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AVANT - PROPOS 

Ce travai l  a é té  réa l i sé  dans l e  laboratoire de Physiologie Végétale 

de l 'Université de LILLE 1 ,  sous l a  direction de Monsieur l e  Professeur 
BOURIQUET à qui je dois d 'avoir pu l e  mener à bien. Depuis l e  jour où i l  

m'a accuei l l i  dans son laboratoire ,  pour préparer u n  diplôme d'études supé- 
r ieures ,  i l  ne m'a jamais ménagé, ni les conseils,  ni les  encouragements. 
Ses cr i t iques e t  ses suggestions ont contribu5, pour une grande part ,  à 

l a  niise au point défiriitive d u  texte  de ce manuscrit. de l e  prie de bien 

vouloir trouver i c i  l e  témoignaçc de ri?a reconnaissance l a  plus sincGre. 

Je  suis  particulièreoent sensible à 1 'honneur que ne f a i t  
Monsieur l e  Professeur GT,UTtiiT:ET, I4crcbre de 1 ' I n s t i t u t ,  eri acceptant de 

juger ce rnGmoi re . 

J 'adresse de t r è s  vifs  remerciements à t*?onsieur l e  Professeur 
DURAUTO!! qui a bien voulu ë t r c  l e  rapporteur des recherches exposseç i c i .  

Je  suis ég~tlt-ment reconr~aissant à Monsieur l e  Professeur 
BONF.:ttlAIN de s ' ê t r e  intgreçsé à nion travail  e t  de participer à l a  

cosni s s i  on d ' exanen. 

Que ;-lonsi eur 1 e Professeur KEErLBFL veui 11 e b i e i ~  accerter mes 
remerciements t res  sincères,  pour ses crit iques hïenveillantes de l a  

rédaction de ce t te  t hes r ,  ainsi quz pcür*  avoir acceptC d'en Ctre Ir  
rapporteur. 

En deliors des fi:en:brcs ciu jury,  je ne scriirriis ~ u b l - i e r  t!onsleur 
KOVOO2, i iaitre de Rcchrrchc au C.Îi.R.S.; i l  trouveri/ i c i  l e  tfil;aicjna~e 
de ma profonde grati tude Fcur l 'accuei l  chaleureux q u ' . i l  rn'z rtsc-rve 
à chacun de mes séjours dans  son laborateire.  Sa compsterlce, son cn t l~o t i -  

siasme corn~i~unicaLt'f -t les cclnfei 1s q u i ?  1 a torljours b ien  v o u l u  :::? prr,rJi -- 
guer n'ont aidé à surnonter b ien  d t s  r,;on:ants d i f f i c i l e s  au cours de mes 
recherches. 



Qu'il me so i t  permis de remercier également mes Col lègues d u  

laboratoire de Physiologie Végétale : M. BATCHO, J.P. COUILLEROT, J .  DUBOIS, 
R. LEFEBVRE,  B. LEGRAND e t  S. RAMBOUR, pour  l 'a ide amiczle que j ' a i  trouvée 

auprès de chacun d'eux. En particulier,  B. LEGRAND se souviendra de nos 
débuts, animés de préoccupations communes e t  malgré des conceptions parfois 

différentes, dans la manière d'aborder les problèmes, j ' a i  apprécié les 
nombreuses discussions que nous avons eues. Mon acti  v i  t é  de recherche 

concernant le  dernier chapitre de ce mémoire étant indissociable de celle 

de S. RAMBOUR, i l  m'est agréable d'exprimer ici  tout le  p la is i r  que cette 
collaboration m'a procuré. 

Enfin, je remercie tous ceux qui, à des t i t r e s  divers, ont contri- 
bué à l a  réalisation de ce mémoire. 
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A B R E V I A T I O N S  U T I L , I S E E  S 

A D N = Acide désoxyribonucléique 

A G3 
= Acide gibbérel l ique A 3 

A 1 A = Acide indolyl-acétique 

A M P = Adénosine monophosphate 

A P C = HCIOq = Acid.e perchlorique 

A R N = Acide ribonucléique 

A R N m = Acide ribonucléique messager 

+ 
A R N - poly(A ) = Acide ribonucléj.q?ne pourvu d'un sepserit poly ( A )  2 sor! 

extrémité 3'OR 

A S = Act iv i té  spécifique 

A T C A = Acide t r i ch loracé t ique  

O c = Degré Celsius 

C i ,  m C i ,  pCi = Respectivement cur ie ,  m i l l i eu r i e  e t  microcurie 

C M P = Cytidine monophosphzte 

c .p ,m. = Coups par minute 

2 ,4-D = Acide 2 ,Ir-dichlorop'nénoxja.cétique 

D .O. =  ens si té optique = Absorbante 

"D-RFIA" = A R N dont l a  coinposition en bases es t  honologse de c e l l e  cie 

l ' A  D IY = "R N A l i k e  D TJ A" 

E D T A = Xthylène diamine t é t r aacg t a t e  de sodium 

6 0 = ~ c c é l b r a t i o n  due ?i l a  pesanteur 

G M P = Guanosine rrionoph.csghat;e 

f? 14 - Hydrazide mnl éj-que 

K = Kinétine 



M A K = ICieselgGlir imprégné de sérum albumine me-thylge 

nm = ~ a n o m è t r e  

poly ( A )  = Homopolymère d ' acide  adénylique 

poly ( u )  = Homopolymère d 'ac ide  ur idyl ique  

P O P  = 2,5-diph6nyloxazole 

P O P O P= 1,4 bis-2 (4-méthyl-5-phényloxazolyl) benzène 

RNase = RibonuclGase 

S = u n i t é  Svedberg 

S D S (ou S L S) = Sodium dodecylsul fa te  (ou l a u r y l s ~ u l f a t e )  

" T B - R N A "  = "Tenaciously bound R N A" = A R N qui  r e s t e n t  f i x e s  s u r  

l a  colonne de f I  A K après  l e  passsge des  so lu t ions  

de N a C l  = "AlX l i g s "  

t r /min .  = Tour , p a r  minute 

t r is  =   ris- ( liydroxyméthyl ) aninoni6tha,ne 

U M P  = Uridine monophosphate 



Les t i s s u s  de rac ines ,  de Sigeç ou de f e u i l l e s  cu l t ivés  "in v i t r o "  

sont par fo i s  capables de proûuire des bourgeons. La néofoimetion de ces  orga- 

nes r é su l t e  toujours (BUVAT, 1941r-1945) de l a  p ro l i f é r a t i on  de cell.ules cpi 

s e  dédif térencient ,  acquièrent l a  s t ruc ture  cytologique de ce l l u l e s  m6risténz- 

t iques  e t  s  'organisent en ifiéristème cmbina i re  . 
La c u ï t t r e  des t i s s u s  de f e u i l l e s  n ' a  é t l  r irzl isée quYassez 1;zrdive- 

ment, l e s  chercheurs ayant Et6 déccurag.6~ par l e s  6chccs dlIihsEKWJD (1902). 

De plus ,  l e s  f e u i l l e s  sont des organes f r a g i l e s ,  pa r fo i s  d i f f i c i l e s  2 désinfec- 

t e r  e t  l eu r s  ce l l u l e s  t r è s  spéc ia l i sées  exigent souvent l ' e n i ~ l o i  de mi l ieux  

complexes. 

Nous avons cependarit choisi d 'é tudier  l a  nboforma-tion de bourgeons 

adventifs  par des fragpents de f e u i l l e s  é t i o l ée s  d'endive qui son% capables, 

comme l e s  t i s s u s  de racines ( ~ ~ U T h c ~ l i r r * ,  1944 ; 'iglr2b ; BU'JA'il, 1944 ; C M S Ç ,  

1949) de former spontanésent des bour~eons . 
De nombreux treavaux or,t déjà é t é  coi~çacréç 8 l'étude du bozi;cgeo~-- 

nenent (PREVOT, 19??a, ; SKOOG, 19l:b ; 7950 ; 19514 ; 1955 ; GklTLHFRET, 1959 ; 

1964 ; 1966 Cfl.fitki@!~GIJAT, 4961 ; DORF, 1965 ; PAlTLEL, 1965 ; BLEEXfCO, 1968 ; 

BIGOT, i97l ; P?JMSIiIIIE, 1974). Fio~xs aurons l 'cccasior, Ce I es évoquer plas  

en d é t a i l  au cours d e s  chajsitrrç suivants,  



Tous ces travaux montrent néanmoins que l'on connait encore bien 

mal le déterminisme de la fornation des bourgeons. Certes, de nombreux au- 

teurs ont confirmé l'hypotnèse émise par SKOOG et MILIm (1957) pour qui les 

phénomènes d'organcgenese sont réglés par un équi.libre hormonal : auxine - 

cytokinine ; l'auxine inhibant le bourgeonnement et favorisant la rhizogenèse 

et la kinétine ayant 1' effet inverse. L'avaritage de cette théorie est d ' ex~li- 

quer de façon simple les potentialités organogénétiques des tissus par les 

gradients d'hormones endogènes. Toutefois, la néoformation des bourgeons est 

aussi le résultat d'interactions complexes entre fa.cteurs endogènes et exogè- 

nes, stimulants ou inhibiteurs. Un autre mérite des travaux de SKOOG et de ses 

collaborateurs est d'avoir souligné l'importance des substaficcs qui intervien- 

nent dans le métabolisme des acides nucléiques (SILEERGSR et SXOGG, 1953 ; 

SKOOG, 1954 ; 1955). Cependailt, les publications concernant les n6caniçmcs bric- 

chimiques de la néoformation des organes sont encore pen nombreuses et ne per- 

mettent pas d'avoir une idée précise du phénomène. 

