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INTRODUCTION

Les milieux nutritifs habituellement utilisés pour la culture
"in vitro" des tissus végétaux renferment du sucre,des éléments
minéraux et parfois des facteurs hormonaux.

Pendant fort longtemps,on 2 utilisé empiriquement les éléments
minéraux de la solution de Knop diluée de moitié,comflétée par leg
oligoéléments de la solution de Berthelot,modifidepar Gautherek.

Aprés une étude systématique des besoins minéraux de différents
tissygs végéteux cultivés in vitro,Heller a propgsé une solution type
tant pour les macro gue pour les microéléments,

Au cours de leurs recherches sur les facteurs de division,Skoog
et ses collaborateurs montrerent queles cellules de moelle de Tabac
avaient des exigences partigulitres. L'auxine provogue seulement
1t8longation des cellules,alors gue leur prolifération eshk sous la
dépendance de l'action simultande d'acide indolylacétique et -de Xiné-
tine (découverte en 1955 par Miller,Skoog,Von Saltza,Strong dans les
‘pooduits de dégradation d'un ADN) |

De plus,les tissus de moelle de Tabac sont capables selon la dose
d'auxine ou de kinétine utilisée, de produire des bourgeorns ou des
racines,..

Enfin,aprés une série de recherches systématiques,Murashige et
Skmog (1962) mirent au point un milieu complexe contenant & la fois
des éléments minéraux et des facteurs organiques,en particulier de
l'auxine et de la kinétine.Il était cependant intéressant de:vérifier
si les propriétés exubérantes manifestées par ce milimu & 1'égard de
la moelle de Tabac,pouvaient également s'exercer & l'égard dlautres

" tissus. - -

Nous avons donc fait appel & des tissus ayant des exigences diffé-

rentes. Nous avons par exemple,utilisé du parenchyme vasculaire def

" Popinambour ou de Scorsempre qui sont hétérotrophes a 1l'auxine,des
tissus de Ronce qui sont autotrophes & cette hormone ou des tissud
de Carotte ayant des besoins intermédiaires, D'autre part,nous avohs
eu recours & des tissus tumoraux{crown-gall.ou anergiés) capables
de proliférer en absencepde tout facteur de division.Enfin,certains
tissus tels que ceux d' Endive nous ont permis de préciser les besoins



nutititifs de tissus capables non seulement de proliférer mais aussi
de manifester des phénomenes d'organogénese (bourgeons et racines).

Nous avond donc comparé la croissance et le développement
de ces tissus sur les milieux de Gautheret, de Heller et de Kurashige
et Skoog

Ces travaux ont été réalisés au laboratoire de Physiologie
Vésétale de 1'Institut de Botanigue de Lille sous la direction de
Monsieur le Professeur Bouriquet auquel j'exprime toute ma grati-
tude pour ltexcellente initiation 2 la recherche qu'il me donne
comme pour la bienveillante compréhension qu'il manifeste & mon
égard,
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J'exprime tous mes remerciements et ma reconnaissance a
Monsieur Vasseur assistant au laboratoire de Physiologie Végétale

ppur sa collaboration et ses conseils.

J'exprime ma reconnaissance a lMonsieur Legrand qui m'a
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LES TECHNIQUES

A- Les milieux de culture- Les milieux solidifiés par ce la gélose
(0,9%) contiennent du glucossz: 30 ou 50g/1
selon les tissus étudiés.

1~ Milieu de Gauthered

S e —n A — . ——

I1 comprend les macroéléments de la solution de Knop dilude de
moitié,c'est & dire:

Ca(N03)2,4H§o 0,5 g

K NO3 0,125¢

Mg SO, F HyO 0,125g
’

KH,P0,, 0,125g

Eau Q.3.P.F. 1000 ml

A cette solutionjl'on ajoute 10 gotuttes par litre de la solution
dloligoéléments de Berthelot modifiée par Gautheret comprenant:

Fe S0 ’7 H,0 50 g
Mn 804,7 H,0 2 g
KI 0,58
Ni Cl,, 6 HS0 0,05g
Co Cl,, 6 H,0 0,05¢
Ti, (804)3 0,20g
n SO4, 4 H20 0,10g
Cu SO4, 5 H,0 0,05¢
Be 804, 4 H,0 0,10g
H3 BO3 0,05¢
H2 804 iml

Eau Q,o S. P' Fi 10001“11



2 - Jilieu de Helle

— = -

-

K Cl 0,750 g

Na NO

3

0,600 g

Hg 50, , 7T H,0 0,250 g

Ca Cl, , 2 H,0 0,075 g

Bau  Q.8,P.F 1000

ml

4

La solution minérale de macroéléments comprend

A cette solution 1l'on ajoute 10 gouttes par litre de la solution de
microélgments qui se compose de ;

Fe Cly , 6 H,0
Zn 50, } 7 H,0
H, B

Hs oBv

MBS0, , 4 Hy0
Cu 80, , 5 HyO
AL Cl,

§i Cl, , 6 Hy0
K I

Eau Q.S.P.F'

e, S s s G — o dans mave Sy ot S

NH4 NO3

K 10,
Ca (1, ; 2 Hy0

1

0,03
0,03

0,01

1000

ng

mg

ng

mng

mg

mng

mg

ng

ml

. Il comprend des éléments minéraux



i

KH, PO

2 4 170 mg
Na2 EDTA 37,3 mg
Fe 80, , 7 H,0 28,8 ng
Hy BOs 6,2 mg
¥n S0, , 4 H,0 22,3 mg
Zn SO4 , 4 HZO 8,6 mg
XTI 0,83 mg
Na2 Mo O4 y 2 H2O 0,25 ng
Cu 80, , 5 HyO 0,025 mg
Co C1, , 6 I,0 0,025 mg
Bau Q.S.P,F 1000 ml

des éléments organiques

Hydrolysat de caséine 1 g/1
Glycocolle 2 mg/l

Myo inositol 100 mg/1

Acide nicotinique 0,5mg / 1
Pyridoxine, H Cl 0,5mg /1
®hiamine, HC1 0,1 mg/ 1
Acide indolylacétique 1 -Z20mg/ 1
Kinétine 0,04 - 10mg/ 1

Afin de faciliter la comparaison avec les milieux de Gauthe-
ret ou de Heller, nous avons été amenés parfois-a n'utilisco
que les éléments minéroux de ce milieu complexe,



B - La stérilisation des tissus et leur ensemencement

Nos expériences porteront sur divers tissms, tels ceux de feuilles ou
de racines d'Endive, de racines de Carotte, de Salsifi, de parenchyme

vasculaire de Topinambour et de souches différentes.,

! - Les feuilles d'Endive
minutes dans l'hypochlorite de
fois par de l'eau stérile afin

Sur ces feuilles, 1'on préleve

- Bl
calc
a'él
asep

les sont stérilisées pendant 20
ium & 70 g/1, puis lavées trois
iminer toute trace d‘'hypochlorite,
tiguement au niveau de la nervure

principale, & 1l'aide d¥un trocart, des diggmes ayant 1,6 cm de dia-
metre. Les explantats sont ensemencés de telle sorte que leur région
apicale plonge dans le milieu de culture.

2 Ry
s <L LR
+ 1
M%lie? nutritif ; \\Nﬁi\
gelose
~

2 - Les raktnes

_Zone basale -

b\\\\\\Zone apicale

L'on choisit des organes sains, c'est &

dire dépourvus de t.ute lésion et de toute trace d'attaque par les
parasites. Les régions externes étant polluées, on pele les racines,
Pour les racines d'Endive et de Carotte, il est facile de repérer la
région proche du collet, de la pointe de la racine., Par contre, pour

le Salsifi on taillera en biseau la face radiculaire, ce qui permettra

d'orienter les explantats lors de l'ensemencement. S'il faut éviter

de laisser de dessécher les racines, il faut cependant éviter de les
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laver, car l'eau non stérile, peut y pénétrer et entrainer des bac-

\

téries & l'intérieur des tissus. Les racines sont alors stérilisées
dans l'hypochlorite & 90 g/1, recouvertes d'une couche de coton hy-
drophyle qui st*imbibera d'hyvochlorite et facilitera 1'immersion com-~
plete des organes. Au cours de la stérilisation! les tissus superfi-
ciels sont tués, et se décalorent, il est ainsi facile de suivre la
Pénétration de l'hypochlorite en sectionnant un organe de temps 3
autre, La stérilisation sera terminde gquand la région décolorée at-
teindra 1,5 & 2 mm, le temps variant de 30 & 90 minutes selon les
tissus,

