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INTRODUCTION 



Les p r o p r i é t é s  é l e c t r i q u e s  des  végétaux ont  é t é  à l ' o r i -  

g ine  de nombreux t ravaux,  t o u t e f o i s ,  peu d ' e n t r e  eux concernent  l e s  

phénomènes é l e c t r i q u e s  manifes tés  pa r  l e s  c e l l u l e s  des  Végétaux su- 

p é r i e u r s  ( ~ H E R T O N ,  1960 ; PALLAGHY, 1968 ; BOMLING, 1968). Les 

fragments de p l a n t e s ,  d 'organes  ou même l e s  co lon i e s  ~ i s s u l a i r e s ~  

nous ont  semblé t r op  complexespour aborder  n o t r e  é tude ; nous l e u r  

avons p r é f é r é  de s  c e l l u l e s  en suspension dans un mi l i eu  l i q u i d e  qu i  

ont  un minimum de c o n t a c t s  e n t r e  e l l e s  e t  baignent  to ta lement  dans 

l e  mi l i eu  de c u l t u r e .  Les  i n t e r a c t i o n s  qui  appara i s sen t  hab i t ue l l e -  

ment au niveau d 'un organe ou même d 'une  co lon ie  t i s s u l a i r e , s o n t  donc 

supprimées e t  l e s  échanges e n t r e  l e s  c e l l u l e s  e t  l a  s o l u t i o n  extra-  

c e l l u l a i r e  son t  importants .  

Nous avons u t i l i s é  une suspension c e l l u l a i r e  d 'E rab l e  

( ~ c e r  pseudoplatanus L . )  i s o l é e  pa r  LAMPORT en 1964. 

Grâce à une methode é lec t rophys io log ique  habi tuel lement  

u t i l i s é e  avec l e s  c e l l u l e s  animales, nous avons mesuré l e  p o t e n t i e l  

i n t r a c e l l u l a i r e  des  c e l l u l e s  d f E r a b l e ,  en é q u i l i b r e  d 'échanges  io-  

n iques  avec l e  mi l ieu  de cu l t u r e ;  nous avons ou iv i  l ' é v o l u t i o n  de 

c e  p o t e n t i e l  au cours  de l a  c u l t u r e  e t  é t ud i é  l e  r ô l e  des  p r i n c i -  

paux c a t i o n s  du mil ieu  dans l a  génese de ce  p o t e n t i e l .  

I l  e x i s t e  une r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  l e s  modifica- 

t i o n s  q-h .nt i ta t ives  de l a  composition ionique du mi l i eu  e x t r a c e l l u -  

l a i r e  e t  l e s  v a r i a t i o n s  du p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e .  

Selon l a  l o i  de KERNST, dédu i t e  de l a  t h é o r i e  é l e c t r o -  

chimique, l e s  mouvements d e ~  i ons  r é s u l t e n t  simultanément du gra-  

d i e n t  é l e c t r i q u e  e t  du g r ad i en t  de concen t ra t ion .  E l l e  e s t  v é r i f i é e  

quand l e  g r ad i en t  électrochimique e s t  nu l  ; l a  c e l l u l e  e s t  a l o r s  en 

é q u i l i b r e  thermodynamique avec l e  mi l i eu  qui  l ' e n t o u r e  e t  l e s  échan- 

g e s  son t  purement p a s s i f s .  Dans l e  c a s  c o n t r a i r e ,  l ' é q u i l i b r e  peut  

ê t r e  r é t a b l i  g r âce  à l ' i n t e r v e n t i o n  du métabolisme, s e lon  un proces- 

su s  a c t i f .  

Ains i  l a  méthode é lec t rophys io log ique  qui  rense igne  s u r  I 
l e s  mouvements d e s  i ons ,  peut  c o n s t i t u e r  un bon moyen d ' i nves t i ga -  

t i o n  pour l ' é t u d e  du mode d ' a c t i o n  de s  f a c t e u r s  chimiques (substan- 

c e s  de c ro i s s ance )  e t  physiques ( lumière ,  température) .  



Les suspecsions cellulaires d1Erable (~cer pseudoplata- 

nus L.) sont incapables de se développer en l'absence d'acide 2,4- 

dichlorophénoxyacétique ( 2  $14-D ) et leur croissance est stimulée par 
le chlorhydrate de thiamine (vitamine B ). afin de vérifier si ces 

1 I 
facteurs modifient les échanges ioniques avec le milieu extracellu- 

laire, nous avons étudié leur influence sur le potentiel intracel- 

lulaire. 

De même, nous avons envisagé 1' actiorl de la 

lumière, qui peut modifier la perméabilité membranaire aux subs- 

tances ioniques. 



H I S T O R I Q U E  



Il  e x i s t e  une d i f f é r ence  de p o t e n t i e l  (DP)  e n t r e  1 1 i n t 4 -  

r i e u r  des  c e l l u l e s  e t  l e  mi l i eu  qu i  l e s  en toure  : e l l e  peut ê t r e  mise 

en évidence en r e l i a n t  à un mi l l ivo l tmèt re ,une  é l ec t rode  plongeant dans 

l e  contenu c e l l u l a i r e  e t  une a u t r e  au con tac t  de l a  s o l u t i o n  ex te rne .  

La dév i a t i on  l u e  indique l e  sens  du couran t lde  t e l l e  s o r t e  que l e  con- 
n 

t enu  c e l l u l a i r e  a p p a r a i t  souvent néga t i f  pa r  rappor t  au mi l i eu  ex te rne .  

La DP v a r i e  se lon l e s  espèces ,  l e s  t i s s u s ,  l e s  c e l l u l e s  e t  a u s s i  s e lon  

l a  na tu r e  du mi l i eu  ; e l l e  e s t  de l ' o r d r e  de quelques d i z a i n e s  de m i l l i -  

v o l t s .  

Cer ta ines  c e l l u l e s  animales(comme l e s  c e l l u l e s  e x c i t a k l e s )  

e t  vegé t a l e s  sont  s u s c e p t i b l e s  de r é a g i r  à une s t i m u l a t i o n , p a r  une ré-  

ponse é l e c t r i q u e  nommée p o t e n t i e l  d ' a c t i o n  (PA) .  Chez l e s  Characées, 

Algues d ' eau  douce, l a  d u r j e  du phénomène e s t  de l ' o r d r e  de l a  seconde 

( ~ I R A T H ,  1935 ; GAFFEY e t  MULLINS, 1958 ; KISHINOTO, 1966), a l o r s  q u ' i l  

e s t  de quelques mi l l i secondes  à 1 seconde chez l e s  c e l l u l e s  animales.  

S i  l e s  phénomènes physico-chimiques sont  de même na tu r e ,  l e s  échanges 

ion iques  qu i  accompagnent ce  PA ne sont  pas  l e s  mêmes dans l e s  deux 

règnes .  L a  phase de dépo l a r i s a t i on  e s t  couplée à une s o r t i e  de ch lo re  

chez l e s  Characées (GAFFEY e t  MULLINS, 1958 ; HOPE e t  FINDLIY, 1964) 
+ 

e t  à une e n t r é e  de N a  chez l a  p lupa r t  des  c e l l u l e s  animales (HODSKIN 

e t  HUXLEY, 1952 ; CASTEELS, 1966 ); p a r  contre ,  l a  phase de r e p o l a r i s a t i o n  
+ e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  une s o r t i e  de K p lu s  importante.  

Malgré l e s  d i f f é r e n c e s  qu i  e x i s t e n t  e n t r e  l e s  c e l l u l e s  

végé t a l e s  e t  animales,  l e s  phénomènes é l e c t r i q u e s  sont  c o m p a r a b l e ~ ~ c a r  

i l s  sont  dus à des  v a r i a t i o n s  des  pe rméab i l i t é s  ion iques  membranaires. 

* 

ANALYSE DU POTENTIEL INTRACELLULAIRE 

I 

Le terme " p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e "  d é f i n i t  l a  d i f f é r e n c e  

de p o t e n t i e l  (DP) e n t r e  l e  contenu c e l l u l a i r e  e t  l e  m i l i e u  ex te rne .  Dans 

l e  c a s  des  c e l l u l e s  végé t a l e s  il f a u t  t e n i r  compte de l a  présence de 
I 

deux phases é l e c t r o l y t i q u e s  d i s t i n c t e s :  l e  cytoplasme e t  l e  suc  vacuo- 

l a i r e .  



11 y a  en f a i t  non pas une seule lmais  t r o i s  l'membranes1' 

qui  séparen t  l a  s o l u t i o n  ex te rne  de l a  vacuole ; c e  sont  respec t ive -  

ment de l ' e x t é r i e u r  ve r s  l ' i n t é r i e u r  de l a  c e l l u l e ,  l a  pa ro i  sque le t -  

t i q u e ,  l a  membrane ectoplasmique ou plasmalemme (1) e t  l e  t onop l a s t e  ( 2 ) .  

La l o c a l i s a t i o n  de l a  po in t e  de l a  microélect rode i n t r o -  

d u i t e  dans l a  c e l l u l e  r e v ê t  dans ce s  cond i t i ons  une importance par t i cu-  

l i è r e  (WALKER, 1955 ; SPANSWICK, 1970). D ' a i l l e u r s ,  au s e i n  même du cy- 

toplasme (DODD e t  a l .  1 9 6 6 ) ~  l e s  va l eu r s  a e  l a  DP peuvent changer, puis-  

que l e s  concen t ra t ions  ion iques  sont  d i f f é r e n t e s  dans l e  cytoplasme 

f l u i d e  e t  l a  couche à ch lo rop l a s t e s  chez N i t e l l a  f l e x i l i s  (KISHIMOTO 

e t  TAZAWA, 1965). 

Grâce à l e u r  grande t a i l l e ,  c e r t a i n e s  c e l l u l e s  d 'Algues 

permettent  de mesurer aisément l e s  DP dans l e  suc vacuo la i re  e t  dans 

l e  cytoplasme. Il devient  a l o r s  pos s ib l e  de c a l c u l e r  un " p o t e n t i e l  de 

tonoplas te"  to able au 1). D'une façon générale,  l e  cytoplasme e s t  p lu s  

néga t i f  que l e  suc vacuo la i re  e t  l e s  va l eu r s  de DP à t r a v e r s  l e  tono- 

p l a s t e  sont  f a i b l e s , s a u f  dans l e  c a s  de Valonia e t  de Chaetomorpha,ce 

qu i  correspond sans  doute à une s t r u c t u r e  p a r t i c u l i è r e  de c e t t e  mem- 

brane (GUTKNECHT, 1966). 

Par a i l l e u r s ,  un changement expérimental  de l a  composit ion 

ionique du suc vacuo la i re  ne modifie prat iquement p a s  l e  p o t e n t i e l  in-  

t r a c e l l u l a i r e  chez N i t e l l a  f l e x i l i s  (TAZAWA e t  XISHIMOTO, 1964 ; LEFEBVRE 

e t  GILLET, 1968).  Des modi f ica t ions  de l a  composition ionique du mi l i eu  

e x t é c i e u r  n'affectezt pas la  DP à t r a v e r s  l e  t onop l a s t e  chez Chara a u s t r a l i s  

(FINDLAY e t  HOPE, 1964) ,  chez N i t e l l a  t r an s lucens  ( S P ~ S W I C K  e t  a l . ,  

1967) e t  N l t e l l a  f l e x i l i s  (LEFEBVRE e t  GILLET,  1968). De plus,  l a  r é s i s -  
2  

t ance  é l e c t r i q u e  du plasmalemme (12 K . cm ) e s t  p l u s  importante  que 
2  

c e l l e  du t onop l a s t e  (1 K . cm ) chez Chara a u s t r a l i s  (HOPE e t  FINDLAY, 

1964). 

Le t onop l a s t e  ne semble donc pas  c o n s t i t u e r  (sauf  chez 

Valonia e t  ~hae tomorpha) ,une  b a r r i è r e  t r è s  importante  aux échanges 

ion iques  e t  l a  s é l e c t i v i t é  membranaire d o i t  i n t e r v e n i r  s u r t o u t  au  ni- 

veau du plasmalemme. 

(1) - ( 2 )  : p a r  ana log ie  aux termes : Plasmalemma e t  t onop l a s t  (UMRATH, 
1956 ; BRIGGS e t  a l . ,  1961). 

( 2 )  : on u t i l i s e  p s r f o i s  l e  terme tonoplasme (PILET, 1968). 



T A B L E A U 1 : Différences de potentiel à travers le tonoplaste des 

cellules d'Algues, en milieu naturel ou artificiel. 

Espèces 

Nitella species 

( Nitella flexilis 

Nitella translucens 

1 Chara australis 

l Valonia ventricosa 
Chaetomorpha darwinii c 

D.P. (en m ~ )  Références 

WALKER, 1955 

LEFEBVRE et GILLET, 1968 

SPANSWICK et WILLIAMS, 1965 

?INDLAY et HOPE, 1964 

?AVEN, 1967 

XTKNECHT , 19 66 

)ODD et al., 1966 



Récemment, ETHERTON e t  HIGINBOTHAR (1960) ont  mentionné 

que l e s  po t en t i e l s  i n t r a c e l l u l a i r e s  des Véaétaux s u ~ é r i e u r s  sont  

du même o rd r e  de grandeur que ce- mesurés chez l e s  Algues, l e s  

s o l u t i o n s  ex t e rne s  u t i l i s é e s  é t a n t  généralement des s o l u t i o n s  s a l i n e s  

de composition simple (KCZ d i l u é )  ; l e s  t i s s u s  y sont  p l acé s  pendant 

un temps v a r i a n t  de 2 à 48 heures  avant  l e s  mesures  a able au II) .  

Les au t eu r s  concluent  non seulement que l a  DP à t r a v e r s  l e  

t onop l a s t e  e s t  négl igeable ,mais  a u s s i  que l a  r é s i s t a n c e  de c e t t e  mem- 

brane e s t  1/6 de l a  r é s i s t a n c e  t o t a l e  du système membranaire (GREENHAM, 

1966),  c e  qu i  montre b i en  que chez l e s  végétaux, l a  p r i n c i p a l e  b a r r i è r e  

à l a  d i f f u s i o n  de s  ions  e s t  l e  plasmalemme. 

En résumé, t o u t e s  l e s  mesures e f fec tuées  chez l e s  Algues 

ou chez l e s  Végétaux su pé r i eu r s , i nd iquen t  que l e  cytoplasme p r é sen t e  

un p o t e n t i e l  p l u s  néga t i f  que c e l u i  du suc vacuo la i re  p a r  r appo r t  au 

mi l i eu  e x t r a c e l l u l a i r e .  Seu l ,  j u squ l à  p r é sen t ,  SINCLAIR (1967) a mon- 

t r é  que l a  DP des  c e l l u l e s  de f e u i l l e s  de Hookeria l ucens  passe  de 

- 140 mV à - 200 mV au f u r  e t  à mesure que l ' é l e c t r o d e  e s t  enfoncée 

dans l a  c e l l u l e .  

POTENTIEL INTRACELLULAIRE E2 ECHANGES IONIQUES 

Dès l e  début du s i è c l e ,  un modèle simple rend compte de l a  

p é n é t r a t i o n  e t  de l ' accumula t ion  de s  i o n s  inorganiques  dans une c e l l u l e  : 

Un excès  d ' an ions  non d i f f u s i b l e s ,  d ' o r i g i n e  organique,  à 

l ' i n t é r i e u r  de l a  c e l l u l e  engendre une d i f f é r ence  de p o t e n t i e l  é l e c t r i -  

que qui  t end  à f a i r e  péné t r e r  l e s  c a t i o n s  du mi l i eu  e x t é r i e u r .  

Le t r a n s f e r t  s e  f a i t ,  s o i t  p a r  d i f f u s i o n  d e s  i o n s  (DONNN, 

l g l l ) ,  s o i t  pa r  un vecteur  p ro té ique  dont l e  c a r a c t è r e  amphokère l u i  

permet d ' ê t r e  t a n t ô t  donneur, t a n t ô t  accep teur  de c a t i o n s  (LAPICQUE, 1925) 

Ces t h é o r i e s  s e  sont  r é v é l é e s  i n s u f f i s a n t e s  pour exp l i que r  

l a  s é l e c t i v i t é  du t r an spo r t  ca t ion ique  e t  l a  p é n é t r a t i o n  des an ions .  Pour 

OS TER HO UT(^^^^), chaque i on  t r a v e r s e r a i t  une b a r r i è r e  de  d i f f u s i o n  à 

l ' a i d e  d 'un  t r an spo r t eu r  spéc i f ique :don t  l ' a c t i v i t é  s e r a i t  l i é e  d i rec -  

tement ou indirectement  au métabolisme : LUNDEGARDH e t  BURSTROM (1933) 

p u i s  LUNDEGARDH (1954) i den t  i f  i e n t  l e s  vec t eu r s  an ion iques  aux cyto- 

chromes de l a  chaîne  r e s p i r a t o i r e .  - 



L'amélioration des méthodes d'analyse quantitative, les 

techniques électrophysiologiques, l'utilisation de traceurs radioactifs 

associés aux possibilités de fractionement cellulaire ont permis l'étu- 

de exacte de la distribution des ions dans une cellule et l'ébauche de 

nouvelles théories cinétiques susceptibles de décrire plus exactement 

les mécanismes d'absorption (EPSTEIN, 1966, THELLIER, 1969). 

L'intervention du métabolisme dans les mouvements ioniques 

est généralement reconnue par tous les auteurs et le recours à la théo- 

rie électrochimique a permis une approche satisfaisante du problème 

(HOPE, 1971 ; NOBEL, l9-P -.a) 

Selon GUGGENHEIM (1929), pour un ion "j", le potentiel 

électrochimique s'écrit : 

potentiel standard dans l'état initial 

constante des gaz parfaits 

température absolue 

activité chimique de l'ion "jl' 

valence (avec son signe) 

Faraday (96.500 coulombs) 

pression hydrostatique 

vo3ume molaire partiel. 