La culture des tissus de feuilles d'endive ayant été réslisGe pour 

la première fois Far TOPONI ( 1963a), nous en avons prCcisé les modalités et 

étudié 1-'action exercée, sur les phénorn8nes d'organcgenèse, par un certain 

nombre de facteurs. Nous avons ensuite tenté une approche, à l'échelle mlé- 

culaire, des phénomènes liés à. la néoformetion des bourgeons. Le y1;m que 

nous suivons dans ce travail est alors le suivant : 

- après avoir &écrit le matériel et les techniques utilisées, 

les résultats ont été scindés en deux parties : 

. dans la gremière, nous définirons un xilieu mininuxi permet-- 
tant LUI développement satisl-aisant des tissus de feuilles d1 endive. Reus 

étudierons ensuite l'influence sur Pa néoformation des, bouvgeons, de Clif- 

e .  fgrentr; régulateurs de croissailce axnçx que des tases p?lriqueç et ;;yrimicii- 

ques et de quelques LUIS de le~izs analogues structa~aw.. Les réçultsts obten~r; 



ont alors orienté notre travail vers le métabolisme des acides nucléiques. 

. dans la seconde partie, nous avons donc cherché à mettre en 

évidence les modifications biochimiques qui caractérise~t les étapes de la 

transformation histologique aboutissant à la formation des bourgeons. Cela 

nous conduira 8 analyser plus particulièrement le métabolisme des acides 

ribonucléiques. 

- enfin, dans un chapitre de considérations générales, nous situe- 
rons nos propres résultats parmi ceux de nos préd6cesseurs. Cette analyse 

prolonge et complète les discussions des différents chapitres ; elle nous 

permettra de dégager les idées susceptibles C'orienter la poursuite do ce 

travail. 



M A T E R I E L  E T  TECHNIQUES 

A) L E  M A T E R I E L  V E G E T A L  

Pour é tud ie r  l 'organogenèse e t  p lus  p a r t i c ~ i l i è r e i z ~ n  l e  bc-iurgeon- 

nement, nous avons u t i l i s é  l ' end ive  (Cichorium in ty t~us  L. c u l t i v a r  " X i . t l o ~ f ' ~ } ,  

p lante  commiine de nos régions qui  rése ente l a  l;rop-l6té de s e  m~rl - t ip i ier  t r è s  

facilement par voie végétat ive.  

Semées en p l e in  champ au printemps, l e s  plm.tes sont  récoat6es à 

l ' a u t o m e .  Privées de l e u r s  f e u i l l e s  par sect ion au niveau du co l le% e t  riiscs 

en couches, e l l e s  subiront  Lc forçage selon des tcchnlques prat iquges nâr les  

producteurs. La  chaleur du f o r ~ a g e  permet la r ep r i s e  de l i e c t i v i t 6  v6g$tat;ve 

e t  l e  d6veloppemen-t de bowgcocç é t i o l é s  a::peiés ecsc:un6nelît "chicons". Leu 

f e u i l l e s  sont imbriqi16es l e s  u n e s  dans les autres e t  attcigncrt à mâtwit& 

une vingtaine de e e n t i ~ i è t ~ e s  de longueur. C e  sont p r inc ipa l  eaent  ces f e u i l  les 

-. é t i o l ée s  que nous zEi,J'ons utj?isCes dcs  la ç o ~ z i e  ses couches, afin de &duire 



La durée d'utilisation de ces tissus s'étend généralement du mois 

d'octobre au =ois d'avril mais dépend essentielle men^ des températures hiver- 

nales. Des basses températures ralentissent.la reprise d.e l'activité végéta- 

tive des racines et favorisent l'étalement de la période de production alors 

que des températures clêmentes provoquent l'effet inverse. En fait, la periode 

d'utilisation est déterminée expérimentalement chaque année à l'intérieur de 

ces limites. Nous avons en effet constaté qu'au début de  la période de produc- 

tion, les tissus de feuilles prolifèrent mal et produisent peu dtorganes niors 

qu'à la fin de cette période, si la proli.fération et la production des Cour-. 

geons sont satisfaisantes, les infections microbiennes a~~g~.cntent notablement 

en dépit; de conditions rigocreuses 6'e.sepsj-e. 

B) L A  C U L T U R E  " I N  V I T R O "  

La technique de culture de tissus employée, est celle décrite pax 

GAUTHEHET (1942a et c, 1959). Elle permet de cultiver des fra&gnents dforga- 

nes en supprimant les phgnomènes de corr6lations, dans des conditions asepti- 

ques et sur un milieu de composition définie. 

1') Préparation du matériel 

Au moment de l'utilisation, les feuilles l e s  plus externes qui 

forment I.lenveloppe du "chicon" sont GliminSes. Les autres sont séparées, ' 

st6rilisées par immersion pendant 20 minute& dans une soliltion dPhypochlorite 

de calcium 2 7 % puis la-rges d a n s  trois b?ii:s succe~sifs d'eau stérile. La 

solution d'hmochloi-ite de cal.cium es% obt,cniae par spitation de le poudre 

(à  21 5 O  chïorométriquz) 15 minutes dens l'eau pu:s ?sr iilt,retion. Les explcn-- 

tats sczr~t alors 1:r.éle.vés nu niveau? ?e  la nervure p r i n ~ l p a . 1 . e ~  très charnue, 



à l'aide d'un trocart de 16 mm de diamètre. Sur de tels explantats, nous 

pouvons définir une partie basale et une partie apicale suivant l'orientation 

par rapport à la feuille  ère. 

2') Milieux de cult--_e 

Les milieux nutritifs que nous avons utilisés comprennent des sels 

minéraux, du glucose (3 %) et sont solidifiés par de la gélose (0,9 $1, 
- 

Afin de simplifier au maxinum les conditions de culture, nous 

avons utilisé le milieu nutritif de base préconi.sé par GAUTHERET (19h2a) qui 

comprend les macroéléments de la solution de (1884) d.ilu6e de moitié 

et les microéléments de 12, solution de BEnTHELOT. 

Nous n'avons pas entrepris l'étude systématique de l'action des 

éléments minéraux sur le bourgeonnement mais pour juger des limites d'utilisa-. 

tion du milieu de base, nous avons été amené à le comparer d'une part, au ni- 

lieu de HELLER (1953) et d'autre part, au milieu préconlis6 par MJRASEIIGE et 

SKOOG ( 1962) qui comprend en outre des constituants crgsniquçs : hydrolysat 

de caséine ( 1 g/l), nyo-inositol ( 100 mg/l) , gIycocol7.e (2 rng/l), acide nico- 

tinique (0 ,5  mg/l), pyridoxine-HC1 ( O ,  5 mg/l), thiamine-liC1 ( 0 , l  mg/i a; nsl 

que de l'acide indolyl-acétique et de la kinétine. 

Dans tous les cas, le pEI est ajusté à 5,5 avec de la soude ou de 

7.'acide chiorhydrique. Les milieux de culture sont répartis dans des tubes 

(dimètre 20 uun x longueur 160 mm) bouchés par du coton hydrophile puis  a,uto- 

clavés à 120°C pendant 20 minutes. 

Iles substaiices de croissance sont ajoutées aux milieux avant stéri- 

lisation sauf lorsqu'elles sont tphermjiabiles, comme en particulier l'acide 

gibbérellique (BRAGT et PIERIK,  1971 ) , Dans ce cas, elles sont çtérLliçécs 

soit par I.'éther, soit après mise en solut;ion, Far filtration SLW lii.e:?;~ra~le 



d'ester de cellulose (~illipore) retenant les particules d'un dimètre supé- 

rieur à 0,45 v .  

Les disques de feuilles sont alors ensemencés suivant des 

modalités qui seront définies ultérieurement. 

3*) Conditions de cultu. 

 près ensemencenent, les tubes de culture sont capuchonnés au moyen 

de papier d'étain afin d'éviter une évaporation trop intense, puis placés 

dans une pièce climatisée 2 2 2 ' ~ ,  éclairée douze heures par jour. La lumi&-e 

est produite par des tubes luminescents qui fournissent un éclsirement de 

1000 l u x  environ au voisinage des tubes de culture. 

ho) Expression des résultats 

a)  ~V&&OM du b o i ~ ~ c j ~ o ~ ~ ~ r n e ~ ~  -----------------.- --------- 

Une série expérimentale comprend 24 explantnts ensemencés 5 un 

temps to et comparés entr'eux à un tenps tx. Chaque essai est répété au 

moins deux fois. 

Nos résultats sont souvent discutés dans Pe cadre de chsque série 

d'essais, pour éviter l'écueil dû à la variabilité du rs,at,ér-iel biologiqre au 

cours de l'année. En effet, la capacité organogSne des fra~ent~s des lots te- 

moins peut varier sensiblement au cours des elr^6riences successives. Toutefois, 

à l'intérieur d'une m&ne série, i3 est possible de réchire ces variations, sar 

le contrôle rigouzreux des conditions de eultax.-e, p i ~ r  le choix des explcnJï,atc 

et par leur di~~sibution aussi honoghe que possible entre les différents I.si:ç. 

Sur le milieu de base, les ho-wgeûns apparaissent entre l e  tOe et le 

12e jour après 1' ensexencernent . Leur non.k,re aqn_erite ensui-te ré&xli$r~:.~r?r_o 

jusqu'a~ 3Ce jour de cuXi;l*r;i puis se stabilise ( f i g u r e  7 )  ; c'est poürquoi ]-es 

d~nombseineritr; sont effectués 1-e 4Oe j o : ~ ,  ROIX;~ avons consid6r6 ccn;mct ' Ç G ? ~ Y L ~ C ~ I  



% de bourgeons 

t apparus 

Figure 1 : Cinétique de l'apparition des bourgeon8 en fonction du tcnnps 

dc culture. 

Le pourcentage de bourgeons apparus à un m e n t  donné r e t  établi  

en fonction du nombre t o t d  des bourgeon8 formés après 40 jours 

ds eriltme. 

t ou t e  ébauche cau l ina i re  ayant formé au moins une f e u i l l e .  

Dfune manière générale, nous avons celculé l e  nombre moyen d'orga- 

nes néoformés par explantat .  Dans l e s  tableaux, nous avons également f a i t  f i -  

gurer deux au t res  valeurs : 

- l ' une  donne l e  pourcentage d texp lan ta t s  portant  des bourgeons 

- l ' a u t r e  donne l e  pourcentage dfexp lan ta t s  p ro l i f é r é .  

Ceci. e s t  j u s t i f i é  par l e  f a i t  qu'au se in  d'un même l o t ,  tous l e s  

explantats  ne p ro l i fè ren t  pas. De même, parmi ceux qui p ro l i f è r en t ,  tous  ne 

sont pas organogènes. 