Lg misze en culture se fait suivant la méthode indiguée par
Gautheret, Les racines gsont épluchées puis débitées en cylindres de
25 mm de haut, les tissus périgphériques nécrosés, éliminés avec soin.
Chaque morgeau est ensuite partagé en prismes ayant 8 mm de cbté qui
sont ensemencés dans le milieu de culture. Par suite du transport
polarisé de certailnes substances de croissance, les fragments sont
ensemencés de telle facon que leur face foliaire ou leur face radi-
cutaire plonge dane ee milieu de culture,

3 @ Les souches Flles proviennent de repiquages succes-

sifs de tissus déterminés sur un milieu nis au point pour chacun
d'eux. A la suite d'un repiquage, le fragment se développe, la mul-
tiplication eellulaire se faisant 2 une vitesse variable avec la souche.
Lorsque le développement se ralentit ou que la colonie devient trop
importante et rigpue d'etre génée dans sa croissance, on procéde au
repiquage, Toutefois, avant chaque repiquage, on élimine les cultures
qui se sont mal développées ou qui présentent des régions néecrosdes
étendues., Nous choisissons donc des colonies saines dont la croissan-
ce s'est faite de fagon homogeéne.

Le repiquage est réalisé suivant la -: in¢ -: technique indiquée par
Gautheret. Apres élimination des parties nécrosdes ou hyperhydriques,
les colonies tissulaires sont débitées en petits fragments cubiques
de 4 & 5 mm de c8té et pesant environ 150 mg.



C- Conditions expériuentsles.

Aprzs l'ensenencerent ou le repiquacse,les tubes sdnt cavuchon-
n¢s au moyen de papier ¢'dtnin ~Tin d'dviter une dvaporation trop
intense. Ils sont ensuite plocdés dans une pitce dclairdée douze heures
por jour par des tubes luninescents produisant un delairage d'environ
500 lux & 20 cm,et dont 1o terpérature est maintenue aux environs de
229,

L'ensemencenent ou le repiquage se fzit toujours par lots de 24
afin que lors des rdésultats,aprés avoir ¢linmind les pollutions et les
explantats non repris,. il en reste une wingtaine. Toutes les expé-
riences ont ¢té au moins faites deux fois.



RESULTATS EXPERIMENTAUX

1 - Tissus hétérotrophes 3 1'auxine

A - Le parenchyme vasculaire de Topinambour

O ey S e v S S W N U D S A (it s g S s, PG SV S U VD S Tl U [ S S WY s e S A D S S W

On sait, comme l)a montré Gautheret que le parenchyme vasculaire
. de Topinambour est parfaitement hétérotrophe & l'auxine. Une dose tres

faible d'acide indolylacétique (10 7~ & 10~ g/ml) suffit & provoguer une
prolifération intenge et illimitée,

Apres stéridisation, les tubercules sont débités en prismes pesant
environ 450 mg puis ensemencés dans les milieux de Gautheret, de Heller,
ou dans un milieu renfermant soit seulement les éléments minéraux, soit
la totalité des €léments proposés par Murashige et Skoog

A chacun d'eux,. l'on ajoute 3 % de glucose, de l'acide indolylacétique
5 1078 , 10"7 ,f10"6 g/ml, le milieu de Gautheret sans auxine nous ser-—
vant de témoin, Rapidement, des cals ayant leur surface lisse apparais-—
sent sur les régions immergées dans le milieu nutritif, entourant tout
1ltexplantate Les fragments ensemencés dans le milieu témoin demeurent
intacets, En préesence 4A'AIR & 10'6; les cals se forment sur toute la sur-
face de l'explantat. l'expérience dure 63 jours.,

Comme l'indique la figure 1, quel que soit le milieu utilisé, 1la
croissance est stimulée par l'acide indolylacétique. Cette stimulation
est d'autant plus forte que la dose d'auxine est plus élevée! du moins
vour les concentrations utilisées, car pour des doses plus fortes, des
phénomenes de toxicité interviendraient. En présence du milieu de Mu-
rashige et Skoog (complet ou mingral), la stimulation exercée par 1'au-
xine est beaucoup plus importante qu'en présence des milieux de Gauthe-
ret et de Heller.

Pans le milieu de Gautheret, & la concentration de 10"6g/m1 a'AIR
de petites racines §2cm environ) peu nombreuses apraraissent, avec le
milicu de Heller, la concentration de 10_7 suffit & les provoquer. A
cette concentration, dans le milieu minéral et complet de Murashige et
ckoog, elles sont plus longeues{Sem), le deviennent davantage 3 10"6
(7 & 8 cm, mais certaines peuvent atteindre 20 cm) , elles sont aussi
plus nombreuses (2 & 3 par explantat). Le milieu de ITurashige et Skoog
est donc de loin le plus favorable & la croissance cellulaire des frag-
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ments de parenchyme vasculaire de Topinambour. Toutefois, les subs-
tances orgeniques(sauf L'QIR) ntont que peu &'‘'influence

AN
1400 | Croissance par explantat
én poids frais et ses H —
Murashi-|N
1200 |
ge et Skoog com-
v rlet
—
Murashige N AN
1600 et Skoog miné-
rale
800 | | N \
[
Heller
N .
600 — ‘\ N
Gautheret ]
- ’v
00 | ] N TR
4 N % I 7 /
? ™ ///’ N
. / I
200 % / %
/] / /]
. x \ / ™ %
100mg i /] ; AN / N
/] . /]| : E] % %
0 /517;3{‘3 /HId B 3.8 VelAIH N
A9 40 40'6 A0 404 40'6 40'8 40'1 40’€ »46*-8 40’7' 40.5(&1&)

rigure 1 Action des différents milieux (Gautheret, Iicller, Murashige et
Skoog' -minéral et complet-) sur la croissance en poids frais

et sec des fragments de parenchyme vasculaire de Topinambour -
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B~ Tlssu de Scorsoneére

1- Tissu primaire~ Les fragments de rawines de Salsifi sont
ensemencés la face radiculzire dans le ulllei
de culture contenant 5% de glucose et éventuellement 10 -8 ou 10~ g/ml
d'AIA. Sur les deux faces de l'explantat ,apparait un cal lisse provenan
de la prolifération du xyléme et de la zone génératrice. A la longue,
ce cal se recouvre d'une mince pellicule subéreuse.
Ltexpérience dure 34 jours,

i

i
,‘ 0
# Croissance par explantat

(exprimée en p01du frais) e
2400 |
y
/ f
/‘J.“' {
/
2000 pd .
;/// ;
Heller ‘/// i
1600 1 .
g e ' ' &§gﬂ/
. /l
1200 > '
| e
- |
800 i /’ ’
f /
| = Vi
i + ! urashige e
Gauuheregwn/ ///"(4 Skoog minéra 1
4—00 1 B . i 7 e '//
S ~ Ve shlge et |
200mg Skoog complet
’ R,
0 Mémoins T T A0 1077 (ATA)

Figure 2.hction des milieux de Gautheret, Heller, Murashige et Skoog
(minéral et complet) sur lo croissance en poids frais: des

frogments de racines de Salsifi.
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La. croissance des tissus augmente nettement avee la concentration en
~Ii, elle est doublée a 1078 ot triplée & 10-7. Les milieux de Gau-

theret et de Murashige et Skoog ont une action sensiplement identi-

que, mais bien inférieure & celle du milieu de Heller

2081

490

Abot

Ao

4361

409

80

50

Lo

dos -it

Croissance moyenne (poids seec)

HMURRSRIGE 5:"
$m¢ ™M Néa&q
-

T T |
! N '

TEMO] N 10°¥ JDQTMA]

Fig, 3 = Action des milieux de Gautheret, Heller, lMurashige.
et Skoog sur la croissance en poids sec des fragments de racines
de Salsifi.

Sur les explantats des bourgeons sont apparus mais toujours
dans les régions situBes hors du milieu.

