1076 | 1075
(en g/ml)
I 2,00 2,10 2310 2,25 I,95 I,80
Temps de |2 | 2,80 | 3,00 | 2,85 | 2,90 | 2,45 | 2,I5
culture
15 3,50 | 3,50 | 3,40 | 3,30 | 2,90 | 2,70
(en:rsemai=- :
ses) . Lol 4,30 | 4,40 | L45 | 4,35 | 3,70 | 3,25

6 | 5:55 | 5,65 | 5,60 | 5,75 | 4,75 | 4,30




Figur*e S

Action I'acide gibbérellique
Longueur A , .
Cen'em) sur la croissance des racines
N isoléees de Scorsonére
[ 3¢ 8 \\\
| ¢_sem, ——
‘ "'s sem. \‘-\
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o
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0§ e : } - '
T 10°9 10-% 10-? 10°¢ 10" Concentration en acide
gibbérellique C en g/ml)
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§ 2 Achon de l'acide gibberellique
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s+ ' S
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14
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T 1079 10-8 1077 10°¢ 10 Concenirglion en acide

gibbérellique (en g/ml)



Photographie 27 : Coupe transversale pratiquée dans une

racine de plantule de Scorsonére en
présence de IO“5g/ml d'acide gibbérel-

lique pendant 6 semaines,

Kol (] E@

Photographie 28 : Coupe transversale pratiquée dans

une racine isolée de Scorsonére cul-
tivée en présence de 10”5g/m1 d'acide

gibbérellique pendant 6 semaines.
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CHAPITRE QUATRIEME - REPIQUAGES.

Comme Jje l1l'ai signalé dans les techniques,
jtai d'abord effectué des repiquages de fragments avec

apex, puis des repiquages de fragments sans apex,

I - Repiquages de fragments avec apex

Les expériences réalisées‘sur des frag-
ments avec apex donnérent des résultats comparables
4 ceux observés lors des ensemencements primaires :
l'aspect morphologique et la structure anatomique
des racines repiquéss rappellent ceux des racines
isolées. Il faut néanmeoins faire remarquer qus la
croissance en longueur est plus faible lors du
repiquage (tableau XXII) que lors du premier pase-
sage; toutefois nous savons que ce phénoméne est
général et non particulier aux racines de Scorso-
nére, On le retrouve de plus avec tous les face

teurs phytohormonaux que nous avens utilisés.
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Tableau XXII : Action de 1'A.I.A sur la croissance des

racines isolées de Scorsonére, Secord
passage., Racines repiquées, remises en
culture perdant 6 semaines,

(moyennes effectuées sur des lots de 6

racines).

Concentration -
en A.I.A o | 107 | 108 | 1077 | 1076 | 1075
(en g/ml)

Longueur moyen| L,40| 3,I0 | 2,80 | I,45 | I,35 | I,I5
ne (en cm).

Y

II - Repiquages de fragments sans apex :

Les racines isolées de Scorsonére se rami-
fiant peu ou pas sur le milieun témoin, il était
logique de penser que les fragments sans apex pou-
vaient, tout au meoins sous certaines conditions,

proliférer et former un cal.

Nous essaierons donec dans un premier
point de préciser dans quelles conditions il y a
cu non prolifération, Nous étudierons dans un
second point la structure, ce qui nous permettra
de dégager un rapport (s'il existe) entre le pre-

mier et le second point.
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A) Conditions de la prolifération :

Aucune prolifération n’apparaft sur les
fragments sans apex cultivés sur le milieu témoin
(0); que les fragments soient repiqués normalement
(c'est-&-dire face foliaire vers le haut et face
radiculaire dans le milieu de culture) ou placés

inversement,

Afin de provequer la callogenése nous avons
d'abord utilisé 1'A.I.A, puis la kinétine et en-
fin 1'A,I.A et la kinétine combinés.

Ies vérifications sont effectuées aprés un

mois de remise en culture.

I°o - Action de 1'A,TI.A :

Les explantats peuvent provenir du milisu

témoin (0), de IO~ g/ml ou de I0” g/ml d’A I.A

et 8tre rep1qués en présence de IO 9, +O 8, I0

1070 et 10"5g/ml d'A.I.A.

78

a) Fragments provenant du milieu témoin (0)

Les phénoménes de prolifération commene-
cent & apparaftre sur quelques explantats en pré-
sence de Iomsg/ml d'A.I.A., Llaction est maximum
a Iow7g/ml (photographie 29); elle se manifeste
toujours nettement & Iomég/mlo Au-deld de cette
concentration les phénoménes de callogenése sont

masqués par l'hypertrophie des eellules corticales,
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2° - Action de la kinétine :

Les explantats peuvent provenir du milieu
témoin (0), de Iomgg/ml ou de Iowsg/ml de kinétine
et 8tre repiqués en présence de I0a9, 10-5> 10”7,

IO'=6 et Io“5g/m1 de kinétine,

Auvcun cal ne se forme, au cours du second
passage, sur les fragments sans apex, méme aprés

un mois de culture,

%20 . Action de 1'A.I.A4 et de la kinétine :

Certains auteurs pensent que la kinétine
et 1'A,I.A agissent de fagon synergique; c'est
pourquoi nous avons réalisé diverses combinai-
sons de ces deux substances. Les explantats pou-
vant provenir du milieu témoin (0) sont repiqués
en présence de 1077 ou IOﬁég/ml a'A.I.A et ds

9 8 T 1ub 5

1077, I07°, I0 ', 10°° ou IO “g/ml de kinétine,

Les résultats obtenus sont trés analogues
4 ceux observés en présence de IO“Tg/ml d*A.I.A

seul (photographie 30).