L' in tens i tg  du bourgeonnement e s t  a l o r s  évaluée en tenant compte 

Pen- à l a  f o i s  du nombre moyen de bourgeons produits  par explemtat e t  du pour, 

t age  de fragments produisant un ou plus ieurs  organes.  intensité de l a  p ro l i -  

f é r a t i on  se ra  exprinée par l e  paurcentage d' explantat  s maaifestant  des proprié- 

t é s  callogènes. De p las ,  nous décrirons l ' a spec t  L a  p r ~ l i f 6 r a t i o r i  c e l l u l a i -  

r e  à chaque f o i s  qu 'e l l e  s e r a  d i f f é r en t e  de c e l l e  observée sur  l e s  exs lan ta t s  

du l o t  t é ~ o i n .  

Indépendamnect des phénomènes ii'organogenèse, l a  croissance d'lm 

explanta t  peut ê t r e  suivie  dans l e  tenips par 1 ' ~ u p e ~ ' ~ a t i o n  de sa  masse de 

matière f ra îche  e t  de matière sèche. 

Les explantats  sont a l o r s  e x t r a i t s  des tubes à es sa i s ,  essuyés 

a f i n  d 'él iminer t ou t  Te milieu pouvant adhérer 2 l eu r  s!~rfûce p-cis 2es6s 

(poids de matière f ra îche,  P.F.).  I l s  sont ensui te  rmintenus 2 l ' é tuve  2 

100~--105~C jusqu'à l ' ob ten t ion  d'un ooids constant (poirls de n a t i s r e  sèche, 

C} L E S  T E C H N I Q U E S  U I O C H I M ! Q U E S  

1 ° )  Dosage de l ' a zo t e  -- 

Le matér ie l  séch6 e s t  r6dui t  en poudre. Pola dÉterminer l ' a zo t e  

t o t a l ,  des p r i s e s  d ' e s sa i  de 100 à 2ûC mg sont micérclisées.  en t r i p i e  exem- 

p l a i r e s ,  dans des na t ras  de Kjeldahl (SRI~~TI:EL, 1948) en prgsence d'ecide sul-  

fur ique concentré e t  de cata1yzîm au sélénium ( C U S O ~  : 1 p a r t i e  ; KÎ SOI! : 

1 p a r t i e  ; Se : 0 , î  p r t i e )  . La aLin5raiisat ion e s t  poursuivie 6 heures a-rès 

décol-oration du mélange. La liq:x?ur sulfurique r e f ro id i e  e s t  a l o r s  amenée à 

50 m l  avec de l ' e a u  d i s t i l l b e .  Des s a r t i e s  sliquo%es ( 2  ml) d e  c e t t e  l iqueur 



en proportions Égales des solut ions  A e t  B) e t  compl6tées 2 25 ml clans une 

f i o l e  jaugée. A2rès 5 minutes, 1 1 i n t e n s i t 6  de l a  colora t ion jeune o ~ t e ü u e  e s t  

déterminée au photocolorimètre à 423 rm. Chaque & r i e  de minéral isa t ions  

comporte un témoin (sans  azote)  e t  des ma,tras contenant des quan t i t é s  conrines 

d 'azote sous forme de s u l f a t e  d ' m o n i u m  (de 500 h jOOQ u p  de ( N H ~ ) ,  S q i  ). -. 

On t r a c e  a lo r s  une courbe é ta lon qui  permet de ca lcu le r  l e s  quan t i t é s  d 'azote 

contenues dans l e s  p r i s e s  d ' e ssa i s .  

L'azote protéique e s t  obtenu par contact  de l a  poudre véggtale avec 

d e  l ' a c i d e  t r i ch lo rac6 t ique  à 10 % pendant 12 hewes  à 0°-40c. Dans ces  

condit ions,  l e s  proté ines  p réc ip i t en t  e t  sont sép?<rées de l a  partie s ~ l ~ ~ ~ l ~ l e  

par f i l t r a t i o n  su r  papier  f i l t r e  sans cendre.  près plusicrirs r i açaees  avec 

de l ' a c i d e  t r i ch lo r ac6 t i q~ i e  à 5 %, l e  r j s i d u  insolrrhle ( f i l t f e  c o n j ? ~ i s )  r s t  

minéralis6,  puis  dos6 s e l o r  l e  protocole pr6c~dena1ent décrit, 

La. détermination du tzux 2 'azote  soluble e s t  f a i t e  par  diff&ren,ce 

en t r e  l e  .taux d 'azote  t o t a l  e t l e  taux d 'ezote  protéique. 

2') Dosage des &cides ribonucl.6iq.u.e~ ---- ~ C L ~ ; - ! -  

b' ex t rac t ion  des acides nucléiques peut s e f fec tuer  suive-nt t r o i s  

procédés d i f f é r e n t s  dont l e  principe général  peut se  résuruer a i n s i  : 

l e s  t i s s u s  sont homogén6isés dans des solut ions  d 'acides trich1sraréticl:ie 

ou perchlorique qui  p réc ip i t en t  la. f r w t i o n  riiacroriolécuLaire t o t a l e  ; ce.t-c.e 

dernière  e s t  dél ip idée ,  puis e x t r a i t e ,  s o i t  Far un trai tement 2 chaud avec 

ces  mêmes acides (SCHNFIDEB, 19451, s c i t  par un trai tement 2 f r o i d  (Wb3 

. . e t  ROSEN, 19501, s o i t  encore par une hyàrolyse alczline s6 lec t ive  qui  l1? ; -~e  

l e s  r ihonucléoti  des ( S C H X I G I  e t  TXA;$i:ILAUSFR, 1945 ) . 
Ces procgdés o n t  été m i s  point  e ssen t ie l l enen t  pou? des t i s s u s  

animmx. O r ,  aucun d ' en t r  ' eux n ' e s t  i:p-licati?.e dii-ectemerit 2 Z 'Stu3e des  

t i s s u s  vég6tac7xx q u i  se  y rê ten t  beaucoup ? lus  Ciffizil-emelit  j:le les enir-eüx, 

l e s  bactér ies  oiz l e s  -,-irur; à d e s  éxüdes hl',aeiilni~u-S. Ceci ei;t dG essen t ie l -  



lement à l ' ex i s t ence  de nucléases t r è s  a c t i ve s ,  à l a  f a i b l e  proport ion (pas  

rapport  au poids de t i s s u )  d 'acides nucléiques e t  à i a  présence de pigments 

ou de su5stances qui  i n t e r f è r en t  a,vec l a  d6temination de ces  ac ides  nucléi-  

ques (DE DEKEN - GRENSON e t  DE DEKEN, 1 9 5 9  ; TSmEV e t  bC%RKOV, 1 9 6 0  ; TXGLE, 

1 9 6 3  ; NIEi4Alg e t  POULSEN, i963 ; FLECIC e t  bKJJIRO, 1962, WOLLGIEHN e t  

P A R T H I E R ,  7 / 6 4  . . . ).  

Il f a u t  donc adapter l a  méthodologie aux exigences des t i s s u s .  Zn 

1 9 6 1 ,  HUTCEINSON e t  li.;VnTRO, publient  une étude c r i t i q u e  d é t a i l l é e  des d i f fé -  

r en t e s  méthodes d ' ex t rac t ion  e t  recommandent, t ou t  en l a  modifiant lggère ren t ,  

l a  méthode de SCXMIDT e t  TIIAENHAUSEFi. C'est en f a i t  l a  seule  qui  a i t  été 

retenue après de nortbreuses étüdes ccmparatives (T~%?JRO e t  FLECK, 1366) ; c ' e s t  

pourquoi nous avons essayé de l'adtxpter aux Lissus qui  zious in t6~ess t ;n t .  : 

a)  phacédé de SCftA4lPi TKRVNHAUSER 

Le matér ie l  végéta l  ( 2 0  f ragnents)  e s t  congelé avec de l ' a z o t e  

l i qu ide  e t  broyé dans de 11ac6tone à 80 %. ~'homogénat  e s t  e e n t r i ~ u g t  e t  le 

culot  de cen t r i fuga t ion  e s t  r e p r i s  par de 1 ' ~ c é t o n e  2 80 % Jusqufà l 'ohtec--  

t î o n  d'un surnageant c l a i r .  Toutes l e s  opérations sont ef fectuées  5 4 ' ~  e t  

l e s  centrif irgations sont r é a l i s é e s ,  chacune 70 minutes, à 20.000 g. IIous 

avons a jouté  c e t t e  étzpe à l a  méthode original-e de SCH!bIZDT e t  Si3aLPlf6:!1PiUSI:3 

c a r  des solvants t e l s  que l ' acétone ou l e  méthanol réduisent  I ' a e t i v j - t é  nu- 

cléasique e t  éliminent l a  plupart  des pi ment s ( S T ~ I L L Z ~ ~ L  iGtOTKOV, 1960). 

De l a  poudre scetonique sont alors e x t r a i t s  l e s  compos6s zolublcç 

dans l ' a c ide  t r i c b ~ o r a c é t i q u e  (P~TCA) .  Cette f r a c t i on  wcida--soluble e s t  - t r è s  

hétérogène ; e l l e  regroupe des  olécu cul es de f a i b l e  poids moléculaire dont  l e  

seirl point commun e s t  l a  s o l u b i l i t é  2 f r o i d  en x i l i e u  acide.  

L e  cu l c t  de p réc ip i t a t ion  t r i c h l o r a c 6 t i q ~ z  e s t  a l c r s  lavé 2 t r c i s  

r ep r i s e s  pzx: de lt6"chi?.nol saturé en acétcite de sc)di?.m. Cette opE~a,ta.on 



e s t  t rès  importante c a r ,  s ' i l  s u b s i s t e  des t r a c e s  d ' ac ide  par  s u i t e  d'un laxa- 

ge i n s u f f i s a n t ,  l ' a c i d e  d&soxyribonucléique peut sub i r  des modificai;ions 

avec formation d 'ac ide  apurique (I~ARKO e t  BUTLER, 1951, BONA.3 e t  DUGG.AR, 

1955, STEELE, 0KAMUï. e t  BUSCH, 1964). Cet te  r éac t ion  a l i e u  à par t , i r  de 

pH = 1,6 e t  peut ê t r e  t o t a l e  en 24 heures à 37'~. Ces condi t ions  p i r ~ e n t  ê t r e  

a t t e i n t e s  au cours des opéra t ions  de dg l ip ida t ion  à chaud. L'NIT1 a i n s i  dégra- 

dé qui  s e  sépare mal de l ' L R N ,  peut  provoquer des e r r e u r s  par  excès de l a  

f r a c t i o n  ribonucléique. 