Les substances organiques du milieu de Murashige et 3Skoog ne
provoquent dans leur ensemble 2ucune action sur la prolifération
cellulaire. Le bourgeonnement est réduit par l'auxine dés 1n
concentration de 167 g/1
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Murashige et Murxshlge et

MILIEUX ! GAUTHgFET ’ HELLER Skoog mlnerml Skoog complet :
e A e T - !
(AT4) 110 107 7 0 1078077 o 11078 ho 7? 0o #0107 |

s e e e ISR RO LA S ] S P SN L. GHURR T
! Nombre moyen de ! |

bourgeons par ex-|0,3D, 770 26p 7q1,298,47, 0,62/ 0,75 0,46/ 1,00/ 1,47 1,20
. plantat ,

f e, e ‘f J— ORI W “t...u.m...._. JOSY R U

F
t Bongueur moyenne

?%iirﬁzgiiliimdes 20,472, 644 059 ,A115,]  B3.3 61,9 57,7?60,6 86,2 82,6
' ‘ . ? =

] 2
e e i e SN S e e e e ke e e e e e ..,.L- ettt e e et

Tableau - 4 . Action des milieux de Gautheret, Heller, Murashige et
Skoogfsur la "formation de bourgeons par les fragments de rucines de
Salsifi

2 -~ La_souche normale

Cette souehe provient de repiquages successifs sur le milieu de Gauthe-
ret, qui contient en outre 5 % de glucose et 51O~8d'AIA. Les explantats
g'accroissent relativement vite sit6t apres le repiquage, se couvrent
d'une pellicule brunftre, puis la croissance se ralentit si bien qu'il
faut attendre 63 jours pour pouvoir faire une comparaison

aﬂ? Croissance moyenne d'un explantat (poids frais)
AHC e
(!oo L / }
HELLER o=y
Qoa L y
/ ! -
\ Murashige et _ i
,“+ ‘ Skoog mlneral/ ‘
furasige et oI T !
e Skoog complet - ”’/ 1f;,,,a~'“” |
Soc T
400425 | !
! i
?"r"f"‘? . }
’ |
so0} | ? i
i .
400 ' |
mj § ’ )
& SO S — s ,:;5
TEMOINS (LI4)

Fig. 4 - Action des milieux de Gautheret, de Heller, de Murashige e%
Skoog (minérol et Complet) sur la croissance en p01ds frais des explan-
tats de souche normale de Scorsonére.
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Comme le montre la figure 4,12 croissance des explant~ts, exprimée
en poids frais, est fonction de la teneur du milieu en auxine dont
lteffet optimum se manifeste & 10"7 g/ml. Cependant avec le milieu
de Iurashige eet Skoog complet, cette concentration semble déja trop
forte..

Le milieu de Heller east nettement le -plus favorable & 1o croissance
cellulaire

s : :Croissance en :Nombre moyen de
: MILIEUX : (ATIA ) :poids sec par ex-:bourgeons par
e e jplontot _____iexplantat ¢
: fo0 61,838 ; 0,57 ;
: Gautheret  : 1070 ! 63,468 : 0,62 :
: Po107T P 80,631 P o048
; : 0 S 81,358 ; 1,07 :
Heller P10 81,155 : 1,12 :
: P 107" % 89,752 ; 0,97 :
;0 i 35,142 0,40 |
{ iy ot Seoost o0 1 51t 1 o5
: ; oo 1 71,390 : 0,52 :
§- E 0 ; 34,604 ; 1,87

é g 10~ 1 § 45,521 : 1,27 5

Tablean 2 - Action des . milieux de Gautheret, Heller, Murashige et
c0og (minéral et complet) sur la croissance (DOldS sec) et sur le
nombre moyen de bourgeons apparus sur les colonies de tissus normaux

de Scorsonére,

A la fin de l'expérience, les explantats sont imnerg#dé, car dés l'ap-
parition de bourgeons sur les souches, le milieu gélosé de liguéfie,
Le nombre de ces bourgeons (Tableau 2) bien que faible est le plus

\

important pour une concentration d'AIA de 1078 puis décroit 3 107
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Le milieu de Mursshige et Skoog est le plus favorable & la néoforma-
tion de bourgeons. Outre 1'AIA, les substances organigues du milieu
de lurashige et Skoog sont pratiquement sans influence.

1l - Tissus n'avant pas un besoin absolu d'auxine

———— o - - > o "oy W —— oo

La Garotte fut une des premieres plantes a €tre utilisée pour
le. réalisation des cultures de tissu "in vitro",

1 - IEnsemencemnent primaire

Les fragments de racine de Carotte mis en culture comprennent du cam-
bium, du phloeme et du xyléme facithement reconnaissables.L'ensemencen
ment se fait de telle sorte que la foce foliaire plonge dens le mi-
I1ieu qui contient 3 % de glucose et éventuellement de 1l'acide indo-
lylacétique & 10"8 ou 1077 g/ml, Dés le cinquiéme jour, le tissu cam-
bial proliféré, forment un bourrelet parenchymateux a la face radi-
culaire, Cette prolifération augmente et forme un crl de teinte verte,
Le xyleme ppache de la zone génératrice s'sccrolt vigoureusement,
tandis que sans auxine le phloéeme ne prolifere pas. Quand la concen-—
tration d'ali est de 1l'ordre de 10"8 g/ml, le cambiun et le xyléme
proliferent davantage, surtout dans la région radiculaire, mais aus-
si sur les faces latérales et le phloéme produit de petits mamelons
isolés ~vec 10"7 d'auxine l'ensemble de la face radiculaire se trouve
recouverte por le cal, L'expérience durae. 38 jours.

Pour chaque milieu, la prolifération cellulaire augmente
avec la concentration en acide indolylacétique jusqu'a 10"7 sauf pour
le milieu deé Murashige et Skoog ow la toxicité de 1'ATA apparait des
10"'7 g/ ml, La croissance la moins importante s'observe avec le mi-
lieu de Gautheret, au contraire la plus exubérante s'observe en pré-
sence du milieu de Heller., Les substances orgsniques (scuf 1'AIA)
du milieu de Murashige et Skoog n'ont dans leur ensemble aucune ac-
tlone Lucune organogénese n'apparait, les concentrations en AIA
utilisées n'étont pas suffigantegpour produire des racines.
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QCroissance par explantat

(exprimée en poids frais)
2600 - :1 i
' Heller q ‘ Murashige et
! JMureshige et Skoog complet
— | §koog minéral -
] ]
| - | ] > 1
2200 | % \ _ 11N
1800 .Gautheret _ // ;7 //
1400 : /] \
LN { {
1004 /| ; / / \ s
AN )
600 4 \ y
/ /| \ /]
r
O0mg _ / // \\ /] \\ g
0 /] \‘ gy
o Aot A4t o Azt 47 o A kT O At st [-”\W’i]

Figure E. Action des milieux de Gamtheret,Heller,Murashige et Skoog
%mlnéra ‘et complet) sur les fragments de racine de Carotte ensemencés
12 zone foliaire dans le milieu de culture.
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2 = Souche normale

En 1955 Melle PARIS remarque dame la souche normale de Carotte
est insensible & 1'action des vitamines, bien que ces substances
puissent exercer une certaine action en présence de lait de coco.
En 1961, Pilet étudie 1l.action de la kinétine ajoutée du milieu de
Heller, sur une souche particuliére ap elée N A (Carotte nantaise
amgliorée) Cette souche est capable selon les doses d'auxine et de
kingtine de produire des racines ou des bourgeons, mais Pilet sou-
ligne que cette organogénise varie énormément avec la souche. Ces
différentes substances faisant partie du milieu de Murashige et
Skoog, 11 était donc intéressant de comparer l'action de ce milieu
& celle connue des milieux de Gautheret et Heller.

La souche provient de repiquages successifs sur le milieu de
Heller enrichi de la solution d'oligoéléments de Gautheret, de
glucose (8 %) et d'AIA (510-8) Les explantats sont repiqués sur les
milieux de Gautheret, de Heller, sur la solutioy minérale de Murashi-
ge et Skoog ou sur le milieu complet proposé par ces auteurs, Dans
chaque cas, l'on ajoute 5 % de glucose et éventuellement de 1'AIA &
10'8'oﬁ 10‘7. Les milieux sansauxine nous servent de témoins.

L'expérience dure 46 jours.

Bn absence d'auxine, les tissus ne proliférent que faible-
ment (environ 300 mg) quel que soit le milieu utilisé. L'AIA exalte
la croissance, mais son effet varie selon le milieu utilisé : fai-
ble avec le milieu de Gautheret, il est au contraire trés spectacu-
laire avec celui de Heller, Le milieu(minéral ou complet) de Murashi-
ge et Skoog -a une astion intermédiaire,
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Figure 6. Action des milieux de Gautheret ,Heller,Murashige et Skoog
(complet ou non) sur la souche de Carotte.