Quand l'ion est en équilibre thermodynamique, des flux 

égaux traversent la "membrane" dans les deux sens et les potentiels 

électrochimiques sont égaux dans les deux compartiments. L'équation 

(1) permet de calculer les potentiels à l'intérieur ( p  ji) et à l'ex- 

térieur ( je du système membranaire cellulaire. Après simplification, P )  
la différence de potentiel à l'équilibre s'écrit : 

C'est l'équation de NERNST ; si elle est vérifiée, cela 

signifie que l'ion est distribué passivement. Dans le cas contraire, 

l'équilibre thermodynamique est rompu de part et d'autre de la "mem- 

brane" et on admet que l'ion peut être soumis à un transport actif. 



d o .  
a, ri 
ri v 
s k-4 
ri 
d a, 
a, a 
O 

do 
Cu a, 
a *a> 



S i  on s u b s t i t u e  aux a c t i v i t é s  A. e t  A. d i f f i c i l e s  à 
Je  ~i 

mesurer dans l e s  phases i n t r a c e l l u l a i r e s ,  l e s  va l eu r s  des  cnncentra- 

t i o n s  C . e t  C j i  à l ' e x t é r i e u r  e t  à l ' i n t é r i e u r  de l a  c e l l u l e ,  l t é -  
Je 

qua t ion  ( 2 )  devient  une r e l a t i o n  simple qu i  exprime l e  p o t e n t i e l  

d ' é q u i l i b r e  d 'un  i o n  dans un système donné : 

RT 
E = eF l o g  

j  ji 

Le c a l c u l  de E .  devient  par t i cu l iè rement  a i s é  dès  l o r s  
J 

que l e s  concen t ra t ions  C e t  C j i  sont  connues. Inversenent ,  on peut 
j e  

en supposant que E .  e s t  égal au p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e  
.l 

mesuré (pi )  : 

De t e l s  c a l c u l s  ont é t é  e f f ec tué s  pour K+, Na' e t  cl-  
dans l e s  c e l l u l e s  d ' a l gues  ou de Végétaux supé r i eu r s  en é q u i l i b r e  

avec des  s o l u t i o n s  s a l i n e s  e x t é r i e u r e s  de composition connue. 

Chez N i t e l l a  t r ans lucens ,  SPANSWICK e t  WILLIAMS (1964) 

observent qu'aucun de ce s  i ons  n ' e s t  en é q u i l i b r e  thermodynamique : 
+ 

N a  d i f f u s e  passivement v e r s  l ' i n t é r i e u r ,  K+ e t  C l -  v e r s  l ' e x t é r i e u r  : 

l e s  a u t e u r s  en déduisent  q u ' i l  e x i s t e  un t r anspo r t  a c t i f  de N a +  ve rs  
f l ' e x t é r i e u r  a i n s i  qu'un mécanisme inve r se  pour K e t  cl-'  

+ D ' a i l l e u r s ,  l e s  t r a n s p o r t s  a c t i f s  du K v e r s  l ' i n t é r i e u r  
+ e t  du N a  v e r s  l ' e x t é r i e u r  sont  s i g n a l é s  dans de nombreux c a s  : 

- Vaionia ven t r icosa  ( G U T K N ~ C B ,  1966) 

- N i t e l l a  c l a v a t a  (BARR, 1965) 

- Chaetomorpha darwini i  (DODD e t  a l . ,  1966) 

- Hydrodictyon af  ricanum (RAITEN, 1967) 

Fréquemment, on a cons t a t é  que l e  potassium e s t  proche 

de 1 ' é q u i l i b r e  thermodynamique : 

- N i t e l l a  f l e x i l i s  (KISHIMOTO e t  TAZAWA, 1965) 

- N i t e l l o p s i s  ob tusa  (DAINTY, 1362). 



Chez les Egétaux supérieurs, les comparaisons entre le 

potentiel vacuolaire mesuré et les potentiels d'équilibre calculés 

pour chacune des espèces ioniques montrent l'existence de gradients 

électrochimiques, vers l'extérieur si le milieu extracellulaire est 
+ pauvre en K et vers l'intérieur si sa concentration en K+ est éle- 

vée. 

Par ailleurs, le sodium diffuse passivement vers l'inté- 

rieur (ETHFRTON, 1963). Ces mouvements impliquent 1 'existence de 

flux actifs en sens inverse,de façon à maintenir la concentration 

interne constante : il se produit soit un rejet, soit une en- 1 
1 + + trée de K ainsi qu'une sortie de Na avec 1 'aide du m6tabolisme. l 

. l 

+ Ce rejet de iJa est confirmé par ETHERTON (1967) avec 

Pisum sativum et par HIGINBOTHAM et al. (1967) avec Pisum sativum 

et Avena sativa en équilibre d'échanges depuis 48 heures avec une 

solution externe contenant les huit ions principaux (1). Ces au- 
+ teurs mentionnent que le K est proche de l'équilibre thermodynami- 

+ ++ ++ que, alors que Na Ca et Mg sont rejetés activement (le trans- 

port actif n'a pas été prouvé et dans ce cas, il peut intervenir une 

relative imperméabilité de la membrane à ces ions). Les anions cl-, 
- -- --- 

NOj , SO y PO4 
4 

seraient absorbés activement. 

Si les études entreprises ne sont encore que fragmentai- 

res, il s'avère que la théorie des potentiels de diffusion permet 

de mettre en évidence la régulation des concentrations ioniques à 

l'intérieur de la cellule végétale : la concentration du potassium 

y est maintenue glus élevée que celle du sodium qui est rejeté vers 

1 'extgrieur . 
Toutefois, l'absence d'équilibre thermodynamique ne si- 

gnifie pas obligatoirement l'intervention d'un mécanisme actif qui 

doit déplacer les ions contre leur gradient électrochimique. Il peut 

exister des radicaux qui participent à des structures et se distri- 

buent donc selon la loi de DONNAN. 

La participation de l'activité métabolique dans la dis- 

tribution et les échanges des ions,est généralement mise en évidence 

par l'emploi de substances inhibitrices de la respiration : en effet, 



le dinitrophénol (D.N.P. ) et 1 'ion cyanure (CN-) annulent le trans- 
port actif du K+ chez Chaetomorpha (DODD et al., 1966). Ces mêmes 

substances ont un effet dépressif immédiat et réversible sur le po- 

t ent iel intracellulaire chez Avena ( ETHERTON et HIGINBOTHAM, 1960) 
et chez Nitella clavata (KITASATO, 1968). 

De nombreux auteurs attribuent à la lumière le rôle de 

source de l'énergie nécessaire à ces mécanismes actifs : HOPE et 

WALKER (1960), MAC ROBBIE (19621, VREDENBERG (1969 et 1971). 

+ Le transport actif 3u K pourrait être couplé à la res- 

titution par llATP de l'énergie accumulée lors de la phosphoryla- 

tion cyclique ; celui du cl- serait directement lié au transfert 

d'électrons de la photoréaction II de la photosynthèse. 

En outre, la lumière pourrait jouer un rôle sur la perméa- 

bilité membranaire, puisque TANADA (1968) et JAFFE (1968) montrent qu'el1 e 

peut modifier la structure membranaire cn occasionnant un transfert 

de charges. En effet, il est possible de yrovoquer des modifications 

photoinduites de l'adhérence de racines excisées sur des surfaces 

polarisées. 

Toutes les théories envisagées pour expliquer l'origine 

de l'énergie nécessaire au fonctionnement des mécanismes actifs res- 

tent vraisemblablement insuffisantes : en effet, GUTKNEC HT (1965) a 

pu maintenir un rapport K' / ~ a +  élevé chez Gracilaria folifera à 

l'obscurité et en 1 'absence d'O2. 

Parmi les facteurs biologiques qui peuvent interférer . 
avec le potentiel intracellulaire, les substances de croissance tien- 

nent une place importante. ETHERTON (1970); a signalé, sans pouvoir 

conclure,que les différentes composantes du potentiel intracellulai- 

re fluctuent selon la teneur en AIA du milieu extérieur. C'est d1ail- 

leurs le seul résultat obtenu au niveau cellulaire, même si on admet 

généralement que la régulation de la croissance des plantes par l'au- 

xine est en relation avec les phénomènes de polarité électrique (WENT, 

1932 ; ROSENE et LUND, 1953). 

En outre, 1'AIA (BODE, 1969 ; ILAN, 1962, 1971 ; ILAN et 

REINHOLD, 1963) et la kinétine (JACOBY et DAGAN, 1970) sont suscepti- 

bles d'interférer avec l'absorption ionique chez les végétaux supérieurs. 



M A T E R I E L  
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I - CULTURE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES 

Les c e l l u l e s  végé t a l e s  c u l t i v é e s  " in  v i t r o "  s u r  de s  m i -  

l i e u x  l i q u i d e s , r e p r é s e n t e n t  un ma té r i e l  de choix  pour l e  phys io log i s te ,  

grâce  à l e u r s  p r o p r i é t é s  c l ona l e s .  Avant de nous a d r e s s e r  à des  ce l l u -  

l e s  ayant  des p r o p r i é t é s  c u l t u r a l e s  e t  des  beso ins  n u t r i t i f s  d i f f é r e n t s  

 once, Vigne v ie rge ,  ~ a b a c ) ,  nous avons c h o i s i  de t r a v a i l l e r  s u r  des  

c e l l u l e s  d t E r a b l e  ( ~ c e r  pseudoplatanus L . )  dont l e s  moda l i t é s  de c ro i s -  

sance on t  f a i t  1 lob j e t  de nombreux t ravaux  : LAMPORT (1964),  LESCURE 

(1966),  STREET (1968),  GRIGNON ( I ? ~ ~ - ~ ) , S T U A R T  e t  STREET (1969),  SIMPKINS 

e t  STREET (1970). L a  souche u t i l i s é e  e s t  c e l l e  i s o l é e  par  LAMPORT en 

1964. 

A - Milieu de c u l t u r e  

Le mi l i eu  de c u l t u r e  u t i l i s é  e s t  c e l u i  m i s  au p o i n t  p a r  

L?SCURE (1966) qui  con t i en t  notamment de l ' a c i d e  dichlorophenoxy-acé- 

t i q u e  ( -   IO-^ g . ~ - l ) ,  de l a  thiamine ( v i t a m i n e  B ~ )  ( 1 0 - ~  g . ~ - ' )  

e t  du saccharose (2%) comme source carbonnée' ca able au 111). Il 

e s t  r é p a r t i  dans des  f i o l e s  de 500 m l  à r a i s o n  de 200 m l  p a r  f i ~ l e ~ p u i s  

au toc lavé  à llO°C pendant 20 minutes. 

B - Repiquage 

Tous l e s  d i x  jours ,  l e s  c e l l u l e s  sont  rep iquées  s u r  un miliei  

neuf.  Après décan ta t ion  de l a  suspension,  l a  moi t i é  du surnageant e s t  é- 

l iminée.  Le contenu de l a  f i o l e  e s t  a l o r s  a g i t é l a f i n  d ' o b t e n i r  un mé- . 

hngehomogène. Des a l i q u o t e s  de 20 m l  p r é l evées  aseptiquement pa r  p i p e t -  

t age  son t  r é p a r t i e s  dans des  f i o l e s  contenant  chacune 200 m l  de m i l i eu  

n u t r i t i f .  Par c e t t e  méthode, il n ' e s t  pas  p o s s i b l e  de c o n t r ô l e r  avec 
< 

exac t i t ude  l a  q u a n t i t é  de c e l l u l e s  ensemencées, c ' e s t  pourquoi nous a- 

vons modif ié  l e  p ro toco le  expérimental  du t r a n s f e r t  de s  c e l l u l e s .  

Pour é l im ine r  l e  mi l ieu  e t  pouvoir  manipuler uniquement des  

amas c e l l u l a i r e s ,  l e  contenu des  f i o l e s  de c u l t u r e  e s t  versé  s u r  un pa- 

p i e r  f i l t r e  sans  cendre dans un entonnoir  de Bückner (Figure l-a). Après 

f i l t r a t i o n ,  l e  mi l i eu  e s t  r e c u e i l l i  pour e f f e c t u e r  d i f f é r e n t s  con t rô les :  

mesure du pH, dosage des  ions. 



T A B L E A U  III 

Milieu liquide de LAMPORT modifié par LESCURE (1966). 

t 

COMPOSITION DU FIILIEU 

Nitrate de calcium c ~ ( N o ~ ) ~ ,  4 H20 

Chlorure de potassium KC 1 

Nitrate de potassium 
m03 

Sulfate de magnésium MgSO 7 H20 
4 ' 

Phosphate monopotassique KPO H 
4 2 

Phosphate disodique Na PO H, 12 H20 
2 4 

Acide borique 
H3B03 

Iodure de potassium K1 

Sulfate de manganèse MnSO 4 H20 
4 ' 

Sulfate de zinc ZnSO 
4 

Sulfate de fer FeSO 7 H20 
4' 

Na2EDTA 

Saccharose 
- 
Thiamine Vitamine B1 

Acide s ,l+ -dichloro-phenoxyacétique 2 ,4-D 

CORCE.!TRATION ( g -1-') 

290.10-~ 

65.10-~ 

1.960.10-~ 

360.10-~ 

50o.i0-~ 

g7.10-~ 

1,~.1o-~ 

0,75.10-~ 

4,50.10-~ 

1,5.10-~ 

2,785.10-~ 

3,725.10-~ 

20 

l.10-~ 

l . l ~ - ~  

---4' 



F i g u r e  1 : D i s p o s i t i f s  d e  f i l t r a t i o n  
.. 

A : P a r  g r a v i t é  s u r  Bacliner + p a p i e r  f i l t r e  

B  : P a r  g r a v i t é  s u r  manchon + t o i l e  à b l u t e r  ( v i d e  de  
m a i l l e  : 35 pm). 



Le l i q u i d e  i n t e r s t i c i e l  qu i  peut  con t en i r  d i v e r s  f a c t e u r s  

s t imu lan t s  ou i n h i b i t e u r s  (STUART e t  STREET, 1969) d o i t  ê t r e  é l iminé  : 

l e s  c e l l u l e s  sont  donc r i ncée s  avec 200 m l  de mi l ieu  neuf préalablement 

s t é r i l i s é .  
+ 

A l ' a i d e  d 'une spa tu l e ,  5 - 0 , l  grammes de c e l l u l e s  sont  

t r a n s f é r é s  dans de s  f i o l e s  de 500 m l  contenant 200 m l  de m i l i eu  neuf.  

Connaissant l e  po ids  de mzt ière  f r a î c h e  ensemencé dans chaque f i o l e ,  

on peut s u i v r e  l a  c ro i s sance  de l a  suspension c e l l u l a i r e  au cou r s  de 

l a  c u l t u r e .  

C -   on dit ions de c u l t u r e  

Afin d ' é v i t e r  l ' a s p h y x i e  des  c e l l u l e s ,  c e l l e s - c i  son t  sou- 

mises à une a g i t a t i o n  permanente. 

Les f i o l e s  sont  d i sposées ,  i n c l i n é e s  à 45O pax r appo r t  à 

l ' h o r i z o n t a l e  ( f i g u r e  2-A), s u r  un a g i t a t e u r  r o t a t i f  ( f i g u r e  2-B) tour-  

nant  à l a  v i t e s s e  de 60 r o t a t i o n s  pa r  minute. 

Les c u l t u r e s  sont  é c l a i r é e s  ( lumière  n a t u r e l l e  c o r r i g é e  pa,r 

é c l a i r a g e  f l u o r e s c e n t  de 2000 l u x )  douze heures  par  j ou r  e t  s o n t  main- 

tenues  à l a  temperature cons tan te  de 22OC. 

D - Mesure de l a  c ro i s s ance  

D i f f é r en t e s  mithodes peuvent ê t r e  u t i l i s é e s  pour mesurer l a  

c ro i s s ance  de c e l l u l e s  en suspensior .  Les p l u s  couramment u t i l i s é e s  son t  

l e s  su ivan t e s  : 

- Mesure du po ids  de mat iè re  f r a î c h e  

- Mesure du po ids  de mat iè re  sèche 

- f iesure du volume c e l l u l a , i r e  a p r è s  sédimentat ion (LAMPORT 

1964, HENSHAW e t  a l .  1966) 

- Numeration c e l l u l a i r e  (STREET, 1967 ; JOUANNEAU e t  PEAUD- 

LENOEL, 1967) 

- Mesure de l a  synthèse p ro té ique  (LESCURE, 1966 ; JOUANNEAU 

e t  PEAUD-LENOEL , 1967 ) 

- Q u a n t i t é  d ' a zo t e  t o t a l  (GRIGNON, 196 9-a) 

Parmi c e s  c r i t è r e s ,  nous avons essayé ceux qu i  nous ont  Sem- 

b l é  l e s  mieux adap t é s  à n o t r e  ma t é r i e l .  



Figure 2 : Dispositif d'agitation continue des suspensions cel lu la lree  

d1Erable entretenues dans un milieu liquide. 

A t Position d'une fiole sur l'agitateur 

B 2 Vue de l'agitateur 



1) Mesure du poids de matière fraîche 

Après un temps de culture déterminé, le contenu d'une 

fiole est filtré sur un tamis de nylon (genre toile à bluter),de vide 

de maille 35 ?miqui retient la totalité des cellules (figure 1-B),. 

Celles-ci sont ensuite recueillies sur une feuille d'étain et pesées 

( ~ f ) .  La croissance peut s'exprimer par la relation suivante : 

APÎ = ~f - Pif (1) 

- où Pif est le poids initial des cellules au moment de 
l'ensemencement. 