Le rés idu  e s t  a l o r s  dé l ip idé  par  deux t r a l t e x e n t s  success i f s  &vec 

un mélange : éthanol-chloroforme (3/1 ; v /v )  p u i s  éthancl--éther  (3 /1  ; v/v)  

e t  en f in  t r a i t é  par  de l ' g t h e r .  

Le rés idu  b lanc ,  fibre~7.x obtenu peu-t, ê t r e  conservé -20 '~  

(EROUGHTOI~, 1970). Il e s t  ais en suspensior~ d m s  utle p e t i t e  quariilté de potes-- 

s e  0 ,3  N a f i n  d'o-utenir une pâ te  homcgene ; on coapl$te ensu i t e  ? 23 rd svec  

KOH 0 ,3  M. L'hydrolyse a l c a l i n e  e s t  e f fec tuée  à 3T0c, penciant 16 l ~cu re s .  53 

so lu t ion  obtenue e s t  ramenée 2 hoc e t  a jus t6e  à pK - 1 par  l ' a c i d e  perchicri- 

que 6 N f r o i d .  Après 3 à 4 heures de repos hoc ,  le p r é c i p i t é  ccrî t r i fug6 

à 10.000 g, pendant 20 minutes, s e r a  lztvé 2 deux r e ? r i s c s  par l ' a c i d e  per-  

chlorique 0,25 N. Les surnageants r e c u e i l l i s  cons t i tuen t  l a  f r a c t i o n  d1P2iX, 

Le culot  peut a l o r s  ê t r e  t r a i t é  par  l ' a c i d e  perchlorique (MC) 3 chaud po-AI- 

e x t r a i r e  l ' A D N .  Les d i f f é r e n t e s  phases de L ' ex t rec t ion  sont  r6sunCes 6ens 

un schéna ( f i g u r e  2 ) .  

La conparaisor, des spec t res  C i l absc r~ t ion  des so lu t ions  d ' A R 5  o'ste- 

nus par  c e t t e  méthode e t  c e l u i  d'ur, AN? c o r C ~ e r c i a l  t r a i t é  Je  l a  meme naniSre ,  

pour t e n i r  coinpte de l ' e f f e t  hj-perchrone provcquê pal- I fhydro lyse  a l c a l i n e  

( f i g u r e  3 )  nontre  q,ac l e s  premiers soiit peu s a t ~ s f a i s a i i t s .  Cela iriconib- ce-- 

/ tainement en grande p a r t i e  5 I n  pr6sence de composes phEnoliques, t o u j o u r s  

abcndants dans lie iaa t6r ie l  végc ta l  ( ? ? l i ~ F ' ~ t ? i ? l f ~ ~  1970) qu i  ~c;ssxdeî,t; &es 



.Broyage des tissus 

1 
Acétone 80 5 

Laxreges ier ATCA 5 $ 

Ethanol  s a t u r é  e n  a c é t a t e  de sodium 

Ethanol - Chloroforme (3/1) 

E t h a o l  - Ether (3/1) 

1 
Ether  

KOII 0,3 3 ,  16 heures ,  37OC: 

Résidus c e l l u l a i r e s  Surnageant; 

I 
I 

 cidi di fi cation à pH a 1 par WC) 

P r b c i p i t é  (ADH + ~ r o t é j n e s  j Surnageant : A?:: 

I 
I 

APC 1 N ,  80°c, 30 mn 
l 

Résidu : Pro té ines  Surnageant : ADN 

FTGrnE 2 -- 
Schém~. de llei:%ractiori des  acides nuclniqiies selon l a  néYnode de SCILvLT3T-IiGJ:i.Ï-IIiC5ER (19&5! 



e O \ 
O 
a 

a 0 
O 
a 
v 

\ 
O 
O 
e 
e 
O * 

e 
0 
O 
e 
Q 

U 
e 
e 

C 
e 
e 
0 = Longueur  d b n d e  

-.P-- ---- 
2 28 240 26 O 28 O 300  ( nrn > 

3 : Spetres  d'absorption d'%rides ribnucleiquen obt,t,cn~ls p w  11% 

&thede de SCHMIDT-TALDJXAUSSR 

b) avant la mise en cultwe 

c) aprsa 12 jours de c u l t * ~ u .  

propriétés d'absorption Cians l'ultraviolet çuscept;~~oles de perturber ies 

spectres des a'cides nucl6iqueç. Ces substo.nces provoquent ur, bru i s sexen t  

progressif des explantats au cours de ?-a culture ; b r ~ ~ ~ ~ s s e n e n ~  qui se pro- 

d-cit d'abord au nivea>u des zones de blessure et e s t  lié 8 l'oxyd.at.i.cir? des 

compos6s phf~oliques et 2 leur goljrni6risation. La présence do ces caii:p~si.s 



nous avait incité à utiliser de l'acétone à 80 $ susceptible d'en assurer une 

bonne extraction (MACHEIX, 19714) en favorisant le rupture des liaisons qui 

peuvent se former avec les protéines (AHDERSON, 7968). Tcutefois, dans nos 

conditions d'extraction, si l'acétone extrait bien la totalité des pigments 

chlorophylliens, il n'en est pas de m ê ~ e  des composés phSno2iques qui sont 

très difficiles à éliminer ( ~ 0 ~ ~ ~ 1 9 6 3 ) .  Ceux q~ii De sont pas extraits, 

sont oxydés au cours de l'hydrolyse potassique et donnent une colorstion 

jaune pâle aux extraits. Dans le cas de l'aibumen immature de Mr7,îs3 cette 

pigmentation jaxne d2s solutions d l A R N  a été attribuée à l'aeide chloro~éni- 

que (SEIGLE-MURAT~DI, 197 1 ) . 
La présence de t e l s  contaminants provoque  LI^ dkylaceincnt. Clu r n i n i ~ ~ ~ m  

d'absorption des spect.res, en lumière ultra-violette, de 230 n n  & 21!0 art. 

Les rapports des densités optiques à 260 nin par rcpport 2 cc?les  à 2e0 l:m et, 

à 230 nm sont beaucoup plus faibles (~ablea7.1 1) que ceux observEs Four un 

ARE cornmerciel traité dans les nêmes conditions qui sont resi?ccxivenert 

de 1,70 et 2,814. De plus, les résul-ta.ts obtenus par le àusage &dr; pl:osphore 

et par le mesure de la densité optique à 260 nm ne sont pas concordenlr. 

Le procédé de SCHbllDT et TIiAIi'NIlkUSER ne permet dorac pas d'obtenir 

une fraction dlA.RN dont la pureté soit suffisante pour pemrttre des 6txdes 

comparatives. C'est pourquoi nous wons essaye dt~i&9iorer la. qualité des 

extractions soit en réduisant 1.e tenps d'hydrolyse (FLEG!; et FWNRO, 1962)~ 

soit par une extraction ps.6alable des tissüs 8.u chlorure de sodiun, m a a t  

l'hydrolyse ~otassique (GUINE, 1966). 

13. e s t  ~~~~~~~~e à cel.ui de SCHFIDT e";TFUN~~&!JÇE~ mais l e  ternrç 

co,-;tact des tissus avec 723 s ~ L ~ t i o ~ i  de po-t.açse O , J  11 est rame& de 16 

heures 2 1 heüre,  Selon ces  au-bcurs, une d-mée cfe Lrrj."ce@;ect d e  1 he:?.re 



TAaIEAU 1 : Ixiflunnce de l a  1~6thode d ' ex t rcc t ion  sm-.la p r e t 6  de 1'KW extre. i t  

des t i s s u s  avcit. l a  mise en c u î t u r e  ( J ~ )  e t  12 jours  de 

c u l t u r e  (J,~). 

La teneur  r n  A R N e s t  évalu8e par  l e  dosage du phosphora CL pi= 1% 

mesure à e  l a  d e n s i t é  optiqiie 2 2 6 ~  nm (* d a i s  ce c a s ,  le contenu en 

phosphore e s t  es t imé s u r  l a  base de 9 , l  $ ; Ing le  1963). Les ?6buLt3ts  

son t  expiimés en àe phosphore par grurxe de r r a ~ i c r e  f r a î c h e  (pg P/g E);.'). 

r é d u i t  an  minimum la  contamination par  l e s  p ro té ines  e t  s u f f i t  pour r e n d i e  

acido-soluble l a  f r a c t i o n  d'ARP?. 

Pour v é r i f i e r  l ' e f f i c a c i t é  de c e t t e  &thode, nous avons u t i l i s é  des 

fragments de f e u i l 1 . e ~  ayant é t é  c u l t i v 6 s  pendant 12 j ou r s ,  ce  qui r e ~ r b s e n t e  

l a  da te  l i m i t e  de cos dosages. De t e e l  f r a g n e r t s  doivent donc con ten i r  ?an 

naxinium de subs-tances suscep t ib les  de c c n t m i n e r  l e s  e x t r a . i t s ,  Les r és i i i~a t ;  

obtenus ( f igure  4) montrent qu'une d11~6e de traitrmenC de 1 h e w e  par' !a. 

potasse  s u f f i t  pour soluSi lisel- t o u t  1 ' B T C J  e t  l e  syectae  d'absor~t i o n  ci,% 

comparable 2 c e l u i  obtenu pour 1'33IJ témoin ( f i gu re  3). Dc plus ,  les v a l e u r s  

obtenues par  ie dosage du phosphore e t  par l a  r;iesure 2e Lqabsi>rbci,nce sont  

c o ~ p a r a b l e s  ( ~ a b i e a u  1 )  e t  l e s  rappor ts  des densi tEs optiques -- 260 ct -- SGC -- 
280 230 

sont  net temer~t  ainSli ores. 
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P i p e  h : Spectre Q'absorption de 1'ac:de rib@nurleig.e obtenu le 

procédb de FLECK e t  l.!UN3O 

X.*ARR (a) est obtenu par ecntoct des tissus 1 heure avec le 

solution de potasse h 0,3 Fi. Le résidu cellulaire est 2 soimesü 

extrait par. la potasse pendant 16 hctarca (b). 