B - Souche normale de Vigne Vierge

Cette souche est entretenue sur le milieu de Heller auquel nous
ajoutons la solution de microéléments de Gautheret, de la vitamine
Bl & 1070 et de 11ATL & 1078, Les explantats sont repiqués sur les

‘milieux de Gautheret, de Heller, de Murashige et Skoog (complet ou

900

700

500

300

100mg

seulement minéral), Ces milieux contiennent en outre 5 % de glucose
et éventuellement de 1'ATi & 10"8 ou 10~ . L2 souche normale de Vigne
Vierge ayant une croissance lente, l'expérience dure 90 jours

A

Croissance par explantat
(exprimée en poids frais et sec)
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[ Gautheret
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Figure: sction des milieux de Gautheret, Heller, Murashige et
Skoog (minéral et complet) sur la croissance en poids frais et sec
de tissus normaux de Vigne Vierge.

La croissance des explantats (figure 7) augmente avec la teneur
en 4AIA du milieu de culture. Le milieu de Heller est nettement le
plus favorable. Celui de Murashige et Skoog (complet ou non) ne per-

S
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met qutun développement réduit des colonies tissulaires.
Pour le majorité des tissus étudiés jusqu'a priésent, le milieu
de Mursshige et Skoog, bien gue complexe, n'a pas provoqué une crois-
sence perticulidrement exubéronte. Son ection o toujours &té (s=uf
pour le parenchyme vasculaire de Topinambour) bien inférieure &
celle du milieu de Heller. Voyons quelle est son action sur un ti
capable de proliférer et de menifester des phénomenes 4'organogén

SSu
N
e

S€.,

111 - Tissu doué de propriétés d'organogénese : L'Endive

L - Feuilles

1 « Letion comparde des milieux de Gautheret, de Heller, de
Murashige et Skoog

Les fragments de feuilles d'Endive sont pris dans 12 partie
noyenne de la feuille, la base,l'npex étant abandonnés. Ces feuilles
sont elles-mémes choisies parmi les feuilles moyennes du bourgeon
selon la méthode dgcrite par Vasseur 1965.

Ces explantats sont ensemencés drns les milieux de Gautheret)
de Heller)ée furashige et Skoog (minérsl et complet). /. ces milieux
1'on ajoute 3 % de glucose et éventuellement 10—8 ou 10—7 dtals

De petits cals apparaissent rapidement a la partie basale
des fragments de feuille. Le douziéme jour, les bourgeons prennent
naissance & partir de ces cals, ils apparaissent légerement plus
t6%t (10&me jour) sur le milieu de Murashige et Skoog.

Le 39&me jour apres ls mise en culture, les bourgeohs sont
comptés et mesurds, les cals détachés du fragment de feuille et on
en détermine le poids sec.,

La prolifération cellulaire et 1l'organogénese sont de loin
plus importantes sur les explantats ensemencés dans le milieu de
Murashgige et Skoog.

Pour chaque milieu, le « poids des cals augmente avec la con-
centration en auxing}mais une comparaison précise entre les effets
dus zux différents milieux n'est pas possible, car sur les fragments
ensemencés dans le milieu de Murashige et Skoog, les cnds apparais-
sent sur tout le pourtour de l'explantat et le bourgeonnement se
produit sans aucune polarité. Les bourgeons étant trés nombreux et
parfois petits, il est difficile de les isoler correctement du cal
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Figure 8. Action des milieux de Gautheret,de Heller,de Hurashige et

Skoog (mindéral et complet) sur le nombre moyen de bourgeons
apparus sur les fragments de fewilles d'Endiveensemencés la zone apicale
dans le milieu de culture,




22

Pour un milieu déterminé, le nombre des bourgeons est légerement
augmenté par 10”8 g'acide indolylacétigues; De plus (figure 8) pour
une méme coneentration en AIR, le nombre moyen de bourgeons est le
plus faible pour les explantats ensemencés dans le milieu de Gauthe-
ret, un peu supéwieur pour ceux du milieu de Heller. Il est multiplié
par quatre par la solution minfrale de Murashige et Skoog et par 15
par l& milieu cemplet,

Ces hourgeons apparsissent toujours dans la région basale des frag-
ments de feuilles ¢'Indive ensemencés dans les milieux de Gautheret
et de Heller,.Cette polarité n'est pas respectée pour les explantats
ensemencés dans la solution minérale de Murashige et Skoog, car 7 &

8 % du nombre total de bouygeons apnarrissent dans la région apicale
alors que pour le milieu complet de Murashige et Skoog, cette propor-
tion passe 4 70 %

Fragments de feuilles d'Endive ensemencés la zone apicale dans les

milieux de Gautheret (Knop), de Heller, de Murashige et Skoog (miné-
ral et complet)

Ces milieux ne contiennent pas 4d'AIR



23

Fragments de feuilies d'lndive ensemencés la zone apicale dans les
milieux de Gautheret (Knop), de Heller, Murashige Skoog minéral,
Murashige et Skoog complet.

Ces milieux contiennent de 1'ATA & 10-8

Fragments de feuilies d'dndive ensemencés lazcne apicale dans les
milieux de Geautheret (Kgop), Heller, Murashige et Skoog minéral,

Murashige et Skoog complet. -7
Ces milieux contienrent de 1'AIA & 10 - La longueur des bourgeons

est tres di fférente selon Jes milieux
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Figure 9. Action des milieux de Gautheretj Heller,Murashige et Skoog

(minérzl et complet) sur la longueur moyenne des feuilles des
bourgeons apparus sur leg fragments de feuilles d'Endive ensemencés la
zone apicnle dons le milieun nutritif,

Les explantats ensemencés dans le milieu complet de Murashige et Skoog,
produisent des bourgeons dont les feuilles sont les plus longues,alors que
pour ceux ensemencés dans la solution minérale de Murashige et Skoog,les
feuilles sont les plus courtes,atteilignant a peine 8 mm, Les bourgeons ont

courbées,les bourgeons plus éponouis,

Bourgeon particulier appa raissant Bourgeon normal,
sur les explantatd ensemencés dans

1la solution mindrale de Murashige

et Skoog.
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I1 se forme cussi des racines, fines et peunombreuses. Leur
nombre est variable, il augmente avec la concentration en ATls, mais
pour une méme concentration d'auxine, il est plus important sur les
explantats ensemnencés dens le milieu de Murashige et Skoog.

Le milieu de Murashige et Skoog est donc nettement plus favo-
rezble que les autres & la prolifération cellulaire et & 1a néofor-
mation de bourgeons par les fragments de fewuilles d'indive. Ces
actions sont dues aux substanceg organiques composant ce milieu
puisqu'avec la solution minérale de lMurashige et Skoog nous n'avons
pas observé ces effets spectaculaires.

Les travaux de RBouriquet et Vasseur incitent 3 nous demender
g1 cette action ne serait pas due & la -résence de facteurs tels
la kinétine ou 1'4I. dont les doses ne sont pas nettement fizées
ar Murashige et Skoog.

2 - Action du milieu de lMurashige et Skoog, les concentra-

tions A'ATJA et de kinétine variant

Faisons varier, a l'intérieur du milieu de Murashige et Skoog
les concentrations de ces d¢ux substances. Le milieu sans auxine
et sans kinétine wnous servira de témoin. L'ensemencement des explen-
tats se fait toujours la zone apicale dans le milieu et 1l'expérien-
ce dure %9 joure comnme la précédente.

En absence de kindtine, la croissance cellulaire augmente 1é~
gerement avec la concentration en AIA . Réciproguement, en absence
A'4TA, 1la prolifération cellulaire augmente avec la kinétine dont
1l'effet optimum s'exerce & 1070, 1a proliféretion cellulaire ainsi
obtenue est doublée pour 10‘8 d'aATA, triplée per 10—6. L'suxine

agit ainsi en synergie avec la kinétine.