2) Mesure du poids de matière séche 

L'élimination de l'eau contenue dans la matière vivante 

peut être obtenue par déshydratation à l'étuve ou par lyophilisation ; 

c'est ce second procédé qui a été utilise. 

5 à 10 grammes de matière fraTche sont congelés rapide- 

ment par immersion daris l'azote liquidelpuis déshydratés sous vide pendan 

48 heures. Les cellules lyophilisées sont ensuite pesées et placées dans 
un dessicateur au chlorure de calcium en vue ~e manipulations ultérieures 

Dans ces conditions, la croissance exprimée initialement 

peut être formulée : 

OPs = Ps - Pis (2) 

- où Pis est l'équivalent en matière séche du Pif. 

3) Mesure du volume cellula* 

Trois aliquotes de 10 ml sont prélevées dans une fiole 

maintenue en rotationlafin que la suspension soit homogène. Après une 

centrifugation ménagée (600 r.p.m. pendant 5 mn), l e  volume des culots 

de centrifugation est mesuré et le volume cellulaire moyen Vm est exprimé 

en ml par ml de milieu de culture. 

4) Numération cellulaire 

Nous avons effectué un comptage cellulaire en pratiquant 



des dilutions süivant la technique bactériologiq~e~puis un dénombrement 

sur le quadrillage d'une cellule de MALASSEZ. 

Cette méthode nous para'it difficilement applicable dans le 

cas des cellules dtErable cultivées selon le protocole que nous utilisons, 

car toutes les cellules ne sont pas dissociées et la présence dtamas,qui 

comprennent parfois plusieurs centaines de cellules, fausse à la fois les 

dilutions et le comptage. 

Dans un premier temps, nous avons utilisé une agitation "va 

et vient'' pour dissocier ces aggrégats cellulaires, puis nous avons es- 

sayé une séparation enzymatique par une pectinase extraite de Rhizopus 

nigricans (SIGMA CHETdICAL corporation) à 2 $ pendant 2 à 3 heures, à 

37°C. 

Ces deux méthodes se sont avérées inefficaces, employées 

séparemment ou conjointement. 

5 )  Xesure de la teneur en azote total 

200 mg de cellules désf-lydratées, réduites en poudre, sont 

minéralisées dans un matras de KJELDAHL en présence de catalyseur au se- 

lenium et de 5 ml d'H SO concentré. 
2 4 

L'azote est ensuite dosé colorimétriquement à 420 nm par 

le réactif de NESSLER. 

Ainsi est déterminée la teneur en azote total des cellules 

dtErable. 

II - METHODE ELECTROPHYSIOLOGIQUE 

L'enregistrement du potentiel électrique est réalisé par 

la technique des micro-électrodes intracellulaires. La mise en place de 

cette manipulation comprend plusieurs préparations : la fabrication des 

microélectrodes, le montage d'un appareillage d'enregistrement, la con- 

fection de différents milieux de contact et dans certains caslle pré- 

traitement du matériel cellulaire. 

A - Fabrication des micro~lectrodes 

Les microélectrodes sont fabriquées selon la méthode 

d ' ALEXANDER et NASTUK ( 1958). 



Une m i c r o é l e c t r o d e  e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  c o n s t i t u é e  d ' une  

m i c r o p i p e t t e  de  v e r r e  obtenue  p a r  é t i r e m e n t  d ' u n  tube  c a p i l l a i r e  de  

1 mm d e  d i a m è t r e  i n t é r i e u r .  Les m i c r o p i p e t t e s  s o n t  d i s p o s 4 e s  s u r  un 

p o r t o i r  e t  p l a c é e s  dans  un r é c i p i e n t  c o n t e n a n t  une s o l u t i o n  d e  K C 1  3M. 

Le l i q u i d e ,  p o r t é  à é b u l l i t i o n  e t  sous  v i d e  p a r t i e l ,  p é n ë t r e  d a n s  l e s  

m i c r o p i p e t t e s  ; il forme a i n s i  l a  s o l u t i o n  d e  c o n t a c t  i n d i s p e n ~ a b l e ~ e n -  

t r e  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r  que l ' o n  mesure e t  un fil d ' a r g e n t  q u i  c o n s t i t u e  

l l é l e c t r o c J e  proprement d i t e , l a q u e l l e  e s t  r e l i é e  au c i r c u i t  d ' e n r e g i s t r e -  

ment . 
Après r e f r o i d i s s e m e n t ,  l e s  m i c r o p i p e t t e s  s o n t  t r a n s f é r é e s  dant 

un Bécher  con tenan t  une s o l u t i o n  de  K C 1  3M où e l l e s  s o n t  conse rvées  jus- 

q u ' à  l e u r  u t i l i s a t i o n  ( au  maximum une semaine) .  

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  m i c r c é l e c t r o d e s  s o n t  mesurées  

avan t  chaque u t i l i s a t i o n  : l e u r  r é s i s t a n c e  doi-c ê t r e  compr ise  e n t r e  2 , 5  

e t  1 0  ~ f i ( c e  q u i  co r r e spond  à un d i a m è t r e  à l a  p o i n t e  d ' e n v i r o n  1 f J m )  ; 

d e  même, l e  p o t e n t i e l  de  c o n t a c t  e n t r e  l a  p o i n t e  de la .  m i c r c é l e c t r o d e  e t  

l e  m i l i e u  e x t é r i e u r , d o i t  ê t r e  i n f é r i e u r  à 5 mT: e t  ne d o i t  p a s  v a r i e r  au  

c o u r s  d ' u n e  manipula. t ion ; il e s t  r e t r a n c h é  d e s  v a l e u r s  mesurées .  

A i n s i  c o n t ô l é e s ,  l e s  m i c r o é l e c t r o d e s  p e r m e t t e n t  un  enre-  

g i s t r e m e n t  s t a b l e  e t  de  longue  d u r é e  du p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e .  

B - Manipu la t ion  

Sous l e  microscope ,  une mic roE lec t rode  e s t  i m p l a n t é e  dans  

une c e l l u l e  à l ' a i d e  d 'unmicromanipula . teur .  L a  d i f f é r e n c e  de p o t e n t i e l  

e n t r e  l ' é l e c t r o d e  d e  mesure e t  c e l l e  d e  r é f é r e n c e l e s t  t ra .nsmise p a r  l ' i n -  

t e r m é d i a i r e  du montage d é c r i t  p l u s  l o i n  à un e n r e g i s t r e u r  g raph ique .  

L a  d é v i a t i o n  lue ,  co r r e spond  donc à l a  d i f f é r e n c e  d e  poten-  

t i e l  e n t r e  l e  con tenu  i n t e r n e  d e  l a  c e l l u l e  e t  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r  avec  

l e q u e l  e l l e  e s t  e n  c o n t a c t .  

C - Montag_e - du d i s p o s i t i f  d ' e n r e ~ i s t r e m e n t  

Le montage u t i l i s é  pour  n o s  mesures  e s t  r e p s 6 s e n t é  p a r  l a  f i g u r e  3. 

L'élément  p r i n c i p a l  de  c e  d i s p o s i t i f  e s t  un e n r e g i s t r e u r  

g raph ique  ALLCOSCRIPT ( t y p e  EN 216)  à e n c r e  s o u s  p r e s s i o n .  I l  e s t  équ ipé  

d e  deux p r é a m p l i f i c a t e u r s  d i f f é r e n t i e l s  ( t y p e  PA 5 ) , c e  q u i  permet  une 



Figure 3 : Dispos i t i f  de mesure 

(-\ 
2 I V  , $ L i ,  E : Enregis t reur  

" <. 

C : Changeur d'impédance ( ~ n t r é e  100 ~ n ;  S o r t i e  1 KQ ; Gain* 1) 
+ T : Boîte de t a r age  (de - 1 à 100 m ~ )  

M : Milieu de LAMPORT modifié par  LESCURE 

E h  : Microélectrode de mesure 

Er :Electrede de référence 



gamme d'enregistrement des tensions,allant de 5 mV à 20 V par cm. L'im- 

~édance d'entrée de ces amplificateurs est de 5 Ma; elleest donc faible 
par rapport à celle de la microelectrode et à la résistance interne des 

cellules; il convient donc d'intercaler un abaisseur d'impédance (c) : 

- Impédance d'entrée : infinie 
- Impédance de sortie : 1 KR 
- Gain : 1 

Afin de contrôler avec précision l'amplitude des potentiels 

enregistrés, nous utilisons une boîte de tarage c'est-à-dire un générateur 

de tensions constantes calibré sur deux gammes : 

Pour éliminer les potentiels de jonction, les électrodes 

sont constitu6es de fils d'argent chloruré (Ag/Agcl) en contact avec 

des solutions concentrées de chlorure de p~tassium ( K C ~  3 ~ ) .  L'ensemble 

du dispositif de mesure est installé dans une cage de Faraday. 

D - Les milieux 

La mesure du potentiel intracellulaire des cellules dtErable 

dans les conditions habituelles de culture,se réalise avec le milieu de 

LAMPORT modifié par LESCURE (1966) comme solution de contact. Il cons- 

titue donc le milieu de référence à partir duquel d'autres solutions ex- 

térieures seront élaborées en modifiant les concentrations habituelles 

des différents constituants du milieu de culture. 

Dans ces conditions, la pression osmotique est maintenue 

constante en réglant la concentration en saccharose ; chaque fois que 

cela a été possible, une substitution équivalente en charge a été effec- 

tuée pour maintenir la force ionique du milieu. 

l 

Les cellules sont déposées dans une cuvette en plexiglass 

qui permet les changements du milieu extérieur sans déplacement de la 

préparation. 

Dans certains cas, les cellules ont subi un prétraitement 

de durée variable (indication figurant au protocole de chaque expérience), 



durée qui ne fut jamais inférieure à 2 heures, 

III - ?.!ETHODES D'ANALYSE 

Les mesures de potentiels intracellulaires ne sont inter- 

prétables en termes de perméabilité cellulaire, que lorsque les concen- 

trations des milieux dans lesquels elles sont effectuées sont connues. 

Nous avons donc réalisé des analyses quantitatives dans le milieu ex- 

terne et dans le contenu cellulaire, à l'aide d'une méthode automati- 
+ + ++ 

sée, du moins, en ce qui concerne les teneurs en cations (K , Na , Mg , 
~a") . 

A - Analyse automatique des cations 

L'analyse est réalisée selon la technique décrite par GRIGNON 

(1969-a)sur un autoanalyseur Technicon qui comprend une série de modules 

indépendant S. : 

- Distributeurs d'échantillone liquides ou solides 
- Bain-marie (glycol thermostaté) 
- Dialyseur 
- Minéralisateur 
- Colorimètre 
- Photomètre de flamme (émission ou absorption atomique) 

Dosage du potassium 

Le dosage se fait par photométrie de flamme (émission) en 

présence d'une quantité constante de lithium pour éliminer les inter- 

f érences. 

2) Dosage du sodium 

La technique précédente est utilisézen présence de lithium) 

mais avec des filtres interférentiels différents. La méthode des surchar- 

ges (confection d'une gamme au voisinage de la concentration de l'échan- 

tillon) a été employée. 

3) Dosage di1 magn6sium 

Le magnésium est dosé en absorption atomique en présence de 

strontium. 



4 )  Dosage du ca lc ium 

I l  s e  r é a l i s e  également  e n  a b s o r p t i o n  atomique e n  p r é s e n c e  

d e  l a n t h a n e .  

L a  méthode au tomat ique  donne d e s  r é s u l t a t s  t r è s  r e p r o d u c t i b l e  

qpi ne  s o n t  p a s  s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t s  d e s  dosages  manuels  que nous 

avons  e f f e c t u é s .  

B - P r é p a r a t i o n  d e s  a n a l y s e s  

En c e  q u i  conce rne  l e  m i l i e u  l i q u i d e ,  d e s  a l i q u o t e s  de  20 m l  

s o n t  évaporées  s o u s  vide, p u i s  r e p r i s e s  p a r  20  m l  3 ' ; i C l  T J / ~ O .  C ' e s t  soirs 

c v t t e  forina que 12s é c h a i l t i l l o n s  s e r o n t  p r i s  e n  charge  pz-. l ' a n a l y s e u r  

su toma t iqus .  

Les dosages  d e s  conteriils c e l l u l z i r e s  sqilt e f Ï e c t u 4 s  à par- 

t i r  de c e l l i i l s s  préalablemeri t  l y 0 ~ h i l i s é e s  : 50 mg tie p t ~ u d r e  s o n t  r ep - r i s  

par  20 m l  -IIHC1 ~ / 1 0 .  L t é c h s n t i l l o ~ i  e s t  e n s , l i t e  sc~umis à iine v i b r a t i o n  

u l t r a s o n i q u e  pendant  15 minutes .  Le volllme e s t  a j u s t é  e n s : i i t e  à 25 o u  

50 m l .  Les dosages  r 6 a l i s é s  a p r S s  c e t t e  p r é p a r a t i o n  s o n t  comparables  à 

ceux  exZcutés  a p r è s  une m i n é r a l i s a t i o n  p a r  l ' a c i d e  p e r c h l c r i ~ u e  XP + 
1 ' a c i d e  n i - t r i q u e  36OB. 

L a  mesure du pE du m i l i e u  d e  c u l t u r e  nous e s t  appa rue  ia- 

p o r t a n t e  pour  1s compr6heneion d e  12 p h y s i o l o g i e  d e s  c e l l u l e s  d l E r a b l e .  

E l l e  a é t é  r é a l i s é e  à l ' a i d e  d ' u n e  é l e c t r o d ;  s p é c i f i q u e  

r e l i é e  à xn  m i l l i v o l t m è t r e  (MESROHM pHmeter).  L ' é t a lonnage  d e  1 ' a p p a r e i l  

e s t  c o n t r ô l é  a v a n t  chaque mesure. 



R E S U L T A T S  



I - CROISSANCE DES SUSPE:hT JIONS CELI;UL,ATRES D'ERABLE . 
Les d i f fGren t s  t r avaux  e f f e c t u é s  sür l e s  c e l l u l e s  d l E r a b l e  

pa r  HKNSHAW - e t  --- sl . (1966),  LESCURE (1966) e t  G R I G N O N  (1963-a) montrent 

que l a  c ro i s s ance  dépend essen t ie l l ement  de t r o i s  types  de  f a c t e u r s  : 

- Fac t eu r s  chiniiques (composit ion du mi l i eu  de c u l t u r e )  

- Fac t eu r s  pliysiques (6cla.irement e t  température)  

- Fac teurs  b i c log iques  ( cond i t i o~nemen t  du mi l i eu ,  âge de  

l a  suspension "mGren au moment du repiquage).  

L ' in f luence  des  deux premières c a t é g o r i e s  de f z c t e u r s  a é t é  

mair-tenue g râce  & l ' u t i l i s a t i o n  d 'un s e u l  mi l i eu  de c u l t u r e  (mi l i eu  de 

LANPORT modifie pa r  LEYCURE) e t  p a r  un con t rô l e  r igoureux d e s  condi- 

t i o n s  de temperature e t  d ' éc la i rement  t ou t  au long  de l a  c u l t u r e .  

L'examen microscopique des  suspensions c e l l u l a i r e s  d t E r a b l e  

mcntre q u ' e l l e s  sont  l e  p l u s  souvent c . m s t i t u é e s  d'amas c o m ~ r e n a n t  

p l u s i e u r s  d i ~ a i n e s  de c e l l u l e s  ( ~ i g u r e  4-A) ; p l u s  souvent on l e s  

t rouve i s o l é e s  e t  groupees p a r  2 ( Figure  4-B). L a  c o l o r a t i o n  v i t a l e  

pa r  l e  rouge neu t r e  permet de l c c c l j s e r  p l u s  exactement l 'emplacement 

des  vacuoles ( ~ i ~ u r e  4-C) e t  de p r é c i s e r  l e u r  iniportance r e l a t i v e  pa r  

r appo r t  à l ' ensemble  du contenu c e l l u l a i r e .  

A - ASPECT DE LA COURBE C E  CROISSANCE 

L a  c ro i s s ance  d 'une  suspension c e l l u l e i r e  d1Erab l e  exprimée 

pa r  l e s  v a r i a t i o n s  du po ids  de mat iè re  f r a î c h e  ( F ' i ~ u r e  5 )  peu t  ê t r e  

décomposée en t r o i s  phases : 

1) Phase de l a t e n c e  - 

Pendant l e s  6 premiers jours  de c u l t u r e ,  l e  po ids  de mat iè re  

f r a î c h e  v a r i e  peu. Les c e l l u l e s  p résen ten t  cependant des mod i f i c a t i ons  

s t r u c t u r a l e s  (accroissement  de l a  messe cytoplasmique,  augmentation 

du nombre de ribosomes, mitochondries e t  corps  de Golgi ,  d iminu t ion  

pu i s  d i s p a r i t i o n  des  g r a i n s  d'amidon) qu i  t r a d u i s e n t  1 l a c t i v i t é  méta- 

bo l ique  i n t e n s e  qu i  précède l e s  premières  d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s .  



1 
'Cr' 

Finure  4 : Aspects des c e l l u l e s  d iErab le  c u l t i v é e s  s u r  l a  milieu l i q u i d e  

de LAMPORT pendant t r o i s  jours. 

A :-Aspect diune suspension c e l l u l a i r e  

B : Létî.j.1 d i u n  groupe de de~ix  c e l l u l e s  

C : Liétail du conlenu c e l l u l a i r e  aprEs co lora t ion  v i t a l e  pa r  l e  
rouge  neutre  ( O ,  1%) ; + l i e  permet de d i s t i n g ~ s r  1 iemplucement des  
vaciiores ( v ) ,  du cytoplasme ( c ) ,  de l a  paro i  (P), du plasmalemme 
( p i )  e t  du tonoplas te  ( t ) .  
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Phase de c ro i s sance  exponen t ie l l e  - 

Le po ids  de mat iè re  f ra , îche  augmente progressivement à 

p a r t i r  du 7ème jour ,  1-es c e l l u l e s  ont t o u t e s  5 peu p r è s  l e  même 

diamètre (env i ron  30 microns) l e u r  nombre s ' a c c r o î t ,  temoignant a i n s i  

d 'une p r o l i f 6 r a t i o n  c e l l u l a i r e  importante ,  En oü t r e ,  l e s  c e l l u l e s  

sont  re la t ivement  peu vacuol isées .  