Ce procgdé d ~ n n e  donc de b;ns rSsdltats, Par contre ,  la br iéve té  

de l 'hydrolyse  potausicp~.e ne sermet pas l a  I j b é r a t l o n  q ~ ~ a n t i t n t l v e  des rnoxc- 



cl ptacédE de GUlUN ---------------- 

En c o n ~ a r a n t  d i f fg ren tes  méthodes d ' ex t rac t ion ,  GUIlTN (1966) cons- 

t a t e  que l e s  solut ions  cle chïorure de sodium permettent d ' ex t r a i r e  l e  maxi- 

mum d'acides nucléiques avec un minimm d'impuretés. 

Nous avons u t i l i s é  c e t t e  propr ié té  de l a  mmière suivante : l e s  

t i s s u s  sont d'abord t r a i t é s  par  l ' acétone à 80 %, par  l ' a c i d e  t r i ch lorac6-  

t ique  puis  dél ip idés  selon l e  protocole déc r i t  précédernent ( f igure  2 ) .  

La poudre sèche obtenue e s t  t r a i t é e  à deux repr i ses  par une solution de 

chlorure de sodiun à tO % pendant ! heure e t  & IOOOC (figure 5 ) .  A p è s  

centr i fugat ion,  l e s  s u r n a g e a ~ t s  r e f r o i d i s  sont réunis  e t  l e s  ac ides  nucl6i7ues 

sont p r éc ip i t é s ,  pendant une nuit, au con&lstleus, F8.r d.eiùu volu~aes r? '6tl:a- 

no1 absolil f r o id ,  en présence d 'acéta te  de potsssium (SCHAEFFER e t  SEARPZ, 

1970). Le préc ip i té  cei1t;rifugé e t  séché, e s t  liydrolyçk par Inne ,.;olut?on de 

potesse 0,3 N pendant 16 heures & 3 7 ' ~ ,  suivant l e  procédé de SC?MIDT e t  

Plus de 80 % des acides  nucléiques sont; extraits l o r s  du sïca~nie:- 

tmi tement  de une heure ( s , )  par l a  solut ion de NaCl..  De p l a s ,  noiis avons 

v é r i f i e  qu'après une deuxième extract ion,  Ic t ra i tement  des reçidus 

c e l l u l a i r e s  ( 2 )  paln l a  potasse ou par l e  chlorure de sociiim & chaud, a e  

so lub i l i s e  plus d 'acides nucl6iques. 

Les spectxes d'absorption des A3R obtenus par  ce procéde e t  pu r  

c e lu i  de FLECK e t  biiJNR0 présentent  un p r o f i l  identique.  Cependant, p3ur 

1'ARN extrai t  selon l e  procédé de GUINPI ,  Ics ra,pports des densi tcs  opt.iq;ires 

.. ,# 2 dl i fere i ï tes  longil~ilrs  d'onde sont p l u s  élevés (~a51eau 11, ce  qui in3iflu.o: 

un degré de puseté svp6rieur. C e  mêx~e, Tex teneurs eni ARIJ $valinces par 1.e 

dosage &1 pkiosplîo~e e t  par l a  ?nesure de l a  clensité ~pLic.xe sont coz?cr3sdûriler:, 



NaCl 10 %, ? heure, 100'~ 

Résidus c e l l u l a i r e s  ( 1 ) Surnageant 

Résidus c e l l u l a i r e s  (2 )  Surnageant ( S  ) 
2 

+ 
2 vol. a lcool  a3solu f ro id  

( n u i t  au congélateur) 

KOH 0,3 3, 16 heures, 37 '~  

F l l R 3  

Schéma de l ' ex t rc rc t ion  des acidea nuci6iqucs selori 1.- nsttode de GUIITN ( 



Les r é s u l t a t s  obtenus permettenV q u e l q ~ e s  conmentaires. Les spec t res  

d 'absorption de 1 ' A H N  e x t r a i t  gar l a  néthode de SCILbIIDT e t  TIihNNHAUSER ( f i -  

gure 3 )  mettent  en évidence des contaminations p lus  importantes lo r sque  les 

t i s s u s  ont  été c u l t i v é s  pendant 12 jours.  Paral lelement,  l a  teneur  en PAX 

augmente (Tableau 1 ) . Cet te  axgmentaticn p o u r r a i t  r é s u l t e r  de l ' aceiuilv.lation 

de maté r i e l  non nucléotidique,  venant i n t e r f é r e r  avec l e s  mgthodes de dosage 

des acides  nucléiques.  En f a i t ,  il n'en e s t  pas a i n s i ,  conme l e  prouvent l e s  

r é s u l t a t s  obtenus 2 l ' a i d e  des 2u t res  néthodes d ' ex t rac t ion .  Ccla démontre 

néanmoiils q u ' i l  f a u t  non seulement adapter  l e s  .techxiiques au n a t é r i e l  u t i l i s E ,  

lnais auss i  t e n i r  conipte du s t ade  de déve1oppenieil-k ci? l r r  p l an te .  

La so lu t ion  d'ARP1 obtenue par  l a  méthode de ÇCHlriZDT e t  TILqNFU'i-LhL!SEI, 

e s t  impropre à des dosages spcctrophctométriques com?;e l e  mmtrr %a fcme 

des spec t res  e t  l e s  rappor ts  d-es dens i t é s  opti.ques ( f i g u r e  3 ; TatXea.1~ 1 ) .  

De nombreux t i s s u s  de p lan tes  donnent des r é s u l t a t s  senblables (IIOLDGATZ e-t 

GOOD5;IIN, 1965). Toutefois ,  l e s  modif î c a t i o n s  appo:t6es à c e t t e  technique par 

FLECK e t  IvW1JR0 ou par  GUINN s e  sont  révélges  in tg ressan tes .  E l l e s  permeLeent 

d 'ob ten i r  des so lu t ions  dlAP.N clont l e s  c r i t è r e s  de : pue té  sont  comparables 

à ceux t rouvés  dclns l a  l i . t t é r a t u r e  e t  qui  présentent  une bonne concords,r,ce 

e n t r e  l e s  mesures colorim6triques e t  spect rophotom~tr iques .  

Après hydrolyse potassique,  il ? e u t s e  produire une nricmalie prorrc-- 

nant  de l a  pr$cip i t ,a t ion  incomplète d e  l ' J 3 B  après  ac id i . î ica t ion  de l'extrbit 

par  1' acide perchlor i  que (S~IILLTE et, k?li',PKOV, 1960). Cependant, l e s  v6ri-i  cn- 

t i o n s  e f fec tuées  su r  l e s  f r a c t i o n s  d ' A R 2  5 l ' a i &  du r é a c t i f  2 1st diphényj mi-ne 

ont  about i  2  de^ rgsul.',at, s n6,:atilas. Les solu-Lions d 'A3B semblent &onc cxc:?.p-- 

t e s  d'ADN. 

, . 
Hien quil 1~ pi-otocçlc ex-pririen:te3. so-i.t rclztiveinc-nt lm&, c ' e s t  

l a  rné",oorJe pr6eonis6e ser GLTIi?i y.ie non.; evonç retei:ue. Les c x t r a i t s  32rL- 



sentent  une pureté suf f i san te  e t  pemet, tent  l ' é tude  de l a  composition r ibo-  

nuclsot  idique . 

3') - Méthodes de mesure des const i tuants  biochimiques 

L'AWB e s t  dos6 pnr spectrophotouétrie d 'absorption à l a  longueur 

t3Ior.de de 260 ail en u t i l i s a n t  corne référence de L'ARN de levure  (SIG??, 

/ type XI) f iydr~lyoe . 

E }  I H C d U k e  d u  p h O h P h O & . C .  

Le  phosphore e s t  dosé selon l a  méthode de ALLE& ( l j h 0 ) .  

. . 
Le prlr.cl-e co::si~te 2 cietruire l a  matière o~gan ique  pac un rn6larlge E SC' -- 

2 4 
i!C?C4 e t  # tra?~:. t~~*r : t? r  1 ' acide phosphorique en acide ~hosyhono1gbdiq-e que 

L $03 r6d11i-k par ï ' z.?;.,idol. 

L e  1riin6:-~7isation e s t  ef fectuée  4ôns des tubes pyrex 2 l'iyi."e de 

1 rrif d'un mslaige cl ' ecide sul fur ique ( d  : 1,83) e t  d 'acide perchlorique 

(d  =: 1,611 duris l es  .sroportions voluqicpes 3 - 1 .  On a joute  ? O  rd. d'eau 

iiisti1I.E~: e t  0x1 por te  à l ' é t uve  à. 100°C, pendant 2 heures, potw hydrolyser 

les polyphosphates. Apl-5s refroidissement,  on in t rodu i t  s'~ccessiveuielr,l; : 

1 m i  de molybdate d'armonium en solut ion à 8,3 " e t  1 nl de solut ion &duc- 

t r i c e ,  préparée extenporan6men-L en dissolvant  1 g d'amidol ( 2 , h  diminogké- 

no l )  dans i O O  ni: d'une soiut ion aqueuse de s u l f i t e  de scdiun anhydre & 20 5 .  

Les  tubes sont complétés à 15 :fi e t  abandonnis ?i pendant 1 heu re ,  

Le dosage e s t  a l o r s  ef fectué  au pholocoloril:?tre à 725 nrfi, La courbe <?%ta lon-  

nage e s t  é t a b l i e  2 l ' a i d e  de quant i tés  vsr?.ablrs de phosphore minéral snkyare 

(mg?04). 