Le nombre moyen des bourgeons néoformés par les explantats
varie selon la teneur en facteur de croissance. La kinétine a2 un
effet trés favorable puisque €e nombre passe de 3,30 pour le té-
moin & 16,50 pour une concentration de 10"6 de kinétine., L'ATIA,au
contraire,ne favorise que faiblement 1'.pparition des bourgeoné
jusqu'a 10"7;alors qu'aux doses plus élevées, il y a une inhibition
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Figure 10 Nombre moyen de bourgeons apparus sur des fragments de
feuilles d'Endive ensemencés la zone apicale dans le milieu de Murashi-
ge et Skoog les concentrations de la kinétine et de l'acide indoly-
lecétique variant de 1078 3 10—6
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tres marquée. Le graphique 10 montre que la kindtine et 1'auxine
agissent en synergie,le plus grand nombre de bourgeons étant obtenu
pour une concentration de 107 en kinétine et de 1070 et 10~/ en
ATA, le nombre moyen de bourgeons étant alors de 20,30 et 15,80,

Signalons que ces moyennes sont faites sur un nombre d'explantats
compris entre 20 et 24.

La longueur moyenne des feuilles des bourgeons est également in-
fluencée. In présence de kinétine seule,les bourgeons ont tendance A
8tre longs et fré&les,tandis qu'avec 1'auxine,ces bourgeons sont plus

gros,le nombre des feuilles étant plus élevé,
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Tableau §.'Longueur moyenne des feuilles des bourgeons apparus

sur les fragments de feuilles d'Endive ensemencés la
face apicale dans le milieu de culture(milieu de Murashige et
Skoog),les concentrations de kinétine et d'awide indolylacétique
variant de 1078 3 107°,
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Comme nous l'avons déji signalé,ces bourgeons ne respectent
pas une polarité aussi stricte qu'avec les milieux de Gautheret ou
de Heller,ol ils apparaissent essentiellement dans la région basale
des explantats.

10%/m1; 1077 . 10

* e o
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s e 39 o® eo

® 99 jee ae e sn o
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Tableau 4., Pourcentage de bourgeons apparus & la face apicale des
explantats de feuilles d'Endive ensemencés la zone apicale

. dans le milieu de Murashige et Skoog ol les concentrations de kiné-

tine et d'acide indolylacétique varient de 1078 » 10—6.

Le milieu sans auxine et sans kinétine nous sert de témoin.

Ltauxine et surtout la kinétine sont responsables de cette modi-
fication. Le pourcentage des bourgeons formés & la face apicale
passe de 6,01% en absence de kindtine & 66,66% pour 10~7 de kinéti-
ne et a 87,87% pour 1070, Auxine et kinétine assocides ont des ef-
fets synergiques,ce pourcentage atteignant 99% en présence de
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107
Outre les bourgeons,les explentats peuvent produire des racinesdont
le nombre et le développement sont variables.
Comme cela est bien connuj l'acide indolylacétique stimule la rhizonégesme
-L'effet augmente avec la dose,il est meximum & 10—6.Oontrairement & ce
qu'on pouveit prévoir,la kindtine stimule également la formation de raci-
nes,mais cette action s'exerce surtout aux faibles concentrations(10_8
et 10"7).Aux contrations élevées§1o—6), la kinétine est inhibitrice.
Si 1l'on associe 107 arata 3 1077 ae kinétine,le nombre de racines est
le plus important,certains explantats se trouvant recouverts d'un grand
nombre de treés fines racines.
Le milieu de Murashige et Skoog comprenant une partie minérale et une
partie organique complexe,il s'agit de savoir si & l'intérieur de ce mi.
lieu,d'autres substances ne seraient pas responsables de 1'organogénése
et de la prolifération cellulaire.

%Z— Action due & l'associatioh des substances organigues.

Les substances organigues autres gue la kihétine et 1'ATA n'agissent
pas sur la prolifération cellulaire des czplantats qui est déja tres
fortement stimulée par la kinétine et 1l'suxine.

Le nombre moyen de bourgeons est important pour tous les explantats.
Le glycocolle et les vitamines (figure 11) diminuent la néoformation .

de bourgeons,l'hydralysat de caséine le stimule légdrement.
Les associations auxine-kinédtine appliquéess la solution minérale de

Murashige et Skoog provoquent une plus grande formation de bourgeons
que lérsqu'elles sont appliquées & la solution complete.

Le développement des feuilles des bourgeons n'est pratiquement pas
influencé.la longueur moyenne est de 1l'ordre de 20mm pour les séries A
et de 25mm pour les séries B,
Sur tous les explantats,90 & 95% des bourgeons apparaissent dans la
zone apicale.
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Aombre moyen de bourgeons i
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"igure 11. Nombre moyen de bourgeons apparus sur les fragments de feuilles
d'Endive ensemencés la zone aplcale dang le milieu de Murashige
>t Skoog duquel on a $té différentes substances organiques.



031

4 -~ ROle de chacun des élémentsorganiques

On pouvait toutefois se demander si les résultats obtenus n'étaient
pas dus & certains effets synergiques, Afin de préeiser le rdle de

chacun des éléments organigues du milieu de Murashige et Skoog, on

les ajoute séparément & le partie minérale de ce milieu.

L'expérience dure 39 jours.

Les cads se développent toujours dans la région basale des explantats
sauf quand le milieu contient de la kinétine (clest-a~dire les milieux

dénommés SM + kinétine et Murashige et Skoog complet) Dans ce cas
les cals apparaissent sur tout l'explantat.

MILIEUX . Poids frais des

; ;Poids sec des calé
: : cals en mg : en mg :
: Murashige et Skoog : 54,375 mg : 3,462 mg :
: Minéral (M.S.M.) : : :
: MSM + hydrolysat de  : 57,637 s 3,121 :
: cagéine : 3 :
;DQSM + glycocolle : 55,871 ; 3,268 :
;DﬁSM + myo-inositol Z 55,753 ; 3,848 Z
* MSM + pyridoxine : 64,427 ‘4,019 :
: MSM + Vitamine B, : 53,191 : 3,083 :
* MSM + acide nicotiniqué 44,107 1,905 :
: MSM + kindtine 1070 158,386 : 7,378 :
P MSM + ATA 1078 : 100,556 2 6,049 :
Murashige et Skoog 497,313 19,601

Q
Y
I3
*
°
°

ee wo ws
‘o0 o0 oo

conmplet

spes vo oo

TABLEAU 5 s Croissance pondérale des cals formés par les fragments
de feuilles d'Endive ensemencés la zone apicale dans le
milieu minéral de Murashige et Skoog auquel l'on ajoute
séparément chague substance organique,
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De toutes les substances organiques, seuls la kinétine et l'acide
indolylacétique provoquent une prolifération cellulaire importante,

puiggue le poids des cals qui est de 54,7 mg sur

la solution minérale

de Murashige et Skoog, est doublé quand on ajoute 10'8 d'auxine, est
triplé quand on ajoute 107° de kinétine, Enfin, le cal est neuf fois
plus important si les deux substances agissent simultanément,

Les substances organiques telles que l'hydrolysat de caséine, le
glycocolle le myo_inositol, la pyridoxine, la vitamine B 1, 1tacide

nicotinique ne favorisent pas le bourgeomnement,

ﬁ Nombre moyen de bourgeons
par explantat

Mﬁfo gt Sk,
complet
M,Sem,
+kinétine
1076
! —
Mot Sk, Me5em M.Som. M.S,m,M, S myMeSemy M,S¢ms8
$ minéral +hy.§a§. +myo In.+pyr.+Vit B +agnic +ATA 10
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Figure 12 : Influence des différents éléments organiques du milieu
de Turashige et Skoog sur la néoformation des bourgeons produite par

les fragments de feuilles d'Endive ensemencés la
le milieu de culture,

zone apigcale dans



Sllua Minéral  S.M.eHydrolisak Caséine §.M..Glycocolle S.M.+Myo.inositol S.M.+ Pyridoxine Shooa Complet

Influence des différents éléments organiques du milieu de Murashige
et Skoog sur les fragments de feuilles d'Endive ensemencés leur
rggion apicale dans le milieu de culture,

sius Mindral  S.M4Vitamine B, S.M.Acide Nicokinique SM.Kinékine S.M.+ AlA. Shoa Complet

Quant & l'acide indolylacétique son seul effet est de favoriser 1légé-
rement la croissance des feuilles, son action restant toutefois
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toujours plus faible que celle de la kinétine

Toutes les substances organiques (sauf la kinétine) ne modifient
pas la forme particuliere des bourgeons qui semble dug 2 la solu~
tion minérale de Murashige et Skoog. Cette particularité est méme
renforcée par la vitamine B 1

A 10"6 g/ml, la kinétine seule donne haissance & des bourgeons
dont les feuilles sont tres longues : 20,6 mm de moyenne