3 )  Phase s t a t i o n n a i r e  --- 
Après 17 jours ,  l ' acc ro i s sement  du poids  de ma t i è r e  f r a î c h e  

s ' a r r ê t e .  L a  t a i l l e  des  c e l l u l e s  tend cependant à augmenter, c e r t a i -  

nes  d ' e n t r e  e l l e s  son t  p lu r i nuc l6e s .  Le nombre des  c e l l u l e s  l i b r e s  

a,ugmente . 

La l i t t6 rc i . tu re  abonde en m6thodes de mesure de l a  c ro i s s ance  

des  suspensions  c e l l u l â i r e s .  Re je tan t  la  mesure de l a  d e n s i t é  c e l l u -  

l a i r e  peu app l i c ab l e  à no t r e  m a t é r i e l ,  nous nous sommes ad re s sé  à l tae-  

croissement des  po ids  de mat iè re  f r a î c h e ,  de mat ière  sèche,  à l 1 aug -  

mentat ion de l a  mat iè re  azo tée  e t  du volume c e l l u l a i r e  ( ~ i ~ u r e  6 ) .  

Mise à p a r t  l a  v a r i a t i o n  de l ' a z o t e  c e l l u l a i r e  (courbe C )  

qu i  e s t  tres décalée  dans l e  temps, il semble que l e s  p r i n c i p a l e s  

d i f f é r e n c e s  ~ é s i d e n t  dans l l é t a b l i s s e m e n t  de l a  phase s t a t i o n n a i r e  : 

ce l l e - c i  i n t e r v i e n t  p l u s  t ô t  e t  e s t  p lu s  marquée s u r  1 z  courbe B re-  

p résen tan t  l ' é v o l u t i o r  du po ids  de mat ière  sèche que s u r  c e l l e  q u i  

t r a d u i t  l e s  var ia t iozls  du poids  de mat iè re  f r a î c h e  (courbe A ) .  En 

e f f e t ,  l e s  c e l l u l e s  on t  tendance à augmenter de t a i l l e  en f i n  de 

c e  qu i  correspond à une accumulation r e l a t i v e  d 'eau.  

E h  géné ra l ,  nous avons c h o i s i  d 'expr imer  l a  c ro i s s ance  des  

suspensions c e l l u l z i r e s  pa r  l ' augmenta t ion  du poids  de ma t i è r e  fraî- 

che. 

Ains i , lo r sque  l e s  c u l t u r e s  proviennent de suspensions  ce l -  

l u l a i r e s  ap r è s  17 jours ,  l l é v o l u t i o n  du po ids  de mat igre  f r a î c h e  e s t  

coihpz.rable aux données h a b i t u e l l e s  de l a  l i t t é r a t u r e  (STREET, 1967). 

Seule l a  d u r i e  r e spec t i ve  des  d i f f é r e n t e s  phases  v a r i e ,  e l l e  e s t  en  

p a r t i c u l i e r  f o n c t i o n  de l a  q u a l i t é  de s  c e l l u l e s  ensemencées. 



Figure : Variations du poids de matière fraîche (A), du poids 

, de matière sèche (B) et de l'azote total (c) au cours 
de la culture d'une suspension cellulaire dlErable 

âgée de 17 jours au moment du repiquage. 

(A) : poids de matière fraîche (en grammes ,Y 10) 

(B) : poids de matière sèche (en grammes x 0,5) 
- 1 (c) : azote total (en FA.  mg de ma.t. sèche ) 



IRPORTANCE DE L!, DENSITE l3 ' E&'SEl~SNC~TFIXT 

LESCURE (1966)  a s o u l i g n é  1 ' impor t ance  d e  l a  q u a n t i t é  de  

c e l l u l e s  d t E r a b l e  e n s e m e n c é e ~ ~ p o u r  l a  c r c i s s a n c e  u l t é r i e u r e  d e s  süs- 

p e n s i o n s  c e l l u l a i r e s .  STREET (1967) a p r 6 c i s 6  l e  "ccndi t ionnement t t  

du m i l i e u  en  s ' a p p u y a n t  s u r  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  BENBADIS (1965)  

s u r  l e s  c e l l u l e s  d e  Ronce. 

Le p o i d s  d e  c e l l u l e s  ensemencées i n f l u e n c e  de  f a ç o n  impor- 

t a n t e  l a  p r o l i f é r a t i o n  d e s  s u ~ p e n s i o n s  c e l l u l a i r e s  ( ~ i ~ u r e  7 )  : p l u s  

il e s t  f a i b l e  e t  moins l a  r e p r i s e  d e  c r o i s s a n c e  e s t  r a p i d e .  Au-dessous 

d ' u n  c e r t a i n  s e u i l  (LESCURE, 1966)) l e s  c e l l u l e s  s o n t  même t o t a l e m e n t  

i n c a p a b l e s  d e  p r o l i f é r e r .  

Pour  r é a l i s e r  n o t r e  é t u d e  é l e c t r o p h y s i o l o g i q u e ,  nous  avons  

a d o p t é  une d e n s i t é  d'ensemencement d e  5 grammes d e  m ~ t i è r e  f r a î c h e  

pour  200 m l  de  m i l i e u  n u t r i t i f ,  c e  q u i  nous  permet d ' o b t e n i r  une 

c r o i s s a n c e  i m p o r t a n t e  e t  r e l a t i v e m e n t  c o a s t a n t e .  

1P:TPORTANCE DE L'AGE DE LP. SUSPENSION "MEREn 

GénGralement , les  a u t e u r s  p r 4 c i s e n t  l ' â g e  d e s  s u e p e n s i o n s  

c e l l u l a i r e s  au moment du r ep iquage  n a i s  aucune é t u d e  d é t a i l l é e  n 'a -  / 
v a i t  é t é  e n t r e p r i s e  p c u r  p r i c i s e r  l ' i n f l u e n c e  d e  c e  f a c t e u r  s u r  l a  

p r o l i f e r a t i o n  u l t é r i e u r e  d e s  c e l l u l e s .  

L ' é t a t  p h y s i o l o g i q u e  d e s  c e l l u l e s  au  moment de  l e u r  t r a n s -  

f e r t  d a n s  un m i l i e u  n e u f ,  i n f l u e  d e  f a ç o n  n e t t e  s u r  l a  r e p r i s e  d e  la  

c r o i s s a n c e  e t  d ' u n e  f a ç o n  g é n é r a l e , s u r  l a  v i t a l i t é  d e s  c e l l u l e s  en  

s u s p e n s i o n  ( ~ i g u r e  8). 

A i n s i i l a  c r o i s s a n c e  r ep rend  d ' a u t a n t  p l u s  d i f f i c i l e m e n t  que 

l e s  s u s p e n s i o n s  r e p i q u é e s  s o n t  p l u s  â g é e s  ( cou rbe  C ) .  L a  p h a s e  d e  la- 

t e n c e  p e u t  donc ê t r e  r é d u i t e  p a r  un r e p i q u a g e  hebdomadaire ( cou rbe  A), 

c e  q u i  conf i rme l e s  r e s u l t a t s  a n t é r i e u r s  (LESCURE, 1966) .  

D - VARIATIONS DU pH DU ElILtIEU AV COURS DE LA CULTURE 

Malgré l e  p o u v o i r  tampon du m i l i e u  d e  LAMPORT, c e l u i - c i  



IO 2 0  jours 

Figure 7 : Var i a t i ons  du po ids  de mat iè re  f r a î c h e  de s  

suspensions  c e l l u l a i r e s  d fE rab l e , au  cou r s  du 

temps, en fonc t i on  du poids  de c e l l u l e s  ense- 

mencées. 

A : 6 g  B : 3 g  C : 1 g ( ~ a r  f i o l e ) .  

( Le repiquage e s t  e f f e c t u é  ap rè s  10 jours  de c u l t u r e ) .  !] I I  > (-1 * , L ' ; C F  , 
\cJ * 



7 12 17 jours 

Figure 8 : Variations de l'augmentation du poids de matière 

fraîche au cours du temps,selon l'âge de la culturv au moment du repi- 
+ quage (poids ensemencé 5 - 0,2 g). 

A : 7 jours B : 12 jours C : 17 jours 



s u b i t  au  c o u r s  de  l a  c u l t u r e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  i m p o r t a n t e s .  

Dans l e s  c o n d i t i o n s  normales ,  l e  pH du m i l i e u  d e  c u l t u r e  
+ e s t , a p r è s  a u t o c l a v a g e , d e  5 , 6  - 0,2 .  Dès l ' i n t r o d u c t i o n  d e s  c e l l u l e s l  

i l  augmente rapidement  au  c o u r s  d e s  5 ou 6  p r e m i e r s  j o u r s  ( ~ i ~ u r e  9)-  
# 

a u - d e l à  d e  l a  n e u t r a . l i t é  sa p r o g r e s s i o n  e s t  p l u s  l e n t e j  mais s e  pour-  

u u i t  pendant  t o u t e  l a  d u r s e  de  l a  c u l t u r e .  

La r e p r o d u c t i b i l i t é  du phénomène nous a amené à l ' u t i l i s e r  

comme c r i t è r e  d e  bon é t a t  phys io log ique  d e s  s u s p e n s i o n s  c e l l u l a i r e s .  

I l  e s t  e n  e f f e t  p o s s i b l e  de d é t e c t e r  d e s  f i o l e s  i n f e c t e e s  p a r  l e s  

champignons qui a c i d i f i e n t  l e  m i l i e u  24 h e u r e s  a p r è s  l a  c o n t a m i n a t i o n ,  

a v a n t  même q u ' i l s  ne  s o i e n t  v i s i b l e s  à l ' o e i l  nu. 

Nous avons  donc ~ y s t é m a t i q u e m e n t  r e j e t é  l e s  f i o l e s  don t  l e  pH du m i -  

l i e u  s ' é c a r t e  de  0 , 4  u n i t é  pH p a r  r a p p o r t  à l a  moyenne. 

L ' o b t e n t i o n  d e  c e  r é s u l t a t  semble l i é r à  l a  compos i t i on  du  

m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  c a r  C-RIGKON (1969-a)ne s i g n a l e  p a s  d e  v a r i a t i o n s  

i m p o r t a n t e s  de  pH,a lo r s  q u ' i l  u t i l i s e  l e  m i l i e u  d e  HELLER. Au con- 

t r a i r e ,  STUABT e t  STREE2 (1969)  montrent  que l e  pH augmente r ap ide -  

ment a p r è s  l e  repiqua,ge pour  s e  s t a b i l i s e r  aux a l e n t o u r s  d e  6 , 4 ,  c e c i  

s u r  un m i l i e u  s y n t h é t i q u e  de c o m ~ c s i t i o n  m j n é r a l e  i d e n t i q u e  à c e l u i  

d e  HELLERlmais e n r i c h i  en  f a c t e u r s  de c r o i s s a n c e  e t  en  u r é e .  I ls  

e s t i m e n t  que c e t t e  augmenta t ion  de  pH e s t  fondamenta le  pour  l a  r e p r i s e  

d e  l a  c r o i s s a n c e  e t  l e  démontrent  en  a m e l i o r a n t  l e u r  rendement p a r  

a d d i t i o n  d e  KaOH ( p ~  = 7 , 2 )  au  débu t  de  l a  c u l t u r e .  

La comparaison d e s  d i f f é r e n t s  m i l i e u x  u t i l i s é s  p o u r  l a  c u l -  

t u r e  d e s  c e l l u l e s  d l E r a b l e , n e  nous  permet p a s  d e  c o n c l u r e  quan t  à 

l ' o r i g i n e  de  l a  v a r i a t i o n  que nous  observons  en  debu t  de  c u l t u r e .  

On pcu t  n o t e r  que l a  q u a n t i t é  d ' a z o t e  e s t  beaucoup moins i m p o r t a n t e  

d a n s  l e  m i l i e u  d e  HELLER,que dans  c e l u i  de  STUART e t  STREET où  l ' o n  

t r o u v e  un a p p o r t  d ' u r é e  e t  d a n s  c e l u i  que nous  u t i l i s o n s  où  l a  quan- 

t i t é  d e  n i t r a t e  e s t  s u p é r i e u r e  à c e l l e  que l ' o n  t r o u v e  d a n s  l e  m i l i e u  

d e  IIELLER. P a r  a i l l e u r s ,  l e  r a p p o r t  K+/I?~+ d e  n o t r e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  

(E 44) e s t  t r è s  d i f f g r e n t  de c e l u i  du m i l i e u  d e  HELLER (C 6 ). S i  l a  

m o d i f i c a t i o n  du pH e s t  due à une a b s o r p t i o n  d e  p r o t o n s ,  e l l e  peu t  

ê t r e  l i é e  à un a u t r e  mécanisme d'échanges i o n i q u e s &  t r a v e r s  l e s  mem- 

b r a n e s  c e l l u l a i r e s .  



Figure 9 : Evolution du pH du milieu extracellulaire au cours de 

la culture des suspensions cellulaires d'Erable. , 



L'étude de l a  cnmposition ca t ion ique  du n i l i e u  de  c u l t u r e  

e t  du contenu des  c e l l u l e s  d o i t  nous permet t re  de d i s c u t e r  c e t t e  hy- 

pothèse .  

COMPOSTTIGN PiIINERALE DU PlILIJXI DE CULTURE 

La composition du mi l i eu  de c u l t u r e  a  é t é  p r é c i s é e  précé- 

demment  a able au III).  Mais après  autoclavage,  sa concen t r a t i on  aug- 

mente d ' env i ron  10  $, ce  dont nous t i e n d r o n s  compte p o u  l 1 é t a b l i s -  

sement des  courbes e t  l a  r é a l i s a t i o n  des  c a l c u l s .  

Au cours  de l e u r  c u l t u r e ,  l e s  c e l l u l e s  pu i sen t  dans  l e  

m i l i eu  n u t r i t i - f  l e s  éléments minéraux qui  l e u r  son t  néce s sa i r e s ,  

c e  q u i  f a i t  v a r i e r  l a  composition ionic:ue du mi l i eu  ( ~ i g u r e  10) .  

4- $4- 
Ains i  l e  po tass iun  (K ) e t  l e  magnésium ( ~ g  ) d i s p a r a i s -  

s e n t  progressivement pendant t o u t e  la. c u l t u r e  ; l e u r  ab so rp t i on  e s t  

maximale e n t r e  l e  7ème e t  l e  15ème jour : e l l e  semble donc su iv r e  

l e  rythme de l a  c ro i s sance .  

L a  concen t ra t ion  du calcium ( ~ a + + )  b a i s s e  pendant l e s  pre- 

mières  24 heures ,  ind iquan t  une abso rp t i on  rap ide ,  pu i s  demeure s t a -  

b l e .  Ceci ne s i g n i f i e  pas  obl igatoi rement  un changement de permeabi- 

l i t é  au calcium, c a r  l ' e n t r é e  peut  ê t r e  compensée p a r  un r e j e t  équi- 

v a l e n t  qu i  annule l e  r é s u l t a t  g loba l .  

L a  s i t u a t i o n  e s t  i den t i que  en c e  qu i  concerne l e  sodium 
+ ( ~ a  ) dont la concen t ra t ion  ne v a r i e  pas au cours  de  l a  c u l t u r e .  

COKFOSITION MINEFLALE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES 

Les méthodes de prélèvembnt, d ' e x t r a c t i o n  e t  d ' a n a l y s e  on t  

é t é  précédemment d é c r i t e s .  

Après 1 2  jours  de c u l t u r e  s u r  l e  mi l i eu  de  LANPORT LA able au 
IV)) l e s  suspensions  c e l l u l a i r e s  d lE rab l e  p r é sen t en t  une f o r t e  t eneur  

+ 
en K+ e t  une concen t ra t ion  en N a  t r è s  r é d u i t e .  S i  nous comparons c e s  

r é s u l t a t s  avec l e s  p ropo r t i ons  des  c a t i o n s  dans l e  mi l i eu  de  LAMPORT 
+ neuf LA able au  nous cons ta tons  une accumulation r e l a t i v e  d e  K e t  

M ~ + +  dans  l e s  c e l l u l e s .  

P a r  con t r e ,  c e l l e s - c i  son t  moins concen t rées  que l e  mi l i eu  





TABLEAU I V  * C o m p o s i t i o n  m i n é r a l e  d e s  s u s p e n s i o n s  c e l l u -  

l a i r e s  d t E r a b l e  a p r è s  1 2  j o u r s  d e  c u l t u r e .  

Les  t e n e u r s  e n  i o n s  s n n t  e x p r i m e e s  en? Eq p a r  

gramme de s u b s t a n c e  f r a î c h e  e t  e n  p o u r c e n t a g e  

d e  l a  somme d e s  p r i n c i p a u x  c a t i o n s .  



TABLEAU V : Comparaison e n t r e  l e s  p ~ . o p o r t i o n s  de c a t i o n s  du m i l i e u  

de LRMPORT neuf e t  d e s  s u s p e n s i o n s  c e l l u l a i r e s  d t E r a b l e  

a p r è s  1 2  j o u r s  d e  c u l t u r e .  

 e es p o u r c e n t a g e s  s o n t  c a l c u l é s  p a r  r a p p o r t  à l a  somme 

d e s  c a t i o n s ) .  