Photcgraphie 29 : Fragment

sans apex de racine de Scor-
sonére repiqué normalement
en présence de 10“7g/ml
d'A.I.A pendant 4 semaines,

Chaque division de l'échel-

le représente Icm,

Photographie 30 : Frage

ment sans apex de racine
de Scorsonére repiqué nore
malement en présence de
10" Tg/ul d1A.I.4 et de
Iomég/ml de kinétins pen-
dant 4 semaines,

Chaque division de 1l'é-

chelle représeﬁte Icme
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B) Structure anatomique des fragments :

Toutes les coupes examinées lors du repi-
quage et un mois aprés montrérent une structure
“primaire® typique, avec généralement quatre p8les

de xyléme et de phloéme.

Selon la théorie classique, la présence
d'un cambium est nécessaire pour qu'il y ait fore
mation d'un cal, Le fait que la structure anato-
mique n'ait pas changé au cours du deuxiéme pas-
sage a une grosse importance; en effet, elle nous
permet d'affirmer que des phéneménes de callogenése
peuvent se produire méme sur des fragments de ra-
cines gréles & corndition que le milieu de culture
contienne un facteur auxinique, I1 faut done ade
mettre que certaines cellules ont subi une dédife-
férenciation et sont devenues capables de proli-
férer., Des coupes réalisées dans le cal auraient

peut-étre permis de vérifier cette hypothése,
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TROISIEME  PARTIE

CHAPITRE CINQUIEME - CONSIDERATIONS GENERALES ET

CONCLUSION,

Les cultures de racines de plantules et
de racines isolées de Scorsonére gue nous avons réali-
sées nous ont permis de vérifier l'action de divers
facteur s phytohormonaux sur l'aspect morphologique des
racines, sur leur allongement et sur leur structure anae-

tomique.

En plus de ces cultures de racines avec
apex, nous avons réalisé des cultures de racines sans
apex qui ont permis d'aborder le probléme de la for-

mation du cal,

I - Action de divers facteurs phytohormonaux sur l'as-

pect morphologique des racines :

Les déformations subies par les racines
sont trés différentes selon qutelles sont cau-
sées par des facteurs auxiniques ou par des face

teurs non auxiniques,
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I° - Tous les facteurs phytohormonaux utilisés
entrainent une inhibition marquée de 1l'allon-
gement radiculaire dés la concentration de
10" 'g/ul et sensible (sauf en présence de 2,4-D)
des 10" 7g/m1,

2° - En présence de 10m9g/ml et méme Iomsg/ml de
2,4-D nous avons observé une légére activation

de la croissance en longueur des racines.

3° - Ltacide gibbérellique reste le facteur de
croissance le plus inactif visdwis des ra-

cines,

ITI - Action de divers facteurs phytohormonaux sur la

structure anatomique des racines :

Les réactions des racines de Scorsonére
sont dans 1°'ensemble plus marquées en présence de
facteurs auxiniques qu'en présence de kinétine,
et surtout dtacide gibbérellique, Elles sont par
ailleurs beaucoup plus accentudes chez les raci-

nes de plantules que chez les racines isolées.

I° - La présence de facteurs auxiniques (A.I.A,
AN.A ou 2,4-D) dans le milieu de culture

se traduit toujours, dés la concentration
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de T0" 1 ot mémeilomsg/ml, par un gonflement
dans le sens radial, suivi dfune désorganisa-
tion, des cellules corticales et par une divie
sion de l'assise péricyclique qui est & l'ori-

gine de la formation de nombreuses radicelles,

la kinétine ne semble pas au contraire provo-
quer la formation des racines, Elle est res-
ponsable néanmoins de l'allongement de cer-

taines cellules du parenchyme cortical,

Liacide gibbérellique reste toujours sans

effeto

Toutes ces observations vérifient les nom-

breux travaux effectués par divers auteurs sur

d'autres plantes que la Scorsonére @f, historique).

voir

De par ses propriétés que nous venons de

sur les racines de Scorsonére l'acide gibbé-

rellique semble le plus souvent Se comporter &

1'opposé des hormones de croissance.,
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Certains auteurs, en particulier SKOOG et
ses collaborateurs, pensent que la présence
simltanée d’auxine et de facteur de division
(kinétine ou "kinines") est nécessaire pour
qu'il y ait prolifération. Il faut alors supe
poser que les racines gréles de Scorsonére
sont capables de synthétiser leurs propres
"kinines", mais sont par contre incapables

dl'effectuer la synthése d'auxine,

Les phénoménes sont indépendants de l'orien=
tation du fragment dans le milieu de culture
lors du repiquage; et de la présence ou de
l'absence d'un facteur phytohormonal dans

le miljeu de culture ayant servi au premier

passage .

Ia structure anatomique ne change pas au
cours du repiquage, méme en présence d'A.I,.A

ou de kinétine,

Ceci prouve que des fragments de
racines gréles dépourvus d'apex et ayant
conservé une structure "primaire” sont sus-
ceptibles, en présence de facteurs phyto-
hormonaux (A.I.A & la concentration de
IO'=7 ou IO”ég/ml), de proliférer, Les phé-
noménes de callogenése peuvent donc se ma-

nifester méme lorsque les fragments de ra-
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cines sont dépourvus de cambium,

Les combinaisons réalisées entre 1'A,I.A et

la kinétine donnent des résultats analogues

& ceux obtenus avec 1'A,I.A employé seul aux
concentrations de 10’7 et Ioﬁég/mlo L'apport
de kinétine ne favorise pas la proliférationg
mais il n'est pas certain toutefois que ce
phénoméne soit encore vrai aveec de fortes con-

centrations d*A,I.A,
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