Longueur moyenne des ,Pourcentage de

feuilles des bourgeons bourgeons apparus
.sur la zone apica

MILIEUX

¢ s0 e0 vo

s we we

e T et e le;
: Murashtbge et Skoog miné~: H :
¢ ral : 8,7 mm : 4,76 % :
: MSM + Hydrolysat de caséi: 9,4 : 6,77 :
H ne: e H
: MSM + Glycocolle : 9,0 : 2,32 :
: MSM + Myo-inositol : 11,2 : 1,96 :
: 1SN + Pyridoxine : 10,2 ¥ 1,92 :
H ! H .
: MSM + Vitamine B 1 : 10,2 : 9,25 :
' 1SM + @cide nicotinique 11,7 ‘10,60 :
s MSM + Kinétine 107° : 20,6 : 50,34 :
: Msy + AIA 1078 : 13,5 : 10,00 K
f Mﬁraéhige et Skoog com- f f f
. Dblet : 20,8 : 93,00 :

Tableau 6 ~ Influence des différents éléments organigues du milieu de
Murashige et Skoog sur la croissance des feuilles et sur le pourcentage
de bourgeons apparus dans la zone apicale des fragments de feuilles
d'Endive ensemencés la région apicale dans le milieu de culture

La majorité des bourgeons apparaissent dans la zone hasale des frag—
ments de feuilles, sauf en présence de kinétine, ce qui confirme les
résultats précédents,
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B -~ RACINE

Chague fragment comporte du cambium, du xyléme et du phloeéme.
I1 est ensemencé de telle sorte que la face radiculaire soilit dans

le milieu de culture.

Rapidement de petits cals apparaissent a la face radiculaire,
intéressant la zone génératrice, le phloeme et le xyléme. Cependant/
cette polarité n'est pas absolue car la face foliaire produit éga-
lement de petits mamelons au niveau de la zone génératrice et du
phloéme, Dps le onzieme jour, les bourgeons apparaissent sur les
explantats ensemencés dans la solution minérale au complete de
Murashige et Skoog et le douzieme jour seulement sur ceux ensemen-—
cés dans le milieu de Gautheret ou de Heller, Dés l'apparition des
bourgeons, le développement du cal se ralentit. Les bourgeons crois-
sent rapidement puisqu’au bout de 22 jours il nous faut arréter
1lt'expérience, les bourgeons devenant trop importants, les feuilles
touchant le coton hydrophile

TEMOIN

Action des milieux de Gautheret| Knop) Heller, Murashige et Skoog
minéral Murashige et Skoog momplet sur les fragments de raciné

d'Endive, Les milieux ne contiennent pas d'acide indolylacétique
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Action des milieux de Gautheret (knop) Heller, Murashige et Skoog
minéral, Murashige et Skoog complet sur les fragments de racine
d'Endive, Les milieux contiennent 1078 ara1A

Action des milieux de Gautheret (Knop), Heller, Murashige et Skoog

“1nerll, Murashige et Skoog complet sur les fragments de racines
d'Bndive, Les milieux conti {ennent 107! d'AIA
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La prolifération cellulaire se mesure par l'augmentation de poids sec
due & la multiplication des cellules et aleur croissance. Elle asugmen
te nettement avec la concentratien dtauxinedle poids frais du cal se
trouvant multiplié par 2 pour une concentration de 10_8 A'ATA et par
3 pour 10—7. In ¢ kinétine présente dans le milieu de Mureshige et
Skoog complet agit fortement sur la multiplication cellulaire:cet
effet est surtout visible sur la photo témoin,

Y
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Figure 13. Inflyence des milieux de Gauthewet,Heller,Murashige et Skeog

(complet ou non ) sur le nombre m@&en de beurgeemsapparus sur
les fragments de racines d'Endive.

Pour une méme concentration d'auxine,les milieux de Murashige et Skoog
minéral ou complet,sont les plus favorables au bourgeonnement.la faible
différence entre ces deux milieux étant due & 1l'action de la kindtine.
Ia croissance des feuilles augmente légerement avec 1'AIA,et la kinéti-
ne renforce l'action de l'auxine,

Les bourgeons apparus sur les fragments ensemencés dans les milieux de
Gautheret et de Heller apparaissent tous & la partie foliaire de ces
fragments.Par contre,sur les fragments ensemencés dans le milieu
complet ou non de Murashige et Skoog ,les bourgeons apparaissent

aussi dans la région radiculaire(tablezu 7)
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Figure 14. Action des milieux de Goutheret,Heller,Murashige et Skoog
(minéral et complet) sur 1o Longueur des feuilles des bourgeons appa-
rus sur les fragments de racines d'fndive.

i © Murasnige et sMurashige et Skoog}
s MILIEUX !Skoog minéral H complet H
i (AIA) i o0 ;1070 T 1 o i107° ; 107Ti
M 3 g 2 5 2 2 2
i Pourcentage de bourgeons ‘ i : : : : :
fapparus 2 la face radicu- § 1,52§2,57 §1,68 ;i 9,87312,76 113,061
1lalre : i : i i : i
?Vﬁourcontuge dtexplansats % 2 ; : ; A? k?
2 ayant produit des bour- 4 5’26511;112 5’55544’4%%53’84 %46’66§
tgeons a la face radiculaiwxe’: s 4 H '3 : '
© geecin . ° . ( 2 . . L]

Tableau 7.Action du milieu de Murashige et Skoog(mindral et complet)
sur le pourcentoge des bourgeons apparud a la fnce radicu-
laire des frezgments de racines d'Endive.

IV~ Tigau autotrophe 2 1l'auxine: 1la Ronce.

Aprés 1l'étude comparctive de 1l'action des milieux de Gautheret,Heller
Murashige et Skoog sur des tissus sensibles 2 l'auxine,voyons quel
sera le comportement d'un tissu indifférent 2 cette substance,la

Ronce par exenmple.
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Kulescha 1951 montre que ce tissu est capable de proliférer sans
auxine parce qu'il en élabore lui-méme, Duhamet et Gautheret 1957
confirment ces résultats, montrent que 1'ATIA est inactif ; méme
ajouté a une substance qui comme le lait de coco agit Ffortement,

il ne renforce pas l'action,

La. souche de Ronce provient de repiguages successifs sur le
milieuw de Heller auquel 1l'on =2joute 5 % de glucose, 10—6 de vitami-
ne B 1,

Lt'expérience dure 41 jours.

Croissance moyenne des
+ explentats(poids fraiset sec)

Heller

1800 T
Mursshige et Murashige et
Slzoog minlral Skoog complet

| N

1400 - g & N

>

1000 + k ™
[ Geutheret 1 P

t K x\
600 ¥ \ \ K

e
Za

200nmg 1

o | = BANm — Q Milieux

e

ot

Figure 15 - Action des milieux de Gautheret, Heller, Murashize e
Skoog (mindéral et complet) sur la prolifération de tissus de Ronce

Le milieu de Heller est nettement plus favorable au développement
de la souche de Ronce gue le milieu de Murashige et Skoog compiet
ou réduit & ses seuls é1léments minéraux. Les résultats obtenus pour
ces deux derniers milieux sont sensiblec wnt identiques et intermé-
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dizires & ceux fournis d'une part par le wilieu de Heller et d'autre
part par celui de Gautheret

Les substances organigues du milieu de Mur-schice et Skoog son®
donc dans leur ensemble sans nction sur la prolifdr-otiocn des tissus
de Roncey

V - Tissus tumoraux

Les tumeurs végétnles contiennent plus d'iuxines gue les tissus
normaux correspondants et jouissent d'une gronde sutonomie car ils
peuvent se développer sur un milieu dépourvu d'auxine.

4 e

Il existe chez les végétnux différents types de tissus tumo-
raux que l'on distingue générafement selon l'agent cui les = provo-
quése Nous considérerons d'une part des tiisus de crown-gall (
bactériennes) et d'autre part des tissus énergigs (tumeurs dorigine
chimique ou hormonale)

A - Tissus_de crown = gall

0 e i o e (s ik 00 g S e 3 O et S 0

Notre étude portern sur trois souches : crown - g=ll de Vigne
Vierge, de Tabzc et de Scorsonere

La souche orown gall de Vigne Vierse provient du nmilieu de FHeller
enrichi de la solution de Cauthiéret, de 5 % de glucose, de 10"6 de
Vitamine B 1, Les explontats sont repigqués sur les milieux de Sauthe--
ret, de Heller, de ifurashige et Skoog (minéral et complet) . L'ex-
vérience dure 55 jours,

C'est sur le milieu de Heller gue les explantats se développent le
mieux, Le milieuw de Murcshige et Skoog esgt de beaucoup le moins fa--
vorable, Les substances crgzanicues de ce milieu n'ont d'ailleurs

asucune action sur 12 prolifération de ces tissus.
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. Croissance noyenne des
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Pigure 16 - Lction des milieux de Geutheret, :eller, Murashige et

Skoog (minéral et complet) sur la croissance expriméeen poids fr .ds

et sec des tissus crown-goll de Vigne Vierge.