TABLEAU V I  : Concentrat ions ioniques  ( e n ) l ~ ~ . $ )  des  sospensions 

c e l l u l a i r e s  d tE rab l e  à d i f f é r e n t s  moments de l a  c u l t u r e .  

ELEMENT S 

K+ 

~ a +  

~ a + +  

M ~ + +  

Jours  de c u l t u r e  

17 

?2,3  

O ,  182 

1,38 

6,55 

11 

96,2 

0,197 

1994 

7,60 

3 

8 3 , l  

0,227 

2,25 

7,69 

7 

144,7 

0,233 

2,86 

13,023 



++ en C a  e t  s u r t o u t  en ~ a +  c e  qui  permet d ' a f f i r m e r  que l e s  c e l l u l e s  

dlEra.blelcomme c e l l e s  des  a u t r e s  végétaux supér ieurs ,on t  tendance à 
+ r e j e t e r  l e  N a  . 

L a  composition de s  e x t r a i t s  ce1lulai .r-es a e n s u i t e  é t é  

é t ud i ée  à d i f f 4 r e n t e s  pé r iodes  de l a  c u l t u r e  : 3ème jour,  7ème 

jour ,  llème jour  e t  17ème jour.  

L'augmentation des  t eneu r s  en éléments minéraux e s t  p a r t i -  

cul ièrement  n e t t e  au 7ème jour  de c u l t u r e   a able au VI )  c ' e s t - à , d i r e  

au début de l a  phase exponen t ie l l e  de c ro i s sance .  E l l e  a f f e c t e  pr in-  
+ cipalement l e  K qui  accuse un accroissement de 75 $ , m a i s  ne  modifie 

+ 
pratiquement pas  l a  concen t ra t ion  en N a  . 

Les c e l l u l e s  d t E r a b l e  en-krztenues su r  l e  mi l ieu  de  LAMPORT 

accümulent donc des elements minéraux pendant l a  phase de l a t e n c e  e t  

l e s  emmagasinent au maximum, au moment où l a  c ro i s sance  e n t r e  dans 

l a  phase de m u l t i p l i c a t i o n  a c t i v e .  Ce t te  évo lu t ion  des  concen t r a t i ons  

ion iques  i n t e r n e s  au cours  de 1z  c u l t u r e  l i é e  à c e l l e  du mi l i eu  ex- 

t é r i e u r  permet de supposer que l e s  b a r r i è r e s  c e l l u l a i r e s  s o n t  t r è s  

s é l e c t i v e s  a u x d i f f é r e n t s  i o n s  e t  q u ~  l e u r s  pe rméabi l i t é s  v a r i e n t  au 

cours  de l a  c u l t u r e .  

L 'é tude du p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e  e t  de s e s  v a r i a t i o n s  

au cours  de l a  c u l t u r e  d o i t  nous permet t re  de p r é c i s e r  c e s  observa- 

t i o n s .  



ETUDE CU POTENTIEL INTRACELLULAIRE 

Les ~aleurs du potentiel intracellulaire des cellules 

d'Erable baignant dans leur milieu de culture sont comprises entre 

- 4 et - 47 mV. L'électronégativité du contenu cellulaire par rap- 
port au milieu externe correspond à celle déjà signalée chez d'au- 

tres végétaux supérieurs (mir tableau II). Tlutefnis,la valeur ab- 

solue du potentiel intracellulaire des cellules dlErable est relati- 

vement faible, sans doute à cause de la concentration du milieu de 

culture en élémerts minéraux. 

L'influence du milieu extracellulaire sur le potentiel 

intracellulaire a été étudiéeen remplaçant le milieu de LBNPORT par 

une solution beaucoup plus simple ne contenant que du chlorure de 

sodium ou de potassium. 

Les résultats réunis dans le tableau VlImontrent les 

variations potentiel intracellulaire vacuolaire obtenues en présencv 

de ces différentes sol.utions. 

L'augmentation d'amplitude du potentiel de la, vacuole 

apparaît donc très nettement liée à la diminution de concentration 

ionique des milieux extérieurs. 

Ces observations sont donc en accord avec la conception 

"qu'une mesure de potentiel risque de recouvrir des réalités diffé- 

rentes selon la nature du milieu extérieur" (LABRICQUE, 1961). C'est 

la raison pour laquelle il.cnnvient de préciser sa composition lors 

de chaque expérience. 

B - COl!PARTIME?JTAT I ON DU POTENTIEL INTRACELLULAIRE 

La grande variabilité des mesures peut, au premier abord, 

paraître surprenante ; toutefois, il faut préciser qu'en enfonçant 

progressivement la microélectrode dans la cellule, on obtient succes- 

sivement trois valeurs de potentiels différentes (~igure 11). Ceci 

est confirmé lorsque llélectrode est retirée lentement de la cellule. 

Les trois valeurs enregistrées dans une même cellule doivent corres- 



TABLEAU V I 1  : Influence de la composition du milieu extracellulaire 

sur le potentiel intracellulaire vacuolaire des cellu- 

les dlErable. 

Composition du milieu 

extracellula.ire 

K C 1  + Saccharose 

0,l m~.l-l 20 g.1-l 

N a C  1 + Saccharose 

P i v  ( m ~ )  



F i g u r e  11 : Enreg i s t r emen t  d e s  v a r i a t i o n s  du p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u -  

l a i r e ,  l o r s  de 1 'enfoncement ( p u i s  du r e t r a i t )  p r o g r e s s i f  

d e  l ' é l e c t r o d e  de  mesure dans  une c e l l u l e  d t A c e r  pseudo- 

p l a t a n u s  L .  p rovenant  d ' u n e  suspens ion  c e l l u l r i r e  r e p i -  

quée  d e p u i s  17 jou r s .  

O : Réfe rence  ( é l e c t r o d e  dans  l e  m i l i e u  e x t e r n e )  
1 : P o t e n t i e l  d e  p a r o i  
2 : P o t e n t i e l  de  cy toplasme 
3 : P o t e n t i e l  d e  vacuo le  



pondre aux  p o t e n t i e l s  de p a r o i ,  de  cy toplasme e t  d e  vacuole  envisa-  

g é s  p a r  RADENOVIC e t  PEMCIC (1970) e t  p a r  ETHERTON E. (1970) .  

En a p p l i q u a n t  c e s  données à n o t r e  m a t é r i e l ,  l e s  mesures 

ob tenues  s e  r é p a r t i s s e n t  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

l0 : P o t e n t i e l  de p a r o i  : d e - 4 à - 1 1 m V  

2O : P o t e n t i e l  de cytoplasme: de  - 9 à - 27 mV 

3 O  : P o t e n t i e l  de vacuole  : de  -25 à - 47 mV 

I l  a p p a r a î t  que l a  v a l e u r  a b s o l u e  du p o t e n t i e l  de cy to -  

plasme ( p i c )  e s t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  du p o t e n t i e l  d e  vacüole  ( ~ i v )  

conformément aux  o b s e r v a t i o n s  de SINCLAIR (1967) chez  Hookeria  l u c e n s .  

T o u t e f o i s ,  il s e x b l e  que c e s  r é s u l t a t s  s o i e n t  e n  opposi-  

t i o n  a v e c  l a  m a j o r i t é  de  ceux ob tenus  chez l e s  a u t r e s  végétaux supé- 

r i e u r s .  

I l  e s t  v r a i s e m b l a b l e  que l o r s q u ' o n  enfonce  rapidement  

une é lec t ro3 .e  dans  une c e l l u l e ,  l a  mesure e f f e c t u é e  co r re spond  au 

p o t e n t i e l  v a c u o l a i r e  d é f i n i  p a r  SCHILDE (1966).  

EVOLUTION DU POTENTIEL INTRACELLULAIRE AU COURS DE LA CULTURE 

Les v a l e u r s  moyennes du p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e  ne  

s o n t  p a s  c o n s t a n t e s ,  e l l e s  é v o l u e n t  au c o u r s  de l a  c u l t u r e .  C e t t e  

v a r i a t i o n  e s t  d ' a i l l e u r s  d i f f é r e n t e  s e l o n  l ' â g e  d e s  c e l l u l e s  au mo- 

ment du r ep iquage  dans  un m i l i e u  neuf (I?igure 1 2 ) .  

S i  l e s  c e i l u l e s  s o n t  r e p i q u é e s  a p r è s  17  j o u r s ,  l e u r  

p o t e n t i e l  moyen e s t  r e l a t i v e m e n t  é l e v é  ( - 1 7  à - 20 m ~ )  ; il d i -  

minue r é g u l i è r e m e n t  pendant  l e s  d i x  p r e m i e r s  j o u r s  d e  c u l t u r e  p u i s  

s ' é l ê v e  à nouveau. 

Au c o n t r a i r e ,  s i  l e s  c e l l u l e s  s o n t  r e p i q u é e s  t o u s  l e s  

d ix  j o u r s ,  au momerLt où l e  p o t e n t i e l  e s t  l e  p l u s  b a s ,  c e l u i - c i  r e s t e  

s t a t i o n n a i r e  e t  ne  s ' é l è v e  que s i  l a  c u l t u r e  s e  p ro longe  au d e l à  de 

1 0  j o u r s .  

L ' é v o l u t i o n  d e s  p o t e n t i e l s  i n t r a c e l l u l a i r e s  moyens au 

c o u r s  de  l a  c u l t u r e  montre que l e  p o t e n t i e l  diminue pendant  l a  phase 



O 5 10 15 20 jours 

Figure 12 : Evolution des moyennes de potentiels intracellulaires 

en fonction de la durée de la culture et de l'âge des 

cellules au moment du repiquage : 

A : Repiquage après 10 jours. 

B : Repiquage après 17 jours. 



de l a t e n c e ,  passe pa r  un minimum l o r s  de s  p r e ~ i è r e s  d i v i s i o n s  c e l l u -  

l a i r e s ,  c ' e s t -à -d i re  au moment où l e s  échanges e n t r e  l a  c e l l u l e  e t  

l e  m i l i eu  sont  importants,comme en témoignent l a  courbe d ' é v o l u t i o n  

du pH du mi l i eu  (Figure  9 )  e t  l e  t ab leau  V) qui montre 1 'accumulation 

des  c a t i o n s  dans l e s  c e l l u l e s  pendant l e s  7 premiers  jours de l a  cul-  
/ 

t u r e .  

L'augmentation du p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e  au cours  

du v i e i l l i s s e m e n t  correspond en premier l i e u l à  un épuisement du m i -  

l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e ,  e t  probablement à des  modi f ica t ions  du méta- 

bolisme : l a  synthèse  d ' an ions  organiques semble jouer un r ô l e  i m -  

p o r t a n t  dans  accumulation du potassium dans l a  vacuole e t  pa r  conçé- 

quent, influer s u r  l ' a b s o r p t i o n  de c e t  ion  (NOBEL, 1970-b). 

C ' e s t  drnc en é tud i an t  l a  na tu r e  du p o t e n t i e l  i n t r a c e l -  

l u l a i r e  q u ' i l  s e r a  p o s s i b l e  de d é c r i r e  en termes d 'échanges ion iques  
/ 

l e s  modi f ica t ions  de p o t e n t i e l  que nous venons de ~ e t t r e  en évidence. 



III - CONTRIBTJTIONS IONInUES A LA GENESE DU POTENTIEL INTRACELLULAIF'E 

Pour comprendre la contribution des différentes espèces io- 

niques qui constituent le milieu extracellulaire des cellules dtEra- 1 
ble, à la génèse de leur potentiel intracellulaire, nous étudions 

essentiellement les variations du potentiel intracellulaire vacuo- 

laire (~iv) des cellules cultivées depuis trois jours sur le milieu 

de LAMPORT et soumises à l'action de milieux de concentration ioni- 

que déterminée. 

+ 
Auparavant, nous avons vérifié que les H n'influencent 

pas le Piv pour des valeurs de pH comprises entre 4,75 et 7,l2 ( ~ i -  

gure 13). Ces résultats montrent que le complexe membranaire est peu 
+ 

permeable aux ions H aux concentrations habituelles du milieu de 

culture . 
Les variations du pH occasionnées par des modifications de 

la composition ionique du milieu sont sans effet sur le Piv dans les 

limites définies ci-dessus. 

Si on représente la variation de Piv par rapport au logarithme 

de la concentration externe de l'ion étudié, la pente de la courbe 

est d'autant plus accentuée que la perméabilité membranaire à l'ion 

est elle-même plus grande. 

+ ++ Ainsi, 1 'influence des cations : K', Na , Ca , M ~ + +  a été en- 
visagée et la participation de leurs mouvements dans l'établissement 

du potentiel vacuolaire a pu être montrée. 

A - INFLUE'NCE DE LA CONCENTRATION POTASSICdUE 

Le potassium, à la concentration de 2 295 m~q.1-', représente 

près de 90 p.100 de l'ensemble des cations du milieu de culture. Il 
est présent sous quatre formes : nitrate, chlorure, phosphate mono- 

potassique et iodure, ce qui exclut la possibilité de le supprimer 

totalement du milieu par défaut d'ion de remplacement. 

+ Une augmentation de la teneur en K du milieu de LAIEPORT est 

obtenue par addition de KNO ( jusqu ' à  un maximum de 100 mEq. c1 de 
+ 3 
K ). Il en résulte nne dépolarisation rapide du Piv qui demvure sta- 

+ 
blet tant que la milieu enrichi en K baigne les ce1l:iles ( ~ i ~ u r e  14-A). 



Fi urc 13 : Ac-tion d u  pH d u  milieu extracellulaire sur le Piv A---- 
des cellules dlErable après 3 jours de culture. 

Remplacement d u  milieu de Lanport (pH = 5 ,6 )  par un 

milieu modifié : 

- par addition de tampon Tris 0,l !4 + HCI 0,l N : 

- par addition de tampon Tris 0,l M : 

(-) : sens de lecture des enregistrements 

( ( ) r injections des milieux modifies 







Figure 14 : Action d'une modification du milieu extracellulaire sur le Piv 
des cellules dlErable après 17 jours de culture. - 

A : Action d'un milieu de LAhlPORT enrichi en K+ (100 ~E~.L-') sur des cellu 

les en équilibre d'éckange depuis 2 heures dans le milieu de LATCPORT. 

B : Action du milieu de LAII:PORT neuf sur des cellules dlErable en équilibre 

d'échange depuis 2 heures dans un milieu de LAkiPORT enrichi en K" 

( ) : sens de lecture des enregistrements 
( ) : injections 



L a  d é p o l r z r i s a t i o n  membratiaire e s t  trEs r d p  i d e  l c e  q u i  perine t de sup- 

p o s e r  q u ' e l l e  e s t  due exc lus ivement  à l t a u g t n a n t a t i o n  du g r a d i e n t  d e  
+ + c o n c e n t r a t i o n  du K e t  p a r  coiiséquent l a  IK ] r e s t e  probahlement  i n -  

1 i 
c  hang 6 e  . 

Quand l e s  ce1 l ; l l e s  s o n t  r e p l z c é e s  dans  l e u r  m i l i e u  de  c u l t u r e ,  

l e u r  P i v  r e t r o u v e  p rog res s ivemen t  sa v a l e u r  i n i t i a l e .  Le r e n o u v e l l e -  

ment d e  l a  s o l u t i o n  e x t r i c e l l u l z i r e  p a r  i n j e c t i o n s  s i i c c e s s i v e s  provo- 

que une r i 6 q u i l i b r a t i o - n  d i s c o n t i n u e  q u i  s e  t r a d u i t  au  n i v e a u  du t r a c s  

de  l ' e n r e g i ~ t r e m e n t  p a r  une remontée en p a l i e r  ( ~ i g - ~ r e  14-B). P a r  

a i l l e u r s ,  1<2 p r a s e n c e  d ' u n e  h j r p e r p o l z r i s a t i o n  t r a n s i t o i r e  a p r è s  cha- 

que renouvel lemen t du m i l i e u  e s t  3' i n t e r p i S t a t i o n  d i f f i c i l e .  

Dans l 'expérivnce p r é c é d e n t e ,  l ' e n r i c h i s s e m e n t  du m i l i e u  d e  
+ 

c u l t u r e  e n  E e s t  ob tenu  p a r  a d d i t i o n  de  KXO P a r  conséquen t ,  on 
- 3 ' 

peu t  suppose r  que NO p u i s s e  également  a g i r  s u r  l v  P iv .  Cependant ,  
3 + l ' e f f e t  dû à 1 ' a c c r o i s s e m ~ n t  de  [K le e s t  de  même ampl i tude  s i  on 

a j o u t e  du K Sa ou du X C 1  à l a  p i x e  du KNO Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  
2  4 3 

il e s t  l o g i ~ i l e  d e  p e n s e r  que l ' e f f e t  obse rvé  e s t  p r i n c i p a l e m e n t  dû 
+ à l ' e x c è s  d e  K . 

11 e s t  egalen(1nt p o s s i b l e  d ' a b a i s s e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  po tas- 

s i q u e  e x t e r n e  [K']~ en  d iminuant  13 q u a n t i  t é  de  KNO du m i l i e u  ; l a  
3 

p r e s s i o n  osmotique e s t  x a i n t e n u e  c o n s t a n t e  en  a j o u t a n t  1s q u a n t i t é  

convena3le  d e  s a c c h a r o s e .  En r empl sçan t  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  p a r  une 

s o l u t i o n  moins concer i t rée  e n  po ta s s ium,  on provoque une augne r i t a t i on  

de l ' a m p l i t u d e  du P i v  ( ~ i g u r e  15) .  

Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l a  r e p r é s e n t a t i o n  d e s  v a r i a t i o n s  du P i v  

en  f o n c t i o n  du l o g a r i t h m e  d e  [ K + J ~  ( ~ i g - u r e  1 6 )  mont re  une r e l a t i o n  
9 - 1 l i n é a i r e  pour  d e s  b+] compr ises  e n t r e  3,55 e t  2'3,95 mlp.L . Pour e  

d e s  c o n c e n t r a t i o n s  s u p é r i e u r e s  à 23,95 m ~ q .  L-' , l a  r e l ô t  i o n  r e s t e  

l i n é a i r e , m a i s  avec  une p e n t e  p l u s  accen tuée .  