L'acide déoxyribonucléique est dosé selon la mgthode de 

BURTON (1956) à ltaid.e du réactif à la diphénylamine. Dans des tubes à essais 

on verse 1 volume (1 à 2 ml) de la solution 3 doser en milieu HClO 0,5 N 4 
et 2 volumes de réactif. La coloration se développe pendant 20 heures à 3 0 ' ~ .  

et à l'obscurité. La densité optique est mesurée au photocolorimètre 2 

600 nm. L'gtalonnage est effectué à l'aide d'lm AD8 commercial, 

Le réactif est obtenu en mélangeant l , 5  ml d'acide sulfurique 

concentré à une solution de diph6nylemine à. 1,5 % dans l'acide c,c6tique ; 

il se conserve à 110bscurit6. A 50 r n l  de ce réactif, II faut ajou-ter, au 

moment de llexploi? 0,25 m ï  dlune solution aqueuse d1ac6tald.6hyde à 16 mg/~:S. 

Les protéines sont dosées selon la technique de LO:EX et Coll., 

( 1951 ) . Le principe est basé sur ].a détemi-nation colc~irnétrique du complexe 

obtenu après réduction des protéj.nes en présence du réactif phospho-tz~igsto-- 

molybdique de FOLIN et CIOCALTEU. 

Le réactif se compose de pl.usieurç solutions : 

- so1u.tion alcaline (a) 

, ccrbonate de sodiwn anhydre 2 g 

, kartrate de ç0d.i~~~ et de potassitun 0,02 g 

. soude 0, l  N Q * S e F e  100 BI. 



- solutTon cuivrique (b) 

. s u l f a t e  de cu iv re ,  5 H20 0,5 g 

. acide  sul fur ique  concentré une gou t te  

, eau d i s t i l l é e  Q.S.P. 100 ml 

- so lu t ion  de FOLIN e t  CIOCALTRJ 

( r é a c t i f  Merck, p r ê t  2 l ' emploi )  

A 1 m l  d 'une solut ion protéique,  on a joute  3 ml du r é a c t i f  

obtenu en mélangeant extemporanément 50 m l  de l a  so lu t ion  ( a )  e t  1 -cl de 

l a  so lu t ion  (b) , Après a g i t a t i o n ,  on l a i s s e  reposer 30 a inu tee  5 i'obscuri;;6 

puis  on a jou te  0,3 r?l de r é a c t i f  de POLJE e t  CIOCALTCU d i l u é  de iuoit ié  en 

a g i t a n t  imrngdiatement . ~a densi té  optique des so lu t  ions obtenües e s t  mesurée 

après 30 minutes à 750 nm. La courbe é ta lon ,  de 10 à 400 pg, est, 6tabl.i.e 

à p a r t i r  d'une so lu t ion  d'albunine de sérum de boeuf. 

ho)  ---- ~ 6 t e r m i n a t i o n  de l ' a ~ ~ v i t é  ribonuci6c:siq.ue 

Le pr incipe  consis te  à su iv re  l ' a p p a r i t i o n  de produi ts  de d6po- 

lymérisat ion r é s u l t a n t  de l ' a c t i o n  d.'im e x t r a i t  enzymatique s u r  un subs t ra t  

cons t i tué  par de l ' a c i d e  ribonucléique (ARR' de levure de boulanger, Sigma, 

type XI ) . 
Le matér ie l  vggétal ,  préalablement congel6 5 l ' a z o t e  l i q u i d e ,  

e s t  broyé 6ans un mort ier  en préseilce de sable lavé  zux ~ t ~ i d t ~ ~  e t  dGaqe 

so lu t ion  tampon ( ~ r i s - ~ c l  0,05 M de pH - '7,S contenant 0,01 1.I &e NECP) 

5 ra ison de 10 cil sou-  5 fragmrrrts. Toutes 15s opérai,ic>rls sont ef'î'ectuées 

à hoc. Après cen t r i fuga t ion  pendent 10 m i n d e s  5 3000 g ,  L 1 a r t i v i t 6  ~ ~ - D o ~ ~ . L c I  Fa- 

adaptée alu t i s s u s  de l c u i l l e s  d'er" ~ c l v e ,  ' Le surnsgesnt enzjmztique ( 0 , 5  rd) 



e s t  incubé pendant ?O minutes 8 3 7 ' ~ ,  en présence de 1,5  mf de tampon acéta-  

t e  de sodium 0, l M à pH = 5 ,O e t  de 1  m l  de subs t ra t  ( so lu t ion  dlARN à 5 

mg/ml dans du tampon acé ta te  de sodium). L a  réac t ion  e s t  stoppée Dar l ' add i -  

t i o n  de 1  ml d'une solut ion d 'acéta te  d'uranyle à 0,75 % dans de l ' a c i d e  

t r ichloracét ique.  Les produits  non dégradés sont p réc ip i tés  une heure clans 

un bain de glace (GRELL~T e t  Coll. ,  1968) e t  éliminés par une centr i fugat ion 

de 10 minutes à 20.000 g. Une f rac t ion  a l iquote  de 1 rril e s t  p r é l e d e  du 

surnageant e t  d i luée  avec 7  ml d'eau d i s t i l l é e .  La quant i té  des nucléotides 

acido-solubles e s t  a l o r s  évaluée au spectrophotomètre à 260 nm. 

Ltact . ivi tF enzyxatique correspond à l 'accroissement de densi t6  

optique en t re  l ' e s s a i  e t  un témoin qui comprend tous  l e s  ccnsti.tuants du 

mélange réactionnel na i s  dans lequel  l a  solut ion enzymatiqile n 'es t  ajoutée 

qu'après 1 ' incubation e t  après 1 'addit ion du nélange acé ta te  d'urbanyle- 

acide  t r i ch loracé t ique .  011 d é f i n i t  a l o r s  une un i té  e i ~ z ~ i a t i q u e  corne é t an t  

l a  quant i té  dlenz,vne produisant une augmentation de densi té  optiqi1.e de O,1 

à 260 nm pour une incubation de 30 minutes. 

Les r é s u l t a t s  sont exprimés en m i t 6 s  enzpa l lques  par r,g de 

proté ines  contenues $ans l ' e x t r a i t  ( a c t i v j t 6  spécif ique) .  Dans ce cas ,  l e  

dosage des protéines e s t  ef fectué  sur l a  Ers-ction de l ' e x t r a i t  qui  n ' a  pas 

é t é  u t i l i s é e  pour l a  r j a c t i o n  ensjoatique. 

Les protéines sont d'abord pr6cipi tées  par de l ' a c i d e  LrJchicrs--  

cétique dont l a  concentretion àans l e  milieu sera ci6 5 5, puis centrifugees.  

Le culot. e s t  ensui te  lavé deux f o i s  par l ' a c i d e  t r i ch loracé l ique  à 5 $, p i s  

so lub i l i s é  par de l a  soude 1 N pendant 12 heures à 37'C. A y è s  d i lu t i on  

par de I t ea i l  d i s t i l l é e  de manisre à cc que l a  concentration f i n e l e  en soude 

s o i t  de 0,1 N ,  l e s  protéiries sont dosées par l a  mêthode àe LO?4EY e t  Col;-. 

(1951).  



5O) Détermination de la composition ribonueléotidique 

La solution d'ART? obtenue selon le procédé de GUIBN a subi 

une hydrolyse par la potasse 0,3 N pendant 16 heures et comprend un mélange 

des 4 nucléotides 2' et 3' phosphates. Cette solu"i,ion est acidifiée jusqu'à 

pH : 2 avec l'acide perchlorique 6 N 2 O'C et le précipité de perchlorate 

de potassium est élininé par centrifugation Le surnageant, après neu.tiatisa- 

tion par la potasse et élimination du perchlorate,est réduit par évaporation 

sous vide puis amené à une concentration en HCl de 0,05 N. 

Des parties aliquotes de O,? à 1 m l  sont alors analysges selon 

la méthode de KATZ et COP4B ( 1 9 4 3 ) .  L'échantillon est déposé au somlr~et d ' m e  

colonne (0,9 cm de dimètre x 5 cm de hauteu) de résine cationiaue Dowex 
C 50 x 4 (200 - 400 rnesh) sous fonne H équilibrée par H C 1  @,O5 11:. Lia 

séparation des nucléotides est réalisée p3.r le passage d'acide chlorl~ydri- 

que 0,05 Tu' pour 1'a.cide uridylique et par l'eau distillée pour les autres 

nucléotides ; l'acide panylique preclde les acides ad6nylique et cytidyli- 

que qui sont éb1és ensembles. Une bonne résolution nécessite le dgjot de 

voluries inférieurs ou voisins de 1 ml) pour une quactité de ribonucleotides 

comprise entre 5 et 15 unités de densité optique. De plus, I.'écoulen*ent ne 

doit pas être supérieur à 1 ml/minute. Lr61ution des différentes fractions 

est suivie à l'aide d'un dispositif enregistreur Gilson ( 2  265 nm). Les 

nucléotides sont détenninés quantitativenlent par leur absorption en spectro- 

photométrie à 260 nm (WP) et 2 257 nm ( G ~ P ) .  Par ailleiirs, ïm sxséème d'éque- 

tions, basé sur les propriét6s particuliCres d'absorption des acides c>.ti-- 

dylique et ad6nyliq.e 2 219 nm et à 257 nm respec~iveiaent, permet de dé~iri~ 

la densité optique propre 2 chacun dos constituants. En utilisa~it Les 

coefficients d'ex-binction moicire des dilf6relits nucl6otiàeç cités par 

KATZ et COXl3, lus résultats seront expri~ï.6~ en ~moles de aüc2éotideç poils 

100 pzoles du mélccge, 



L'incorporation d'éléments r ad ioac t i f s  rend t ou t e fo i s  nécessai re  l a  

séparation des ac ides  a d é ~ y l i q ~ e  e t  cytidylique a f i n  de déterminer l a  radio- 

a c t i v i t é  propre à chacun d'eux. Dans ce cas ,  l e  n6fange des deux nucléoti6es,  

en so lu t ion  dans l ' e au ,  e s t  passé directement sur  une p e t i t e  colonne (0 ,9  cn 

de diamètre x 1 cm de hauteur)  de rés ine  Dowex 1 x 8 (200 - 400 mesh) sous 

forme formiate. La séparation e s t  ef fectuée  en passeot de l ' a c i d e  fornique 

0105 N pour l ' a c i d e  cyt idyl ique e t  0,4 IiT pour l ' a c i d e  ad6nylique. 011 peilt al-ors 

mesurer directement I 'absorbance à 279 nm ( C e )  e t  à 257 nrn (AIMP) a i n s i  que 

l a  r ad ioac t i v i t é  de chacune des f r a c t i ons .  