2 = Crown - gall de Tabac

e Y e S WS R S e SR RS E LT T T I I
Lee gouches proviennent de repiquage: successifs sur le milieu
de Gautheret auguel 1l'on 2joute 5 % de glucose. Qe milieuv nous ser-

virs de témoin et 1'ezpérience durera 6o jours,.

Sur le milieu de Heller, la croissance des explantats est supérieure
de 27,43 % & celle du milieu témoin, nlors gue les milieux minéral

et complet de Murashige et Skoog ne permettent qu'un dévelo pement
réduit des colonies tissulaires, inférieur de 20 % environ > celui du

milieu témoin,
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Pioure 17 = Action des milieux de CGuutheret, Heller, Mursshige et

e
Skoog (minéral et complet) sur le croissance sxprimée en poids frais et

o

gec des tissus crown-goll de Tabac

a -~ Action des @fifférents mil’ eux

0 ccoeeecisesceseesesonsescas
In souche crown.gall de Scorsonire provient de repicusges succesgifs
sur le milieu de Gautheret zuguel l'on ajoute 5 % de glumose. Cétte
souche fgée de 40 jours e$t repigqudée sur nos cuatre milieux ol elle
se développe rapidement, Le milieu de Gautheret nous servira de té-
moin,
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Figure 18 - Action des milieux de Goutheret, Heller, Murashige et
Skoog (mlnbrﬁl et complet) sur la croissance exprimée en voids frais

et sec des tissus de crown-gall de Scorsonére

Des résultats obtenus 39jours apres, il apparalt que le milieu
de Heller provoque un déveloprement supérieur de 38,5 % au milieu
témoin. Les milieux minérsl et complet de Mur-shige et Skoog p

er
-
{

tent respectivement un déveloprement supérieur de 33,7 et 112,
milieu témoin,

b - Action des substances organiques du milieu de Mursshige

Q.'o‘oalo.oooo-5looaonoo‘o.o.oooc'-o-oooaoqn.ooooeaeo«a

et Skoog

¢ o o 8 & s 08,

Afin de préciser 1o substance responsaile de ce développement

intensif, nous ajoutons séparément 3 la solution minéralede Muruchige
et Skoog chaque substonce frisant partie de 1a solution organigue
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ctest & dire : l'hydrolysat de coséine 1077 g/ml, le glycocolle
210'6, 1'~uxine 10—8, la kindtine 10_6, le nyo-inositol 10_45 1'nei-
de nicotinicue 510"6, la pyridoxine 510—6, 1 vitomine B1 107/,
I'action des ces différents milieux est comparde % celle des milieux
contenant 1~ solution minér le (T1) ou 1~ solution complete (T2) de

Mur-shige et Skoog

[i\
5600 | Cr01§s%nce par.explanfat E} MUR. ot SK.
(exprimée en poids frais et sec H ) complet
Vo
- - - - . e 22
2200 1 M, 8, M. |
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DR
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1800 } M. S, M +a.nicoti. g
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[ . T '\Vﬂ,’ P *® ® ;
Meet 8,080, b T Be ey spogl .. tPYTIAO.
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1400 T e =T e s e s e e e T
o i ! ' i '
5 ! P ML 8, ML o ;
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Figure 49 Action des substonces orgnnicues sur lo croissance en

polds friis et sec des explrntits de crown goll de Scorsondre.
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Les résultots résumés drns 1o figure 19 montrent gque guelques subs-
tonces sont pratiquement‘inactives telles : 1l'hydrolysct de caséine
le glycocolle, 1l'ncide indolylacétique, le myo-inositol, 1° pyridoxi-
ne, d'autres le sont feiblement : l'acide nicotinique. Lo vitrmine B
o por contre un trés gros effet stimulant trndis que 1o kmétine A
10" est toxique.

Ctest donc essentiehlement 1o vitomine B1 qui est responsible de
1':ctivité du milieu de lur-shige et Skoog, ce qui confirme les ré-
sultzts de iindemoiselle Prris 1955

¢ - Aetion de 1o vitsmine B

B S ¢ 290 8¢ 8002t S QL P e e S CS

A
26001 Croissance des explantats -
. s . / '\\\\‘ P X
exprimée en polds frois) 7 — _égﬁfﬁ
E B /4 ’ e 3 Iﬂ /Z @////
2200 _}‘ B /:/ ' ' '
////' : ‘ ! f
~ ,
| i )
1 800 3 // i , { }
| L. ’g// | : ‘
P - ) t ‘
b i ;
1 CLOOJ , ; f ; ;
! i i | X
1000+ ! ‘ ‘ : |
: ; i
; ! !
b | | x
6 R ] i ! !
. |
( | i i
i !
} }
200mg |- | i
{ i .
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Figure 20 Action de 1: vitomine B1 sur 1o croisscnce pondérale des
explontots de crown-grll de 3Scorsonére repiqués sur le milieu de fu-
rashige et Skoog .
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Mademoiselle Paris a étudié en détail 1l'effet de la vitamine Bi ajou-
tée aux éléments de la solution de Knop. '

En présence du milieu de Murashige et Skoog (figure 20) nous re-
trouvons une stimulation analogue. Lo vitamine B1 stimule fortement
la prolifération des tissus de crown-ggll de Scorsonére, l'effet op-
timum étant manifesté pour des concentrations de l'ordre de 10"6

Nous avons utilisé deux tissus: ceux de Scorsonere et de Tabac.

1- _Tissu anergié de Scorsonere.

B0

l(“é#j/

A
10007 croissance des explantats
900 {(exprimée en poids S(f Heller
frais et sec) L‘
N
700 t Gautheret &\
"'\":;
4 \
N
500 kd \\
300 1 AN N Murashige et Murashige et
Skoog minéral  Skoog complet
\ \ " \l‘
100mk = N [
\ SEN= \E

Figgi

i~ -
Milieux

e 21 -~ nction des milieux de Gautheret, Heller, Murashige et

Skoog (mihéral et complet)

anergiés de Scorsonere.

sur la croissance pondérale des tissus

Les soucnes proviennent de repiquages successifs sur le milieu de
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Geutheret enrichi de 5 % de glucose et de 107% de vitamine B1. Ies
explentats croissent tres lentement. L'expérience dure 53 jours.

Le milieu de Heller provoque une croissonce supérieure de %8 %
2 celle obtenue en présence du milieu de Goutheret ~ul nous sert de
témoin, Le milieu de Mur~shige et Skoog est ddfavorshle su développs-—
ment de ces tissus, il entraine méme 1o mort de 1o pluport des explon~
trt®, In effet, drns le milieu minérnl de Murashige et Jkoog 16 ex--
plantats sur 22 ne proliférent pms, 1 proportion drns le milieu com~
plet £tant de 17 sur 22.

Les substances organiques dens leur ensemble sont done sans ac-
tion, Lo croissance indiqudée gur la figure 21 pour le milieu de iu-~
rashige et 3koog représente celle des guelcues explrntats ayant sur-
vécu,

2 = Tissu anergié de Tabac

P 90 S 5 Q0 0 0 58 0 Qs N 4 e s st

o) Action des différents milieux

A .
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| :«,
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000 j b
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.
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Do - s % iy 1‘\
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Milieux

Figure 22 ~ Action de diffdrents milieux de culture sur la croissance
ponderale des tissus onergids de Tabac.
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Les soughes proviennent du milieu de Goutheret enrichi de £ % de
glucose et d& 40%ie vitamine 51. Ici, le développement est beaucoup
plus ®apide surtout dans le milieu de Heller, l'expérience ne.durse. quz
34 jours.

Sur le milieu de Heller, 1lr croissance est supérieure de 67,10 %
4 celle du milieuw témoin (miiieu de Gautheret). Le milieu de Murnski-~
ge et Skoog (complet ou non) est au contraire défovor-ble.