S i  une s implv d i f f u s i o n  p a s s i v e  r è g l e  l a  d i s t r i b u t i o n  du po- 

t a s s i u m  e n t r e  l ' i n t é r i e u r  e t  l ' e x t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e ,  l ' é q u a t i o n  

dv NERNST p e u t  r e n d r e  compte d e  1.3 v a r i a t i o n  de  P i v  en  f o n c t i o n  du 

l o g a r i t h m e  d e  [ K + ] ~  . 



Figure 15 : Action du remplacement du milieu de culture par un 
+ milieu appauvri en K (2 m ~ q .  L-') sur le Piv des 

cellules d1Erable après 7 jours de culture. 

(- ) : sens de lecture de l'enregistrement 
( ( ) : injection du milieu appauvri en K + 





La [K'] . demeurant cons tan te ,  une modif ica t ion de 1 0  f o i s  
- 1  

l a  (Kf] d o i t  correspondre à une v a r i a t i o n  de 1 'ampli tude du poten- 
e 

t i e l  de 58 mV. Or , les  v a r i a t i o n s  ex t r apo l ée s  & p a r t i r  de l a  cnurbe 

expér i rnei ta le  ( ~ i g u r e  16)) sont  respectivement de 5 , 3  ml1 pour l e s  

f a i b l e s  concen t ra t ions  e t  de 31,2 pour l e s  f o r t e s  concen t r a t i ons .  La 

pente  de l a  t angen te  à 13 courbe au po in t  correspondant à la/-K+Ie du 

mi l i eu  de c u l t u r e  e s t  seulement de 18 ,2  m 3 .  Dans c e s  coad i t i ons ,  l e  

potassium ne semble donc pas êYre d i s t r i b u é  passivernz-nt. 

On peut  a u s s i  comparer l e s  va l eu r s  du P iv  mesarSes e t  c e l l e s  

des p o t e n t i e l s  c a l c u l é s , E K ,  à l ' a i d e  de l a  r e l a t i o n  prScSdente ( ~ a -  

Sleau VI I I ) .  

Il appa ra î t  q u ' à  l a  concen t ra t ion  h a b i t u e l l e  du mi l i eu  de 

LAFIPORT en potassium (23,95 r n ~ ~ . ~ - ' )  l e s  va l eu r s  de P i v  et de EK son t  
/ 

t r S s  proches l ' u n e  de l l a u t r e î c e  qu i  indique qpe l a  ce l l i r l e  e s t  en 

é q u i l i b r e  t?ermodyntxmique avec l e  mi l ieu  e x t é r i e u r .  Ce t t e  conc lus ion  

e s t  incompatible avec nos mesures de p o t e n t i e l s  qui  montrent que l a  
+ d i s t r i b u t i o n  du K ne peut  ê t r e  pass ive  puisque 1s pen te  de 1s cour- 

be ( ~ i ~ u r e  16 )  e s t  t r&s largement i n f é r i 3 u r e  à 58 mV. Cet t e  contra-  

d i c t i o n  apparente  des  r é s u l t 3 t s  peut  ê t r e  due à une app rSc i a t i on  in-  

c o r r e c t e  de l ' a c t i v i t é  i n t e r n e  du potassium qui  peut dans l e  c a s  des  

c e l l u l e s  d 'Erab le ,  ê t r e  t r è s  d i f f é r e n t e  de l z  concen t ra t ion  g loba l e  

que nous avons cons idérée .  En o u t r e ,  n o t r e  c a l c u l  ne t i e n t  pas  compte 

de 1s p r j s ence  dans l a  c e l l u l e  de deux phases  é lec t r (11yt iques  d i s t i n c -  

tes, dont l e s  p r o p r i é t é s  ne sont  pas  obl igatni remsnt  i den t i ques .  Peut- 

ê t r e b u n e  p a r t i e  du potassium i n t r a c e l l u l a i ~ e  s e  t rouve- t -e l l e  sous for- 

me l i é e .  
? +  Tou te fo i s ,  aux f a i b l e s  concen t r a t i ons  de IK le, l e  g r a d i e n t  

+ 6lect rochimique e s t  en faveur  d 'une s o r t i e  n e t t e  pass ive  de K qu i  

d o i t  ê t r e  compensée p a r  une e n t r é e  a c t i v e  de c e t  ion .  Par con t r e ,  

aux concen t r a t i ons  é levées  ( [K'], > 23,95 m ~ q . ~ ; '  ), l e s  mouvements 

semblent s ' e f f e c t u e r  en sens  i nve r se  conformément aux conc lus ions  / 
d'EYHl3RTON (1963) s u r  Pisum sativum. 

+ En résumé, l e s  mouvemznts du K ne t r a d u i s e n t  pas  l ' e x i s t e n c e  

d ' un  é q u i l i b r e  thermodynamique du moinsidans l e s  cond i t i ons  où l e s  

c e l l u l e s  d l E r a b l e  sont  habi tuel lement  c u l t i v é e s .  Il f a u t  donc envi- 

sager ,  s o i t  l ' i n t e r v e n t i o n  d ' un  processus  a c t i f ,  s o i t  un échange 
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ionique avec d ' a u t r e s  c a t i o n s ,  comme l e  suppose GRIGNQlt (1969-a e t  -b) 

ROLE DE L A  CONSEN'PR-ATION SODIQUE ------ --- 

Présent  sous forme de phosphate d isodique e t  de s e l  dlE.D.T.A., 
- 1 

l e  sodium e s t  t r è s  peu concentrS (0,57 mEq.1 ) dans l e  milielu de 

LAMPORT neuf.  

L ' add i t i on  de N a C l  provoque une modi f ica t ion  s t a b l e  de l ' a m -  

p l i t u d e  du p o t e n t i e l   ableau au I X ) .  

L ' add i t ion  de N a C l  e s t  compensée pa r  un r e t r a i t  équ iva len t  

de saccharose.  

L a  r e p r é s e n t a t i o n  dvs v a r i a t i o n s  du p o t e n t i e l  vacuo la i re  en 

fonc t i on  du logari thme d o [ ~ a + ] ~  ( f i g u r e  17). montre une r e l a t i o n  li- 
- 1 

n é a i r e  pour l e s  concen t ra t ions  i n f é r i e u r e s  à 10 mEq.1 , r e l a t i o n  

dont 1s pente  s 'accentue  pour l e s  concen t ra t ions  sodiques  p l u s  é l s -  
+ vées .  Néanmoins,la d i î t r i b u t i o n  du Na ne peut  ê t r e  cons idérée  comme 

exclusivement pass ive  : en e f f e t ,  pour utle v a r i a t i o n  de 1 0  f o i s  l a  

pa+]e,la pente  de l a  courbe n ' a t t e i n t  au maxinum que 13,8  mV e t  l a  

t angen te  à c e t t e  courbe à 1s concen t ra t ion  h a b i t u e l l e  du mi l i eu  de 

LAMPORT e s t  de 4 , 2  mV. O r ,  on s a i t  que dans l e  c a s  d 'une  d i s t r i b u -  

t i o n  p s s s i v e , l a  r e l a t i o n  de N3RNST p révo i t  une v a r i a t i o n  d 'ampl i tude 

du p o t e n t i e l  de 58 mV pour une modi f ica t i cn  de 10 f o i s  l a  concentra-  
) 

t i o n  ex te rne .  

La comparaison e n t r e  l e s  mesures de P i v  e t  l e s  va l eu r s  c a l -  

cu l ée s  E à l ' a i d e  de l a  r e l a t i o n  de NER1fST;montre que l e s  va l eu r s  N a  
mesurées sont  beaucoup p lu s  néga t ives  e t  que 1s d i f f é r e n c e  ( ~ i v  - 

7. ) 
augmente pour des  va l eu r s  c r o i s s a n t e s  de L N ~ ' ] ~   a able au x) .  1 

Par  conséquent, l e s  c e l l u l e s  accumulent moins l e  sodium que 

ne l e  p r évo i t  l e  g r ad i en t  é lec t rochimqiue.  O r ,  l a  concen t r a t i on  habi- 

t u e l l e  du mi l i eu  de c u l t u r e  en sodium (0 ,56 m~q.1- ' )  e s t  r e la t ivement  

f a i b l e  e t  nous avons monts5 que non seulement, les c e l l u l e s  d l E r a b l e  
+ 

n'accumulent pas  l e  N a ,  mais e l l e s  l e  r e j e t t e n t .  

Nos r é s u l t a t s  indiquent  donc qu2 l a  pe rméab i l i t é  membranaire 

des  c e l l u l e s  d lE rab l e  au sodium e s t  vraisemblablement f a i b l e ,  du f a i t  

de l a  pen te  de 1s r e l a t i o n  exprimant l a  v a r i a t i o n  de P i v  en f o n c t i o n  
+ 

de log(Nat]e, e t  q u ' i l  y a, un r e j e t  de Na c o n t r ô l é  p a r  l e  métabolisme. 



TABLEAU I X  : Var ia t ions  du P i v  des  c e l l u l e s  d lE rab l e  p l s c j e s  dans - 
des s o l u t i o n s  ex te rnes  de concen t ra t ion  sodique d i f f é -  

r en t e .  

Solut  ion r x t r a c e l l u l a i r e  

-- 

LAMPORT 

LAMPORT + 1 rnM NaCl 

LAMPORT + 10 mM NaCl 

LANPORT + 100 rnM N a C l  

P i v  ( m ~ )  

- 3796 - + 791  

- 34,3 - + 699 

- 3196  + - 8,4 

+ 
- l993  - 7,Cj 

- 
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TABLEAU X : Comparaison entre les potentiels mesurés (~iv) et les potentiels calculés 

(E i+)3es cellules d '  Erable baignant dans des solutions de concentration 
Fa + 

variable en Na . 

Concentration de la 

solution externe 

( m ~ q  . L-') 

0955 

1755 

iO,55 

100,50 

i 

1 

Différence de potentiel ( m ~ )  

Piv 

- 3796 

- 34,3 

- 3196 

- 1973 

E 
~ a +  

+ 18,8 

+ 4495 

+ 9278 

+149,6 

( ~ i v - E  + ) 
Na 

- 5674 

- 7878 

-12494 

-168,9 

a 



C - INFLUENCE DE LA CONCEI\T'?RATION CALCIQUE 

++ 
Un milieu sans calcium (Ca .) est raalisé par stlppression du 

nitrate de calcium du milieu de LhPiIPORT ; inversement, l'enrichisse- 

ment du milieu en est obtenu en multipliant par 2, 5 et 10 la 
quantité habituelle de C~(NO ) contenue dans le milieu de culture. 

3 2 
Après autoclavage, les pH de ces différentes solutions varient de 

5,58 à 4,50 suivant la concentration en c~(No~)~. Ils sont ramenés à 

leur valeur habituzlle (5,6) par addition de tampon tris 0,l M . 
Lorsqu' on remplace le milieu de L-4!4PORT par le milieu 

(Ca "o) , la cellule s ' hyperpolarise de façon réversible d' environ 
4 mV. 

De plus, le Piv varie linéairement avec le logarithme de la 

[~z++], ; la pente de la tangente à la courbe au point d'abcisse 

[ca+:] est d' environ 10 mV (~igure 18). 

Si le caCC se diitribue passivement, la pente de la courbe 

Piv = f. (log Fa++] ,) doit être de 29 m V  pour une variation de 10 

fois la [Ca+Ie comme le prévoit 1 'équatinn de NERNST : 

+t à condition que la concentration interne Ica 1.  reste constante ce 
1 / 

que l'on peut supposer étant donné que les milieux hypocalclques et / 
hypercalciques agissent très rapidement. Or l'expérience montre que 

! 
la variation correspondant à une augmentation de 10 fois la 

n'est que de 10 mV. 

L'ensemble de ces résultats indique que le complrxe memhra- 
++ ++ naire est perméable au Ca . Il est néanmoins possible que le Ca 

ait, comme cela est généralement admis, une action sur la perméabilité 

membranaire aux autres ions. 

La différence entre les valeurs des potentiels mesurés et 

celles obtenues par le calcul E ++ met en évidence l'existence 
Ca 

d'un gradient électrochimique vers l'intérieur de la cellule qui 

est d'autant plus net que la concentration externe [Ca++], augmente 

(~abl eau XI ) . 
Le sens du gradient électrochimique et la variation du Piv 

i- 
pour une variation de 10 fois [ca je plaident en faveur d'un transport 
actif de 







D - INFLUENCE DE LA CO1TCEN'i1R.ATION EN MAGNZSIUM 

Un milieu sans magnésium (~g" ) esk réalis5 en supprimant 
O 

le sulfate de magnésium du milieu de LAPIPORT. Des solutions enrichies 

en Plg++ sont obtenues en multipliant par 2, 5 et 10 la quantité de 
MgSO habituelle ou en complétant jusqutà 100 rn~~.l-' de ~ g + +  avec 

4 
du MgSO ou du MgVl2. Après autoclavage, les pH de ces différents 

4 
milieux sont très voisins les uns des autres ce qui permet de les 

/ 
utiliser sans réajustement préalable." 

Le remplacemsnt du milieu de LAMPORT par le milieu (~g++) 
O 

cause une augmentation d'amplitude de Piv de 2 à 4 mV qui est imme- 
diate et réversible. 

Les variations de Piv en fonction du logarithme de la 
+ + concentration externe en magnesium [Mg ] sont reprSsentées par la 

e 
courbe ( ~ i ~ u r e  19)~ dont la pente de la tangente au point d'abscisse 

LM~++] est relativement faible (3 mv)  pour une variation de 10 fois 
la. [~g'x; la pente s'accentuepour des concentrations comprises en- 

tre 10 el 100 m ~ q .  1-', sa valeur étant de 20,6 mV, 

Dans le cas où il est distribué passiveajnt, le M ~ + +  

étant divalent, la loi de NE2NST prévoit une variation d'amplitude 

de Piv de 29 mV p3ur une modification de 10 fois la [Mgf+le, la 

L M ~ + + ~  demeurant constante. 

Par conséquent, on peut déduire de la courbe que le com- 

plexe membranaire de la cellule placée dans les conditions normales 

de culture est faiblement au ~g++. 

En outre,la comparaison entre les Piv mesurés et ceux 

EM~++ calculés à partir de 1 ' équation de NERNST, pour différent es 

[~g++]~  a able au XII), montre 1 'existence d'un gradient électrochi- 

mique en faveur dtulz flux net passif et entrant. 

++ En résumé, le Mg intracellulaire, par ses mouvem?nts / 
joue certes un rôle dans la genèse du Piv. Il est cependant bienmoins 

++ important que celui du Ca . 
En outre, le gradient électrochimique du mgf+ plaide en 

faveur d'un flux actif sortant de ~g'+ analogue à celui mis en évi- 

dence par le sodium et le calcium. 
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E - RûLE 9ES C A T I O N S  

Le complexe membranaire des cellules d'Erable (~cer pseu- 

doplatsnus L. ) est perniéable aux quatre principaux cations contenus 
+ ++ ++ 

dans le milieu de culture : K+, Na , Mg , Ca . 
En outre, les cellules ne sont pas en Sc-uilibre thermody- 

namique avec le milieu externe car le gradient électrique ne peut / 
équilibrer plus d'un gradient de concentration., 

La représentation de la relation Piv = f. (log [J]~) 

pour uns espèce ionique-dgterminée (J) n'est pas linéaire ; la pente 

de la tangentd au point correspond à l'abscisse représentant la con- 

centration habituelle de l'ion considéré dans le milieu de LATb'iPORT, Elle 

est toujours largement inférieure à la pente théorique de la droite 

prévue par l'équation de NERNST qui doit être de 53 mV pour les ca- 
tions monovalents et de 29 mV pour les cations divalents à 20°C et 

pour une iodification de 10 fois du rapport \JI / [JI i ' 
Les variations d'amplitude observées lors d'ua changement 

de mi1ieu)sont dans tous les cas instantanées et stables ce qüi per- 1 
met de supposer valablement que la concentration interne des cations 

ne varie pas lorsque s'établit le nouveau Piv. 

Dans ces conditions, connaissant les valeurs des activités 

des ions dans le milieu intracellulaire, il est aisé de calculer les 

potentiels d'équilibre de chacun des ionsipour ses différentes con- 

centrations dans le milieu externe : 

où n est la valence de l'ion. 

La comparaison entre les potentiels mesurés Piv et ceux 

que l'on peut ainsi calculer,permet de montrer qu'aux concentrations 

habituelles des ions dans le milieu de culture, il existe un gradient 

électrochimique qui est nul ou en faveur d'unesortie passive pour 

le potassium et un gradient électrochimique en faveur dl une entrée 

passive de sodium, de calcium et de magnésium. 



Par conséquent, on d o i t  pouvoir  envisager  l ' e x i s t e n c e  de 

mécanismes a c t i f s  perrnettan-t de main ten i r  l e s  concen t ra t ions  ioi i iques 

i n t e r n e s  cons t an t e s  : 

- e n t r é e  de potassium 

- s o r t i e s  de sodium, calcium, magnésium. 

Ce t te  hypothèse concernant l e s  t r a n s p o r t s  a c t i f s  d ' i o n s  

s e  deva i t  d ' ê t r e  v é r i f i é e ;  c ' e s t  l a  r a i s o n  pour l a q u e l l e  nous avons 

e n t r e p r i s  l ' é t u d e  de l ' a c t i o n  s u r  l e  P i v  d 'un  poison du métabolisme : 

l e  cyanure (CN-)  . Le CN- e s t  un decoupleur des  phosphoryla t ions  oxy- 

d a t i v e s  e t  il e s t  su scep t i b l e  d'empêcher l a  f o u r n i t u r e  d ' é n e r g i e  au 

mt5canisme a c t i f  pa r  1 ' i n t e rméd ia i r e  de 1 'ATP . 
Pour i n t r o d u i r e  l e  CN-, on s u b s t i t l ~ e  au K C 1  dti m i l i eu  de 

ZAKPORT ( 0,87 m ~ ) ,  du cyanure de potassium à l a  même concen t ra t ion .  