Contrairement aux au t res  méthodes basees sur  l ' u t h l i s a l i o n  Ce  calon- 

nes de rés ines  échal7geuses d ' ions ,  l a  méthode de KATZ e t  COI43 p r r ~ e t  de 56-a- 

r e r  rapide~ûent de p e t i t e s  quant i tés  de nu.cl6otides. Tcutefois ,  ur:e tm.omalie 

r i sque de se  produire e t  cons i s le ,  comme l e  signal.(? KATZ e t  CG!@, en t?nc 

r ad ioac t i v i t é  souvent excessive de l a  f r a c t i on  U-W. Ceci s e r a i t  d6 à de 

\ p e t i t e s  quant i tés  de polgphosphates-32~ t r è s  radioeci iFs  ~ u i  passe& c t i a -  

vers l a  résirie en même temps que l ' a c i d e  ur idyl ique.  Afln de suppshier l e s  

p o s s i b i l i t é s  d'erre&-s dues à de t e l l e s  in terférences ,  nous ax70nç passé nos 

ex-trai ts  sur  une colonne de charbon (BHOIJII', 1962 ; SHGRT e t  Coll.. , 1969) . 
La solut ion de ribonucléotider; neutral ir6i!  puis  aji;st6e à un p!! 

compris en t r e  3,5 e t  4 avec de l ' s c i d e  acétique e s t  pzssée l en tesen t  sur  m e  

colonne (1,2 cm de diametre) contenant un m&Lz.î~ge de 250 m g  de cilürbon Mari-i; 

e t  de Ir00 ng de Ce l i t e  Kyflo Superce? (~ouzs l r t  e t  t.r,2tiSnc.n). La colonne est 

a lo r s  lavée  avec de l ' e a u  d i s t i l i é e  jusq.dL ce que 1'ef'fluen.f; s c i t  à pl-1 i-ieutrre, 

Ltél.ution d r s  nucléotides es t  efisuite r 8a l i s ée  2 l ' a i d e  d'une solution d56t1ia- 

no1 à 25 % contenant 0,5 (v/v! d r3~~ iLon ia i !~e  n,-cux ( d  = 0 , 8 5 ) ,  11 f a u t  

v e i l l e r  esçentieller.erst 2 ce  q-Je ICA ~0101ine ne s c i t  j m a i s  à sec et, qL&e 

llécoul.ement ne dépasse pss 0,1 n;l/:.~lnut e . L' Glnat ( 2  j ni1 environ) e s t  6vapct- 

/ .. r 6  à sec e t  l e s  r i5o~uc?~&iL;dcs dissous dans E C l  0,7 I? sont  ensui te  cacnes e 



une concentration en HC1 de 0,05 N avant d ' ê t r e  passés sur  rés ines  échangeu- 

ses d' ions.  A p a r t i r  d'un mélange tirnoin des quatre mononucléotides, nous 

avons pu v é r i f i e r  que, dans ces condit ions e ~ ~ é r i m e z ~ t a l e s ,  l e s  pe r tes  sont 

négligeables.  

6')  Incorporation de pr6curseurs r ad ioac t i f s  e t  mesure de l a  -- 

r ad ioac t i v i t é  

Afiii de déterminer l e s  modalités d ' i n c o r p ~ r ~ t i o n  de pr6curseurs 

7 li 
r ad ioac t i f s ,  nous avons cho i s i  de suivre  l ' i r co rpo ra t i on  d 'u rac i l e -  C dznç 

1'ARN. Le protocole exp6rinieni;al e3t  l e  suivant '  : 

l e s  e x p l a n t a l s , ' s o r t i s  des tubes 5 cu l tu re ,  sent  mis 2 inczker cc 

14 présence d 'uraci le-  C ( a c t i v i t é  spécif ique 42 m ~ i / m l 4 )  à l a  ecncents&tion d e  

1 v C i / m T  dans l a  solut ion r iu t r i t ive .  L'incubation e s t  sséal.is6e à la I:xii&e 

e t  à 2 2 ' ~  dans des boetes de P é t r i  s t & r i l e s  ; chacune d ' en%r teP lcs  contenant 

19 fra@enl;s mis à trt-zper 2ans 10 FJ de l a  solirtion radioact ive .  La. présecce 

de contaminations bactériennes é tan t  une source non ~~~~~~~~~~~e d ' e r r eu r s ,  

t ou t e s  l e s  opérations sont r6a l i sées  en condit ions aseptiques. Après des tecios 

d'incubation échelonnés de 30 minutes à 10 heures,  les explanta ts ,  à ra.içon 

de 12 par condit ions,  sont p r é l e v ~ s ,  r incgs  o,Lcrridami~erit à l ' e a u ,  séchés puis 

congelés par inmeruion dans l ' a z o t e  l i qu ide .  L'ARN e s t  ensui te  e x t r e i t ,  dosé 

e t  l a  r sd ioac t i v i t é  s26cif iq~xe (en c  .p .m/ug ~'ARN! e s t  dé terninée.  

L a c t i v i t é  spérii 'lque a u p e n t e  progressivement avec la. dula6e d e  

1' i n ~ u b a t ~ o ~ i  rnais la coirrbr ( f igure  6) f ~ i t  epparaï t re  ciciix phases distinc-L e s .  

. Pour des périodes c?'incui;a$ion i ~i:'ér? eures a 1: heiawes, L ' a c t i v i t 6  çpgcif <que 

de 1'ARfJ ne c r o i t  que lentefilent a lo rs  %c'au del2 de 4 beüres, c n  r;o-t,.? une 



A.S. 
4 

Fi- 6 : Incorporation d * a r i c i l r l h ~  Opns leAm de -.mt~ de feuilles 

d'endive. 

Les explentata sont incubks dans la  solution d'uracile-"C 

(52 n ~ i / l a ~ )  5 l a  concentration de l@i/ml pendent des temps 

varies. L'activitk sscif ique (A.s.) de I,'ARN est expride en 

c.p.m/$ d'AFX. 

Les r é s u l t a t s  obtenus l o r s  de l a  premiEre p6riode sont  assez  irrew- 

l i e r s  ; en dehors du traumatisme c r é r  par  l ' e x c i s i o n  qu i  engenbre probablement 

de f o r t e s  pe r tu rba t ions  métaboliques, l ' i n c o r p o r a t i o n  de l ' é lément  r a d i o a c t i f  

dans 1 ' A R N  peut  dépendre de s a  v i t e s s e  de pénétration dans l e s  t i s s u s  e t /ou  de 

l a  nécess i t é  de l a  s a t u r a t i o n  d'un "pool" nucléotidique i n t r a t i s s u l a i r e .  4.u 

cours de l a  seconde période par  con t re ,  l ' i ncorpora t io r .  du précurseur augmente 

proportionnellement à l a  durée de l ' i r icnbat ion .  Compte tenu de ces  observet ione ,  

nous evons cho i s i  de h i s s e r  incuber l e s  t i s s u e  dans l e s  so lu t ions  r ad ioac t ives  , 

14 pendant 5 heures. Outre 1 'u rac i l e -  C , noiia avons eml~loyé d  ' a ï i r e s  p récurse l~zs  

r a d i o a c t i f s  dont l e s  condi t ions  d ' u t i l i s z t i o i i  sont  g6néral.cment c e l l e s  qui  

viennent d e c r i t e s  e t  qui :.crcnt, "e tou te  ii;ariiEre, re ï i réc is ies  dans le t ex t e ,  



Pour évaluer l a  r ad ioac t i v i t é  des so lu t ions ,  des p a r t i e s  a,liquotes 

(0,5 à 1 m l )  sont mélangées à 15 ni de mil ieü  de s c i n t i l l a t i o n  cons t i tue  

par : 0,3  g de FOPOF, 5 g de PPO e t  100 g  de naphtalène par l i t r e  de dioxane. 

Nous avons égalenient u t i l i s é  de i 1 I n s t a g e l  ( ~ a c k a r d )  qui présente l 'avantage 

de pouvoir ê t r e  mélangé à un plus  grand volume de so lu t ion  aqueuse. De -plus, 

l e  comptage du 3 2 ~  e s t  souvent r é a l i s é  par e f f e t  CET(ENY0V (CIAUSEN, 1968 ; 

LAUCHLI, 1969 ; HAVILLAND e t  BIEBER, 1/70) : dans ce cas ,  on mélange 1 m l  

de l a  solut ion 5 t e s t e r  avec 10 niL d 'eau désionisée.  

Il e s t  pa r fo i s  nécessai re  de p r éc ip i t e r  l e s  0!8crorno~.6ci1les avant 

d'en évaluer l a  radi .oactivi té.0n a jou te  a l o r s  aux échant i l lons  d'ARE, 

100 u g / d  de sérurii albumine bovine e t  un volume égal  dtizne solil-t..ion g%ac6e 

d'acide t r i ch lo racé t ique  à 10 $. Aprss i 5  minutes dans l a  glace, l e  p r éc ip i -  

t é  e s t  f i l t r é  sur  membrane "1571ipore"(~~1.!~)  cte O,L5p pu i s  lavC par Urie soïu- 

t i o n  d 'acide t r i ch lo racé t ique  5 5 $, Le f i l t r e  est  ensu i te  &ch6 e t  l a  radio- 

activité déterminge. Le milieu de scintillation u t i l i s é  eomprenà : 0,3  g de 

POPOP e t  5 g de PPO par l i t r e  de ta lusne.  

L a  radioa,ct ivi té e s t  mesurée à l ' a i d e  dlm conpteu-r à s c i n t i l l a t i o n  

l iqu ide  (Intertecknique "rEAC" SL 40) .  b r è s  soustra,ctiosl du mouveriieiit pro- 

pre de l ' a p p a r e i l ,  l e s  r é s u l t a t s  sont donnés en no~ibre de coups par  minute 

(c.p.m). 