White 1921, souligne que la cellule tumornle est une cellule dé-
sorientée et dégénérde. Brown 1951 dit que les cellules cancéreuses
restent telles dusqu'a leur mort.

‘@Toutefois en 1947 De Ropn cite 1~ formation de racines por les
cultures de tissus de crown gall d'Helianthus annuus.

En 1948 Brown o pu obdenir le retour au type normnl des tissus
de tumeurs complexes de Tabac par leur greffoge successif sur une
plante snine et par forgage de développement du greffon., Les bour-
geons des térstones oinsi greffés successifement, devenscient de plus
en plus normaux et donnsient finslement une plente =bsolument norma-
le qui fleurissait et formait des graines

En 195%-54 Demetriades cite encore quelgues cos ol un retour su
type normnl est dventuellement possible.

Les explant:its repiqués sur le milieu de Murnshige et Skoog com-
plet, bien qu'ayant une croissance assez faible, verdissent. Ciest
pourquei nous avons cru bon de poursulvre dtegxpérience, Mnis le mi-
lieu risquant de devenir psuvre en substonces nutritives, on procéde
~u repiqunge des colonies tissulsair.s 80 jours apreées leur mise en
culture. Cinquante jours apres, des bourgeons appariissent sur les
explrntats, bourgeons nnissont cussi bien a 1l'intérieur du milieu
qu'a l'extérieur.

Les explentets cultivés en présence des éléments minéraug du mi-
lieu de Murashige et Skoog ne produisent pns de bourgeons. ¢iest
done aux composdés organigues qu'il faut sttribuer le bourgeornnement.

b - nction des substances organicues du milieu de Murnshige et Skoo::

sur le bourgeonnement

ifin de préciser le r8le de chocun d'eux, les tissus ont &été ra-

(Y]

picués sur des milieux constituds de 1o solution mindérsle a laguelle
on 2joute : les vitamines (myo inositol, vitamine B1, ~cide nicoli-



49
nique, pyridoxine), l'hvdrolysat de caséine, 1l'auxine (10"7 aralli)
12 kinétine (107°) le glycocolle. Quatre vingts jours apres, les tis—
sus sont repiqués sur des milieux sbsdlument identi ues.

Les bourgeons npparaissent d'nbord sur les explontats repiqudés
sur le milieu complet de Murcshige et Skoog et sur les deux milieux
constitués de 1 solution minérale et de 1'hydrolys~t de crséine ou
de glycocolle,

: ‘ombre moyen ‘lPourcentmge
: MILOEBX .de bourgeons d'explantots
: .por explentat ol des bour-
: . .Zeong sont ap-:
S e e ey e e e parus_ :
* Mursshige et Skoog nindéral : 0 : 0 % :
: (SeMe) » . .
i Sl + Vitamines : 0,33 : 15,00 :
! 9.0, + Hydrolysat de cnséine : 1,64 ' 40,52 :
¢ 8,M. + AIL 1077 : 0,44 L1, 11 :
9.1, + kinétine 107° P 0,40 P 48,25 :
: .M. + Blycocolle ; 2,50 Fo81,13 :
* Murcshige et Skoog complet  ° ' ; :
¢ (S.0.)-Hydrolysat de casdéine 2,28 : 64,25 :
'8 0 - Kindtine v 2,85 74,27 :
¢ 8§ C - Glycocolle : 1,45 : 41,19 :
© Murcshige et koog complet : 3,15 85,37 ;

[
Pl

oblea

suhlenn 8 Action des substances orginigques du milieu de Murashige et

skoog sur le bourgeonnement des tissus anergids de Tabac.

Les résultats réunis dans le tableau 8 montrent gque deux substances
favorisent 1z bourgeonnement : 1'.ydrolysat de cnséine et le

glycocolle. Lorsque les acides aminds sont absents du milieu de Mu~

rashige et Skoog, le bourgeonnement est réduit de fagon importante

Le milieu de Muraslhige et Skoog mans &tre favorable & 1o pro--

lifération des cellules de Tabac anergié.. , permet leur organisation
omme si, les cellules en perdent le pouvoir de se diviser ~ctivenment
devenalent capables de se différencier et de s'orgoniser
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CONSIDERATIONS GENERALES

Le milieu complexe mis nu point par Mur=shige et Skoog 1962 et
contenant des éléments mindraux et des facteurs orgsnicues, manifes-
te des propriétés exubérontes & 1'égard Iu tissu de moelle de Tabac
Ces propriétés (prolifération cellulnire et organogéndse importsntes)
nous  les avons retrouvées azvec le tissu d'Endive (feuilles et raci-
nes), Une étude systématique, nous 2 montré que seule la kinétine
éteit active et gqutelle agissait en synergie avec l'auxine.

Skoog 2 montré que 1o kinétine pouvait &tre considérée comme
une "kinine" pour 12 moelle de Tabae, nous pensons qu'il en est de
méme pour les tissus d'Lndive qui fabriqueraient suffisamment d'au-
Xine mzis trop peu de kinines pour utiliser les zuxines endogeénes.

Toutefois, les propriétés spectaculeires de cc milieu ne peuvent
gtre généralisées,

Sur des tissus sutotrophes & 1l'auxine comme ceux de Ronce, le
milieu de Murashige et Skoog 2 une action inférieure 2 celle du mi-
lieu de Heller qu@igue supérieure 2 celle du nilieu de Gautheret.
Les substances organigues sont sans action, clest dunc cue ce tissu
fabrique suffissm-ent de ces substances pour son développement,

Le milieu de Murashige et Skoog n'est pas plus fzvornble cu dé-
veloppement des tissus de Vigne Vierge vis & vis des tissus sains,
seul 1' AIA, comme on pouvait le prévoir, s'est révélé stimuler lo
prolifération cellulaire. Bt vis a vis des tissus de crown-grll cui
sont insensibles & 1l'auxine, le milieu complexe s'est révélé nette-
ment défavorable, ce gui semble devoir &tre attribud & un mauveois
équilibre minéral par rapport zux besoins de ces tissus.

Sur le tissu de Carotte (primnire et souche), le milieu de Mu~
rashige et Skoog exerce une action intermédinire entre celle du mi-
lieu de Heller (le plus fuvornble) et de Goutheret, Les substances
organigues autres que l'auxine n'ont dens leur ensemble gue peu d'in-
fluence,

Por contre avec les tissus de Scorsonere, le milieu de Murashige
et Skoog se comporte trés difiéremment, Les substances organiques
sont sans action sur les tissus normaux et anergiés. Avec les tissus
normaux, l'zction de ce wmilieu est trés peu différente de celle du
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milieu de Gautheret, m:is bien inférieure & celle du milieu de Heller
Por contre, sur les tissus anergiés, le mauvails écuilibre de 1la so-
lution minérale entraine 1a mort de 1la plupart des explantats. Par
contre, les tis us de crown goll se développent tout a f2it normnle-
ment sur le milieu de Murncshige et SKOOg; Les élénments orgnniques
semblent cependont sans effet & 1l'exception de 1la vitamine B1, ce

aui confirme les résultets de Pari s, L'optimudh d'action de cette
vitamine se manifeste aux environs de 10~

Sur un tissu particuliérement hétérotrophe 2 l'auxine comme le
tissu de parenchyme vascultire de Topinambour, le nmilieu de Mmrashi-
ze et Skoog (complet ou non) provoque une prolifération cellulnire
et une organogindse imvortantes bien supérieures & celles du milieu
de Heller et surtout de Gautheret, '

Le milieu de Murashige et Skoog s'étant montré particulicrement
actif pour le tissu de moelle de Tabre, on aupait pu penser retrou-
ver ces propriétds exubdrantes sur d'autres tissus de Tabac, comn
le tissu crown-goll ou anergié, Or, il n'en est rien et pour ces
deux tissue le faible développement des souches doit &tre attribud
sans doute & un mouvais dquilibre des éléments minéraux, tandis gue
les éléments orgdniomes déterminent 1'apparition de bourgeons sur les
tissus 2nergids. Parmi ces éléments organiques, ce sont surtout les
scides aminés (hydrolysat de caséine et glycocolle) cul semblent
responsableg de cette organogénése.

Ainsi, les propriétés spectaculairss que possede le milieu de
Murashige et Skoog & 1'égord de 1o moelle de Tabac ne semblent pas
pouvoir &tre génér-lisdes b tous les tissus végétrux. Cependant 12
richesse de ce milieu permet parfois de révéler certalnes potentia-

1ités des cellules.
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