Dans c e s  cond i t i ons ,  l e  P iv  n ' e s t  pas  a f f e c t é  ( ~ i ~ u r e  20 ), même aprSs 

une heure d ' a c t i o n  du mi l i eu  modifié. 

Ces r é s u l t a t s ,  qui  demeurent p r é l im ina i r e s ,  pe rmet teu t  de 

supposer q u e , s t i l  e x i s t e  des  t r a n s p o r t s  a c t i f s  e n t r a n t s  e t  s o r t a n t s ,  

i l s  sont  de même i n t e n s i t é ,  de t e l l e  s o r t e  que l ' a c t i o n  d 'un i n h i b i t e u r  

du métabolisme n ' a f f e c t e  pas  l ' ampl i tude  du Piv. Celui-ci  e s t  a l o r s  

exclusivement dû à un courant  r é s u l t a n t ,  p a s s i f ,  t r a v e r s a n t  l a  rjsis- 

t ance  c o n s t i t u é e  p a r  l e  complexe membranaire. 

Dans c e s  cond i t ions ,  l e  P iv  e s t  donné par  l ' é q u a t i o n  de 

GOLDMAN (1943) dér ivee  de l a  t h é o r i e  du champ cons tan t  : 

R.T PK.AKe + PNa.ANae+ . . . - - 
( m ~ )  

-- . Log --- 
' F PK.AKi + PNa.ANai+ . . . 

où : 

- pK 9 PNa, ... : perméabi l i t é s  r e spec t i ve s  de s  d i f f é r e n t s  
+ + 

i o n s  K , N a  , ... 
- A ~ e 9  A ~ a e ,  . . .: l e s  a c t i v i t é s  ion iques  dans l e  m i l i eu  

ext  r a c e l l u l a i r e  

- AXi, ANai, ... : l e s  a c t i v i t é s  ion iques  dans l e  contenu 

i n t r a c e l l u l a i r e .  



F igu re  20 : Act ion  du cyanure (CN-1 su r  l e  P i v  des c e l l u l e s  d rErab le  

c u l t i v é e s  depuis 3 j o u r s  dans l e  m i l i e u  de LAMPORT. 

Le CN' (0,87 ~ E ~ . L "  1 e s t  apporté sous forme de KCN 

s u b s t i t u é  au KCI du m i l i e u  de LAMPORT. 

( )  : sens de lecture de l'enregistrement 

( 1 ) : injectior. du CN- 



La v é r i f i c a t i o n  de l ' é q u a t i o n  de GOLDMAN demande d ~ n c  de 

conna î t r e ,  d 'une p a r t ,  l a  permeabi l i t é  mem5ranaire des d i f f é r e n t e s  

espèces ioniques  impliquées dans l a  génèse du p o t e n t i e l ,  e t  d ' a u t r e  

p a r t ,  l a  va leur  de l ' a c t i v i t é  de c e s  ions  dans l e s  phases e x t r a - e t  

i n t r a c e l l u l a i r e s .  

Ainsi  l e s  t r a n s p o r t s  a c t i f s  d ' i o n s  ne provoquent pas de 
/ 

courant,.puisque l e u r  somme a lgébr ique  e s t  n u l l e .  Ceci s ' a cco rde  avec  

l ' hypothèse  de GRIGNON('l969-b) se lon  l a q u e l l e  il e x i s t e r a i t  un système 

d'échanges ion iques  : 

K+ - + + + _ N a ,  C a  , M ~ + +  



IV - ACTION DES FACTEUE- CHTMICUES ET PHYSIQU-,S SUR LE POTBJSIEL 

INTRACELLULAIRE 

Pour faciliter l'étude des relations entre la composition 

cationique du milieu extracellulaire et le potentiel intracellulaire, 

nous avons fixé dans un premier temps Les doses des facteurs de crois- 

sance (vitamine B et 2 , h - ~ ) ~  ainsi que les conditions de lumière et de 
1 

température. 

Nous nous proposons maintenant de voir si ces facteurs sont 

susceptibles d'intervenir directement ou indirectement sur le potentiel 

intracellulaire. 

A - ACTION DE LA VITANINE BI 

La vitamine B, favorise la croissance des tissus dtAcer 

pseudoplatanus L. cultivés "in vitro". 

Si on la supprime du milieu de LAMPORT, son absence pro- 

voque une légGre modification du potentiel ( ~ i ~ u r e  21). Cette action 

dépolarisante de la vitamine B est progressive et ne résulte proba- 
1 

blement pas d'une perturbation de l'équilibre ionique. Il peut s'agir 

d'un effet secondaire dû à sa pénétration dans la cellule. 

B - ACTION DE L'ACIDE 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIQUE 

L 'action de 1 'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2 ,4-D) 
a été envisagée sous deux angles différents : 

- en tant ~ U P  substance de croissance auxinique 

- en tant que facteur intervenant directement sur les pro- 
priétés membranaires. 

En 1 'absence de 2,443, la croissance des suspensions cellu- 

laires ralentit puis cesse, les cellules s'agglomèrent e'i. la culture 

perd sa vitalité. Parallèlement, le potentiel intracellulaire est in- 

férieur à celui des cellules cultivées sur le milieu de LAl'IPORT pen- 

dant les premiers jours de culture ; il augmente ensuite comme le 

montre le tableau XIII. 

L'augmentation du potentiel intracellulaire en l'absence 



Figure 21 : Actlon de l a  vitamine BI (Chlot-ydrata de thiamine) sur le 

P i v  des ce l lu les  dfErable cul t iv6es depuis 3 Jours dans 

l e  mi l  leu de LPMPORT. 

(-) : sens de lecture de l'enregistrement 

( ( ) : injection du milieu sans vitamine.B 
1 



TABLEAU XII1 : Variation du potentiel intracellulaire des cellules 

dlErable ( ~ c e r  pseudoplatanus L. ) cultivées sur le 
milieu de LAMPORT en présence ou en absence de 2,k-D 



du 2,4-D e s t  p a r a l l è l e  à c e l l e  observée dans l e s  cond i t i ons  hab i t ue l -  

l e s  de c u l t u r e  avec un décalage dans l e  temps ; c e t t e  a c c é l é r a t i o n  du 

processus  n a t u r e l  qu i  e s t  apparente  dès l e  6ème jour  de c u l t u r e ,  d o i t  

ê t r e  l i é e  à l ' é t a t  physiologique des  c e l l u l e s  p r i vée s  de 2,4-D. - - 

Nous avons v é r i f i é  que pendant l e s  premiers  jours  de cu l -  

t u r e ,  on provoque une d é p o l a r i s a t i o n  du p o t e n t i e l  vacuo la i re  si  on 

remplace l e  mi l ieu  de LANPORT pa r  l e  même mi l i eu  p r i v é  de 2 , 4 - ~  

( ~ i ~ u r e  2 2 ) .  Après un temps de l a t e n c e  d ' env i ron  1 minute a p p a r a î t  

une d é p o l a r i s a t i o n  qu i  dev ien t  s t a b l e .  La r a p i d i t é  r e l a t i v e  du phé- 

nomène permet de me t t r e  en cause une modi f ica t ion  de s  é q u i l i b r e s  

i on iques , s e lon  un processus  que nous n 'avons pas m i s  en évidence. 

Par a i l l e u r s ,  durant  l e s  premiers jours q u i  su iven t  l e  

repiquage des  c e l l u l e s  s u r  un mi l i eu  carencé en ?,4-D, une a d d i t i o n  
-8 de c e t t e  substance à des  doses va r i an t  de 1 0  à 1 0 - ~  g .~ - l  provoque 

une hype rpo l a r i s a t i on  v i s i b l e  une heure a p r è s  l ' i n j e c t i o n  du 2,4-D 

('Tableau XIV) ; c e t  e f f e t  tend d ' a i l l e u r s  à s ' a t t é n u e r  p a r  l a  s u i t e .  

Ces quelques r é s u l t a t s  qu i  demeurent p r é l i m i n a i r e s  nous 

permet tent  néanmoins de supposer que : 

- l a  b a i s s e  de  c ro i s s ance  provoquée par  l ' a b s e n c e  de 2-4-D 

e s t  l i é e  à l ' é l é v a t i o n  de l ' ampl i tude  du p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e  

qu i  a p p a r a î t  dès  l e  6ème jour de c u l t u r e .  

- l e  2,4-D a un e f f e t  immédiat s u r  l e  p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u -  

l a i r e  qu i  s e  dépo l a r i s e  en son absence e t  q u i  s ' h y p e r p o l a r i s e  s i  on 1' 

a j o u t e  dans un mi l i eu  i n i t i a l e m e n t  carencé.  I l  semble dnnc que l e  com- 

posé auxinique modif ie  c e r t a i n s  échanges ion iques  que nous n 'avons pu 

c a r a c t k r i s e r .  

C - ACTION DE LA LUMIERE 

Nous avons recherché si l a  lumière  a v a i t  une a c t i o n  s u r  l e  

p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e  pour deux r a i sons  : 

- Les suspensions  c e l l u l a i r e s  d l E r a b l e  ne s e  développent 

pas  ou t r è s  peu à l ' o b s c u r i t é ,  

- Les c e l l u l e s  ne cont iennent  pas  de ch lo rophyl le  e t  son t  

donc incapa.bles d ' e f f e c t u e r  l a  photosynthèse.  



Fi ure 22 : Action du 2-40, (acide 2-4, dichlorophenoxyac6tlque) sur A - -  
le Piv des cellules dlErable cultiv6es depuis 3 Jours 

dans le milieu de LAMPORT. 

(-) : sens de lecture de l'enregistrement 

( ) r , injection du milieu sans 2-4-0 



TABLEAU X I V  : Influence de différentes doses de 2,4-D sur l'évolu- 

tion du potentiel intracellualire des cellules dtErable 

( b e r  pseucloplatanus L.) cultivées depuis 2 jours sur 

un milieu de LAMPORT carencé en 2,h-D. 

rr 

r 

Milieu extracellulaire 

LAMPORT 

LAMPORT - ( 2,b-D) 

Doses de 2,4-D 

additionnées ( g .  lm') 

1 

10-~ 

10-4 

Potentiel intracellulaire ( m ~ )  

- 1333 

- 1094 

Temps d'action du 294-D 

1 heure 

- 13925 

- 14,2 

- 18,5 

6 heures 

- 11,5 

- 13,6 

- 1693 

i 



L a  lumiè re ,  i n u t i l e  pour  l a  pho tosyn thèse ,do i t  a g i r  à un 

a u t r e  n iveau : c ' e s t  c e  que nous avons voulu  montrer .  

Une pripa.r .at ion é t a n t  mise  en p l a c e  s u r  l a  p l a t i n e  du m i -  

c roscope ,  une mic roé lec t rode  e s t  implantée  dans  une c e l l u l g p u i s  on  

f a i t  l ' o b s c u r i t é  t o t a l e  dans  l a  p i è c e .  

I l  n ' i n t e r v i e n t  pas  de v a r i a t i o n  de  p o t e n t i e l  v a c u o l a i r e  

du ran t  l e s  deux h e u r e s  q u i  su iven t  l a  mise à l ' o b s c u r i t é .  

En o u t r e ,  une success ion  d ' é c l a i r e m e n t s  b r e f s  (10 ,  30, 60  

secondes)  in ter rompus  p a r  des  p é r i o d e s  d l o b s c u r i  t é  d e  même durée,. s o n t  

s a n s  e f f e t  s u r  l e  p o t e n t i e l  v a c u o l a i r e .  

Une sugmenta t ion  p r o g r e s s i v e  de  1 ' i n t e n s i t é  lumineuse d 'une  1 
source  de  lumiè re  b lanche  n ' a f f e c t e  p a s  non p l u s  l e  p o t e n t i e l  v a c u o l a i r e .  

La lumière  ne semkle donc pas ,  dans  l ' é t a t  a c t u e l  de  nos 

r e s u l t a t s ,  i n f l u e r  s u r  l e s  p r o p r i é t é s  menitra.nûires d e s  c e l l u l e s  d1Era-  

b l e  c u l t i v é e s  " i n  v i t r o " .  



C O N C L U S I O N S  



Nous avons, au cours de cette étude, défini les perméabi- 

lités ioniques mernbranaires des cellules dlErable (~cer pseudcplate 

nus L.) Puis à l'aide de ces données, nous avons abordé l'influence 

des facteurs physiques ( lumière ) ou chimiques (subs- 

tance de croissance) sur les mouvements des ions à travers les 

"membranes" cellulaires. 

Si, depuis très longtemps, les auteurs se sont intéressés 

aux phénomknes électriques manifestés par des cellules vivantes, ce 

n'est que récemment, grâce aux progrès réalisés sur les cellules ani- 

males, que les mesures électrophysiologiques ont pu être utilisées 

avec précision en vue d'une interprétation en termes d'échanges io- 

niques. 

Pour les organes ou les tissus végétaux, de nombreuses 

difficultés apparaissent quant à l'expression des résultats et à la 

comprkhensinn des micanismes. C'est pourquoi, nous avons préféré 

nous adresseraux suspensions cellulaires entretenues sur milieux 

liquides dont les cellules peuvent être considérées comme "libres" 

physiologiquement. 

Nous avons donc implanté des microélectrodes dans les 

cellules et enregistré des valeurs de potentiel intracellulaire 

comprises entre - 4 et - 47 mV. Ces valeurs sont relativement fai- 
bles  a able au 11) ce qui peut s'expliquer par l'utilisation du mi- 
lieu de LAMPORT comme solution nutritive ; celui-ci est en effet 

+ 
riche en cations et notammeni en K pour lequel la perméabilité mem- 

branaire est élevée (GRICRON,I~~~-~) De plus, nos mesures présentent 

parfois une certaine hétérogénéité, elle est probablement due à 

l'existence de trois catégories de potentiel : 

- Potentiel de paroi 
- Potentiel de cytoplasme 
- Potentiel de vacuole 

Le gradient de négativité que nous mettons en évidence au 

fur et à mesure que la pointe de l'électrode est enfoncée dans la 

cellule est en contradiction avec la majorité des résultats obtenus 



chez l e s  c e l l u l e s  des végétaux supé r i eu r s  (HIGINBOTHAM, 1972 - com- 

munication pe r sonne l l e ) .  

EXIHERTON e t  HIGINBOTHAM, 1960, ont  montré s u r  de jeunes 

p o i l s  absorban ts  dtAvena s a t i v a  qu'une péné t r a t i on  de l a  p o i n t e  de 
1 

l a  micro-électrode e f f ec tuée  lentement permet de met t re  en évidence 

d i f f é r e n t e s  c a t é g o r i e s  de p o t e n t i e l .  L 'aspect  c a r a c t é r i s t i q u e  "en 

e s c a l i e r "  de nos enregistrerneri t s  nous conduit  à p o s t u l e r  1 ' ex i s -  

tence  de t r o i s  poteri t iels ,  puisque t r o i s  p a l i e r s  sont  p r é s e n t s  avec 

l e s  mêmes ampli tudes l o r s  de l a  péne t r a t i vn  ou du r e t r a i t  de l ' é l e c -  

t r ode  Ue mesure. 

ilans c e r t a i n s  cas, on observe une l égè r e  d iminut ion du 

p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l a i r e  vdcuola i re  uu cours  de l a  mesure. Ce t te  

v a r i a t i o n  n ' e s t  certainement pas due à uce f u i t e  d ' i o n s  occasion- 

n6e pa r  l a  péné t r a t i on  de l a  microélect rode qui  p o u r r a i t  provoquer 

un shunt ,  l ' amp l i t ude  de l a  dépo l a r i s a t i on  s e r a i t  a l o r s  maximale 

e t  l e  p o t e n t i e l  t e n d r a i t  rapidement v e r s  zéro .  Il semble p l u s  vra i -  

semblable que c e t t e  diminution de p o t e n t i e l  pu i sse  r é s u l t e r  du recou- 

vrement de l a  po in t e  de l a  micro-électrode pa r  une p e l l i c u l e  cytoplas-  

mique comme l ' a  s i gna l é  WALKER (1955). 

Nos r é s u l t a t s  met tant  en evidence l t é l e c t r o n é g a t i v i t 6  du 

suc vacuo la i re  pa r  rappor t  au cytoplasme son t  en accord avec ceux de 

SINCLAIR (1467) s u r  Hookeria lucens.  

I l  e s% t o u t e f o i s  d i f f i c i l e  de confirmer c e t t e  i n t e r p r é -  

t a t i o n  en l o c a l i  sa.nt de façort p r éc i s e ,  l a  po in te  de l a  micro6lect ro-  

de en microscopie photonic;ue comme l e  s i gna l en t  FOOLE (1966) s u r  l e s  r 
c e l l u l e s  rad ica , l es  de Eeta  e t  PALLAGHY (1968) s u r  l e s  c e l l u l e s  s to-  - 
matiques de Nicot iana .  

L a  dimension des  c e l l u l e s  d t E r a b l e  (50 F m  de d i amè t r e ) a  

c o n s t i t u é  une l i m i t e  à la. v é r i f i c a t i o n  opt ique de l 'emplacement de 

l a  po in t e  de l a  microélect rode dans l a  c e l l u l e  simultanément à l a  

mesure du p o t e n t i e l  i n t r a c e l l u l z i r e .  

Toute fo i s ,  i l  e s t  p o s s i b l e  d ' implan te r  d i rectement  l a  

microé lec t rode  dans l a  vacuole en l ' en fonçan t  brusquement dans  l a  

c e l l u l e .  En o u t r e ,  lo r sque  s e  p rodu i t  une v a r i a t i o n  "en e s c a l i e r "  



l e  p o t e n t i e l  l e  p l u s  n6ga t i f  peut  ê t r e  s c l ec t i onné  : on e n r e g i s t r e  

a i n s i  .un  p o t e n t i e l  in - t ra . ce l lu la j  r e  vacuo la i re  ( ~ i v )  de f  agon repro- 

d u c t i b l e .  Nous nous sommes donc pla.c& dans ce s  cond i t i ons  pour  sbor-  

2 e r  l ' i n f l u e n c e  des  pe rméab i l i t é s  ioniques  membranaires. 

L a  r e l a t i o n  e n t r e  l e s  modi f ica t ions  de l a  comrosi t ion 

ionique du mi l i eu  e x t r a c e l l u l a i r e  e t  l e s  v a r i a t i o n s  d 'ampl i tude 

du P iv ,  a s s o c i é s  à l ' é v a l u a t i o n  de s  a c t i v i t é s  ion iques  i n t r a c e l l u -  

l a i r e s ,  permet de d é f i n i r  l ' i n f l u e n c e  r e l z t i v e  de s  ions  dans  l a  

génèse du P i v  e t  a i c s i  de p r é c i s e r  l a  d i 2 t r i l u t i o n  de chaque espèce 

ionique de pal-t e t  d ' a u t r e  du complexe mémbranaire. 

En e f f e t ,  s i  1s. d i s t r i b u t i o n  d 'un  i o n  ne  corresponc' pas  

à c e l l e  prévue p,r l e  g r zd i en t  é lec t rochimique,  on peut p a r l e r  de 

d i s t r i b u t i o n  non pass ive  e t  p o s t u l e r  l ' e x i s t e n c e  d 'un  t r a n s p o r t  

c o n t r ô l é  pa r  l e  mgtabolisme (BBIGGS, HOPE e t  ROBERTSON, 1561 ; 
EAINTY, 1562). 

Afin de r é a l i s e r  des  c a l c u l s  analogues à ceux p r i con i -  

s é s  pa r  ETHERTON (1963) e t  HIGIXROTHAK e t  a l .  (1?64),  nous avons 

dû f a i r e  quelques approximztions : 

- Les a c t i v i t é s  ion iques  ont  é t é  confondues avec l e s  con- 

c e n t r a t i o n s  i n t r a c e  l l u l a i r e s  . seirlei: r e s u r e s  r i .a l i  s ab l e s  de façon 
I 

p r a t i q u e  dans nos cond i t i ons  expérimentzles.  De c e  f a i t ,  n o t r e  m6- 

thode de dosage e s t  g loba l e  e t  ne t i e n t  pas  compte de l a  comparti- 

mentat ion c e l l u l a i r e .  

- Nous avons également supposé que l ' a c t i o n  des  an ions  

d'accompagnement s u r  l e  P i v  e s t  nu l1  e, puisqu ' une hype rpo l a r i s a t i on  

r ap ide  e t  fugace e s t  observée l o r s  de l ' a d d i t i c n  de ch lo rü r e s  e t  

de n i t r a t e s  e t  q u ' e l l e  e s t  t r è s  fa ib le ,quand  il s ' a g i t  de phosphates 

ou s u l f a t e s .  Il a d ' a i l l e u r s  6t4 démontré que l a  perm6cibilité au c l -  
e s t  f a i k l e  p e r  rappor t  à c e l l e  au potassium (PIJSHCS e i  HIüINBO1llHAM, 

1970) puisque ?C1/pK 
l - 
= 0,038. 

- 
D'autre  pa r t , c e s  pe rméab i l i t é s  aux NO e t  H PO s e r a i e n t  -- 3 2 4 

v o i s i n e s  de c e l l e  au cl- e t  c e l l e  au SO s e r a i t  nég l i geab l e  (HIGIN- 
4 

BOTHAM e t  a l . ,  1970). 



- Enfin, nous avons montré que la reponse électrique à 

une modification de la concentrztion du milieu extracellulaire est 

dans d-e nombreux cas, quasi instantanée, ce qui nous a permis d'en- 

visager que les concentrations ioniques intracellulaires sont main- 

tenues à des valeurs constantes,en dépit de la variation du potentiel) 

grâce à l'intervention de forces mol6culaires mises en jeu par le mé- 

tabolisme cellulaire. 

Ces restrictions étant apportees, l'influence des cations 

sur le potentiel intracellulaire vacuolaire a permi~ de mettre en 

évidence la contribution des quatre principaux cations du milieu de 

culture : potassium, sodium, calcium, magnésium, à la g6nèse de ce 

potentiel. Aucun de ces ions n'est Cistribué passivement de part 

et d'autre du complexe memtranaire des cellules dlErable,comme c'est 

le cas chez Kitell? translucens (SPRNSWICK et WILLIAKS, 1,064) chez 

Avens sativa et Fisum sativum (ETHER'TON et EIGINBOTHAN, 1960 ; 

ETHEhTON, 1963 et 1567 j HIGINBOTHABI et al.J 1967). 

Par sa prGdominance quzntitative dans le milieu de culture 

( 2 3 , 9 5  m~q.1,-') et à l'intérieur des cellules, par son influence sur 

le Fiv, le potassium apparaît comme l'un des principaux ions, respon- 

sable par ses mouvements de l'établissement du Piv. 1- la concentra- 

tion habituelle du milieu de culture, le potentiel d'équilibre Ek 
est de valeur identique 2 celle du Pi? ce qui laisse supposer que 

+ le K est distribué passivement. 

La valeur de la pente de la relation Piv = f . log [K'], 
représentée en coordonnées semi-logarithmiques, qui n'atteint au ma- 

ximum que 30 ml1 environ pour une variation de 10 fois la [K'], plaide, 

par contre, en faveur d'une distribution non passive. Cette divergence 

des résultats est dueau fait qu'une partie du potassium intra.cellu- 

laire se trouve sous forme liée. 

+ Toutefcis, aux faibles concentrations de K dans le milieu 

extracellulaire, on note un flux net sortant de la cellule alors qu'aux 

ccncentrations élevées ( [Kr ) 23,95 ~E~.L-') le flux devient entrant. 

Du fait de l'existence de flux nets passifs entrant ou 

sortant, il est nécessaire de postuler l'existence d'un flux inverse, 

d1 égale intensité, contrôlé par le métabolisme pour maintenir la [ K + ] ~  



cons tan te .  D 1 a i l l e u r s , c e  t r a n s p o r t  a c t i f  e s t  démontré p a r  ETHERTON 

(1963) chez Pisum sativum. Etant  donné que dans l e s  cond i t i ons  de 

c u l t u r e ,  l e  potassium tend à diminuer constamment dans l e  m i l i eu  

c e l l u l a i r e  t il convient  de r e t e n i r  l ' hypo thè se  d 'un  t r a n s p o r t  a c t i f  

permettant  au potassium d ' e n t r e r  dans l e s  c e l l u l e s  e t  de s ' y  accumu- 

l e r  con t r e  son g r ad i en t  é lec t rochimique.  

Ce t te  conclus ion e s t  en accord avec l e  schéma proposé par  

G R I G N O N ( I ~ ~ ~ ~ ) ~ ~  n ' e s t  pzs incompatible avec s e s  conclus ions  q u i  

prévoient  que l ' e n t r é e  du potassium e s t  couplée à une s o r t i e  d 'au- 

t r e s  c a t i ons ,  se lon  un processus  a c t i f  d '  échanges ioniques. 

S i  on appl ique l e  mSme raisonnement, compte tenu d e s  do- 
+ sages e f f e c t u é s  dans l e s  c e l l u l e s  e t  des  mesures de p o t e n t i e l ,  l e  Na , 

bien  qu.e p résen t  en f a i b l e  p ropor t ion  dans l e  mi l ieu  de  c u l t u r e  ( m i -  

l i e u  de LANPORT) semble s t r i c t emen t  e t  act ivement exsorké p a r  l e s  

c e l l u l e s  d1Erab le .  

Ce f a i t  e s t  d ' a i l l e u r s  b ien  ;onnu dans l e s  r a c i n e s  de 

Pisum sativum (ETHERTON, 1 9 6 7 ) ~  de Pisum sativum e t  Avena s a t i v a  

(HIGINBOTH~ e t  a l . ,  1967) e t  d'Hor2eum vulgare  (PITDIAN e t  SADLER, 

1967). Ce t te  s o r t i e  a c t i v e  de sodium r e s t e  f a i b l e  en va l eu r  abso lue  
+ é t a n t  donné l a  f a i b l e  pe rméabi l i t é  au Na manifes tée  p e r  l e  complexe 

membranairedes c e l l u l e s  d1Erable, puisqu'une modi f ica t ion  de 1 0  f o i s  
+ l a  Ma n ' a f f e c t e  l e  P i v  que de 3 mV environ à l a  concen t r a t i on  ha- 

b i t u e l l e  du mi l i eu  de c u l t u r e ,  

++ 
Les c a t i o n s  d i v a l e n t s  : C a  e t  ~ g + '  ont un ccmportement 

assez  semblable à c e l u i  du sodium : aux concen t ra t ions  h a b i t u e l l e s  

du mil ieu  de c u l t u r e ,  i l s  ont  tendance à ê t r e  r e j e t é s  ac t ivement  pa r  

l a  c e l l u l e .  

. Toute fo i s ,  l a  pe rm6abi l i t é  du complexe membranaire au Ca 
+f 

e s t  p l u s  é levée  que c e l l e  manifes tée  à l ' é g a r d  du DIg++, puisque l a  

pente c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  r e l a t i o n  l i a n t  l e s  v a r i a t i o n s  de P i v  au 
++ ++ 

logar i thme de l a  concen t ra t ion  en C a  ou en Mg e s t  beaucoup p l u s  

f a i b l e  pour l e  Plg++ que pour l e  ~a", sans  t o u t e f o i s  a t t e i n d r e  l a  

va l eu r  p r ivue  pa r  l ' é q u a t i o n  de NERNST. 

Par a i l l e u r s ,  nous avons montré que, l e s  c e l l u l e s  accu- 
++ mulent peu l e  C a  e t  notablement l e  DIg'+ durant  l e s  premiers  jours  

de c u l t u r e ,  c e  qu i  concorde avec l e  sens  du g rad ien t  6 lect rochimique 

de ce s  deux i o n s  au t r o i s i ème  jour  de l a  c u l t u r e  ; il n ' i n t e r v i e n d r a i t  



Pas alors de phénoménes actifs importants concernant le transport 

de ces deux cations. 

Cette légère contradiction peut neanmoins se comprendre 
+C dans la mesure où une partie du Ca ou du filg++ entré dans la cellule 

y serait "piégé" dans une structure (membrane, ergastoplasme, mi tochon- 

dries), 

Par conséquent, les conclusions concernant les transports 

d'ions à travers le complexe membranaire des cellules dtErable, obte- 

nues à l'aide d'une methode électrophysiologique, concordent avec 

ceux de GRIGNON (1969-a et -b)qui relie l'ertrie active du potassium 

2 une exsorption de sodium, calcium et magnésium selon un processus 

d'échanges ioniques. 

Toutefois, nos mesures se situent au 3ème jour de la  --  

culture, durant la phase de latence qui correspond au moment d'inten- 

se accumulation des ions par les cellules et au potentiel intracellu- 

laire le plus faible en amplitude. Celles de GRIGNOX ont été effec- 

tuées au 12ème jour de la culture,ctest-à-dire au moment où s'éta- 

blit la phase statiocnaire. Il aurait été ju2icieux de notre part 

d'effectuer la même étude à différents moments de la culture,car il 

est probable que l'état des échanges ioniques évolue parallèlement 

aux variations du potentiel et à celles des concentra,tions ioniques 

intracel1ula.ires. 

En resumé, l'ensemble de nos résultats concernant la par- 

ticipation des cations du milieu de culture à la génèse du potentiel 

intracellulaire des cellules dtErable, permet de vérifier la théorie 

des potentiele de diffusion ainsi résum6e par DAINTY (1962) : 

'' le potentiel de membrane est un potentiel de diffusion 
mais la distribution dissymétrique des ions, cause même de ce po- 

tentiel de diffusion, est créée par des "pompes ioniques", 

Toutefois, 1 'action d'un inhibiteur du métabolisme (CN-) 

qui s'est révélée sans effet sur le Piv au 3ème jour- de culture, 

ne plaide apparemment pas en faveur de l'hypothèse de DAINTY. La 

présence de'bompes ioniques" ne peut donc pas être retenue, c'est 

la raison pour laquelle nous préférons en revenir aux conclusions 



de G R I G N O K ( I ~ ~ ~ - ~ ) , ~ U ~  résume l e s  t r a n s p o r t s  de c a t i o n s  à t r a v e r s  l e  

c o ~ p l e x e  membranaire de s  c e l l u l e s  d1Erable, sous forme d 'un  processus  

d 'échanges a c t i f s .  

L 'étude des  v a r i a t i o n s  de l a  composition en c a t i o n s  du 

mil ieu  externe,nous a permis de met t re  en évidence une augmentation 

importante  e t  r é g u l i è r e  du pH du mi l i eu  au cours  de l a  c u l t u r e .  

E l l e  e s t  beaucoup p l u s  accentuée que c e l l e  e n r e g i s t r é e  précédemment 

pa r  GRIGNON (1959 a ) e t  p a r  STUART e t  STREET (1969). Ces a u t e u r s  re-  

l i e n t  l e s  v a r i a t i o n s  observées  au conditionnement du mi l i eu  e t  mon- 

t r e n t  que l a  r e p r i s e  de l a  c ro i s sance  d 'une suspension c e l l u l a i r e  

dépend de c e t t e  augmentation p r éa l zb l e  du pH du mil ieu  de c u l t u r e .  

Cet te  hypothèse e s t  parfa i tement  a ccep t ab l e , c a r  l e s  c e l l u l e s  d l E r a b l e  

r e j e t t e n t  des compoeés organiques t e l s  que de s  a c ide s  aminis e t  or-  

ganiques t ou t  au long de l a  c u l t u r e ;  c e p ~ n d a n t ~ a u c u n e  donnée s u r  l a  

na tu r e  chimique de ces  substances  de conditionnement n ' a  6 t é  p réc i s6o .  

L+'augmentation du pH peut ê t r e  a s s im i l ée  à " l ' a l c a , n i s a t i on  .. 
physiologique" des  s o l u t i o n s  de c u l t u r e  s i gna l ée  par  C O I C  e t  a l .  (1961) 

l o r s  d 'une a l imen t a t i on  essen t ie l l ement  n i t r i q u e  des p l a n t e s  v e r t e s .  

O r ,  l e  m i l i eu  de LAIYPORT con t i en t  comme source azotée  exclusivement 

des  n i t r a t e s  e t  en q u a n t i t é  importante  (21,9 m ~ q . ~ ~ - ' ) .  

Ce t te  e x p l i c a t i o n  apparemment s a t i s f a i s a n t e  ne concorde 

pas  avec l e s  r é s u l t a t s  de STUART e t  STREET (1969) qui  add i t ionnen t  
-1 

à l e u r  m i l i eu  de c u l t u r e  une dose non nég l igeab le  d ' u r é e  ( 2,85 mM.L ) 

Enfin,  l ' a b s o r p t i o n  de p ro tons  pa r  l e s  c e l l u l e s  e s t  pos- 
+ 

s i b l e , b i e n  que l a  perméabi l i t é  de l a  c e l l u l e s  aux i o n s  H s o i t  f a i -  

b l e  puisque des  modi f ica t ions  du pH du mil ieu  ex te rne  ne produisent  
/ 

pas  de modi f ica t ion  d 'ampl i tude du Piv, pour l e s  va l eu r s  de pH com- 

p r i s e s  e n t r e  4,5 e t  7. 
Nous pensons cependant que l a  composition i n i t i a l e  du 

mi l i eu  de c u l t u r e  en c a t i o n s  peut  i n t e r v e n i r ,  puisque 1 ' i o n  H+ se 

comporte comme un c a t i o n  monovalent su scep t i b l e  d ' ê t r e  échangé avec 

de s  i o n s  s o r t a n t s  t e l s  que l e  ~ a + .  

L 'é tude de l ' a c t i o n  des  substances  de c ro i s sance  s u r  l e  



p o t e n t i e l  i n t r a ~ e l l u l a i r e ~ a  permis de montrer que l e  2,4-D en  p a r t i -  

c ~ l i e r ~ p o s s è d e  l a  p r o p r i é t é  de main ten i r  l e  p o t e n t i e l ;  son absence 

cause une d é p o l a r i s a t i o n  de l a  c e l l u l e .  I l  e s t  donc probable  que 

c e t t e  v a r i a t i o n  d 'ampl i tude s o i t  couplée à des  mouvements i o n i q u e s c e  
/ 

qui  confirme l e s  r é s u l t a t s  obtenus p z r  ILAN e t  REINHOLD (1966) e t  

ILAN (1971)2ui montrent que 1' R I A  ou l a  k i n é t i n e  son t  s u s c e p t i b l e s  

de modi f ie r  l ' a b s o r p t i o n  des  c a t i o n s  minéraux e t  en p a r t i c u l i e q  ce l -  

l e  du K+. 

Par a i l l e u r s ,  l ' a c t i o n  de l a  lumière  su r  l e  p o t e n t i e l  

i n t r a c e l l u l a i r e  n ' a  pu ê t r e  mise en évidence,bien que c e  f a c t e u r  

s o i t  ind i spensab le  à l a  c u l t u r e  des  c e l l u l e s  d t E r a b l e  qui  dégé- 

nè ren t  en son absence. 
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