H Extrczction --- e t  fractionlie,ripnt des & i f  l k e n t e s  czte&_op:i~s ti 'I13i; 
-" 

S i  l a  présence de l a  paroi  sqile? e t t i que  ~ e u t  rendre melais6 1' obk.1- 

t i o n  àe di f fé reo tec  f r s c t i ons  c e l l u l a i r e s ,  il es t  t ou t e fo i s  arsez  f e c i l r  

d 'obtenir  des préparations d'ARE cytopl~,smiques e-L d'PL3Tl nucl 6aires en ?YS- 

t iquant  une extrac-Li.cn Ghern lq~e  d i f f 6 r e n t i e l l e .  L'e;sl;ra,ction au pii6ncl 2 



h o c ,  selon la méthode de KIRBY (19651, libère les ARN cytopl.asmiques. Le 

traitement ultérieur de l'interphase riche en noyavx par le phénol à 60°c 

provoque leur éclatenent et la libgration des Nii? nucléaires.'Cette méthode 

au phénol chaud, décrite pour la première fois par SCHERRER et DNL:ELL 

(1962), a été modifige par addition de chloroforme (PEH?ULN, 1966), ce qui 

permet de récupérer convenablement 1'ARN meusager (PEHRY et Coll., 1972). 

Toutefois, afin de diminuer les phénomènes d'agrégation, l'extraction est 

réalisée à 5 5 O ~  (WAGRER et ~oïï., 1967).  

Les fragments de feuilles ( 100 en génjral, représentant 70 5 80 

grammes de matière fraîche) sont congelés dans de l'azote liquide puis 

broyés au mortier jirsqula l'obtention dtune poudre fine. On ajoute alors, 

par gramme de matière fraîche : 
, I 

8 - h"ydroxyquinol6ine 0,1 g 

- 1 ml de solution R G t a  - Crésol 14 g 

Lauryl-sudfate de sodlum 0,5 % 

Tmpon A 25 m l  

- A  

Le tout est hoznog6néiç6 trois fois pendant 15 secondes 5 15000 tr/min. 

à 1 'aide de 1' apparef 1 "UIL-Lra 'lurrax" e t  à &OC, Entre chaque opération, 

le mélange est placé pendant deux minutes dans l a  glace. L'observation au 

microscope optique ~ontre que dans ces coridibions, il y a éclateiiient des 

cellules. La phase phgnolicge est éliminée par centrifugation. La phase 



aqueuse, l'interphase et le culot sont alors agith 15 minstes à avec un 

volume égal de solution phénolique B. Le mélange est centrifugé et les opéra- 

tions sont répétées deux fois. Il en résulte une phase aqueuse qui contient 

les acides nucléiques "extraits à froid". A cette fraction, on ajoute lr 

lavage de l'interphase résiduelle et du culot provenant de la troisiène dé- 

protéinisation par la solution phénolique. Le lavage est effectué à dei= 

reprises à l'aide de la solution C composée de: 

Tampon acétate de sodium 10 mY ; pH = 5 , b  

~cétate Mg 0,l rd4 

Polyvinyl sulfate de potassium $O yg/rnl. 

Le culot est alors mis en suspension dans 1 mi (par grme de tis- 

su frais) de chacune des solutions B et C. L'ensexnble est agité 3 mi- nut eu 

à 5 5 ' ~  puis refroidi bruta!-ement par immers<on dans un mglange méthnnoï-glace. 

Après centrifugation, la phase phénoligue est 6limi.née. La phase aweirse, 

le culot et l'interphase sont traités pendsnt 3 minutes 5 5 ' ~  avec tu: 

égal volume de chloroforme contenant 1 $ d'alcool iso~rnylique. La phase 

aqueuse recueillie contient les acides nucléiques "extraits à chaud". 

Ce protocole expérimental a été réalisé avec succ5s pour la 

séparation d'ARE d'origines différentes à partir de racines de lentille 

(TEISSERE, 1974) et de suspensions cellulaires d' érable (MIASSOD, 1974). 

Nous l'avons aussi enployé pour analyser les acides nucl6igi:es d'une suspen- 

sion cellulaire de silène (M;BOUR et Coll., 19'77 ; TJASSEUR el; RAfYmOUII, 

1977). Toutefois, dans le ces des tissus d'endive, la quantité d'acide nucléi- 

que fournie par l'extraction "à chaud" est tellement faible (cnviron 2 $ de la 

radioactivité totale) qu'elle est inutilisable 33ur des anal-yçes ult6ritures. 

r' Mous avons donc réuni les de~:.x types d'extraits <;un seront analyses enscrri'cle ; 

mais pour ne pas être unîrié à extraire 1.a totalité des acides n~?cléiqires 2 la 

te~pératurtx de s ~ ~ c ,  noirs avons yréféré  consrr.crer i c s  d ~ w r  6"Lpes surccasives 

de l'extraction. 



Les acides  nucléiques rassemblés e t  amenés à l a  concrntrntioii de 

O, l5  M en acé ta te  de sodium, sont p réc ip i t és  par  2 volmes d 'a lcool  a b o l u  

à -20°C, pendant une nu i t .  I l s  sont a l o r s  lavés  3 deux r ep r i s e s  par  uc m6Lan- 

ge d ' a lcoo l  à 70°C e t  d ' acé ta te  de sodium (150 rd) pour él iminer l e s  t r a c e s  

de phénol qui pourraient  suks i s t e r .  On l e s  d i s sou t  ensui te  dans une so lu t i oc  

tamponnée de Tris-HCl IO d.4, pII = 7,6 coiltenant 10 mf.I 6'E D T A puis  on l e s  

p r éc ip i t e  à nouveau. Ces opérations de dissolu'cion.-pr6cipi-1;aLion~ e f fec tuées  

8 hoc, sont renouvelées jusqu'à ce que l a  radioactivi- té dtui:e p z r t i e  aj ir~1iste,  

par l ' a c i d e  t r i ch lo racé t ique  (concentrat ion f i n d e  : 5 $) ,  demeure 

constante.  Les ac ides  nucléiques dissous dans me soliatiori tmi,cn pH = 7,2 

 ris-HC~ 20 rd.1, N a C l  10 mM, Acétate Mg 5 mir;), sont  a l o r s  t r a i t 6 s  par 3.e 

d~soxyr ibonucléase  I (30ehringer thannheim, r é f .  15,1469 ; exem;-te d'û~ti.vj.i6 

r ibonucléasiqüe) à hoc  pendant 30 minutes, à r a i s c n  de 5 pg pour 700 yg d 'ac i -  

des nucléiques. Les solut ions  d'MN sont déprotéiniçées psr  adjonction dryai 

volume égal du mélange chloroforme-alcool i somy l i cpe  ( 1  $ ) .  Aprss agituticin 

e t  centr i fugat ion,  on répé te  l e s  opésatjons de ùSprotéixisat ion SUT 1-$2 pka~e 

aqueuse i so l ée  juçqu'à disprrr i t ion de L'intt-rphsse constitilée de p r o t 6 i r . c ~  

dénaturées. Les ARM sont ensu i te  p r éc ip i t é s ,  en pr6sence d t ac6 t a t e  de s3d?vn,  

par l ' a l c o o l  absolu à -20°C. 

b )  ~~~czc t i o rz i ze i . i ~c~"~ f :  d u  ARN AUL COZOM~ZC dg biAK --------------.-------------------*------ 

Nous avons enploy6 I n  méthode ? e  ckso:natc~~~.aphie sur colonne u r  

sérurri-albunine adsorbée sur Kiesel-gühr (KAK - rîetilyiat~ed al-bunin Kiese: gnhs) 

essentiellemenz pour deux ra isons .  L 9  première, e s t  que c e t t e  méthode est l i c e  

à l a  mise en évidence des AEE rmeçsagers des t i ~ . ~ u s  de plantes  e t  que beaircouy 

d'ARS à marquage rapide peuvent e t r c  retenus par I:L colonne qui fâvor i se  ainsi 

l e u r  isolement. La  seconde est d'ordre yusenent techni-que. 3oüs avons aé:B 

s igna lé ,  en e f f e t ,  que l e s  solu%izas d ii-BM n?)tenuc-s so?zV eontmixlées par 

des compoç6s poljrphÉ;nollqireç v r a i s e ~ ~ b 1 i ~ ~ l ~ : n e r ~ t  1 i 6 s  a u  t31; e t  qui sont prg- 



c i p i t é s  avec eux en présence d 'a lcool .  Après plus ieurs  e s sa i s  de p i ~ r i f i c a t i o n  

dont ce r ta ins  sont r e s t é s  infructueux alors que d ' au t res ,  obtenus en par t icu-  

l i e r  3 l ' a i d e  de colonnes de Sephadex G x 50   asf fat El-Gewely e t  Tyson,l97b), 

ont permis d'éliminer une 2 a r t i e  des contaminants, nous avons chois i  d ' u t i l i -  

s e r  l e s  colonnes de ?W. Dans ces condit ions,  l e s  substances colorées r e s t en t  

f ixées  su r  l a  colonne e t  ne perturbent pas l e s  nesures, en Pumière u l t r a -  

v i o l e t t e ,  des d i f fé ren tes  f r ac t i ons  r ecue i l l i e s .  

Les colonnes de SIAK sont préparées, selon l a  technique de bfUQlDELZ 

e t  HERSHEY (1960), s impl i f iée  par SLKEOKA e t  CHENG (1962) ; nous l 'avons 

adaptée aux f a ib l e s  quant i tés  de matér ie l  dont nous disposions. 

On met en suspension 1 granne d'albumine ( r r ac t i on  V ; N . Y , C . )  dans 

100 m l  d ' s l coo l  méthylique absolu e t  on a joute  0,04 m l  d 'ac ide  chlorhydrique 

12 N. L'alùurnine se  dissout puis  ? r éc ip i t e  eprès un ce r t a in  i;em;.s. Le méls~ige 

e s t  incubé 2 3T°C, à l ' ob scu r i t é ,  pend-ant 5 jours en ag i tan t  de tenps cn 

temps (HAY~~SIII  e t  Coll. ,  1963). Il se forme a lo r s  u_ri préc ip i t é  blanc g63.ati- 

neux que l ' o n  centrifuge 15 minutes à 1.600 tr/min. On l e  lave deux fo i z  

avec du méthanol, puis avec de l ' é t h e r ,  jucqul$ ce que 1-e surnageant s o i t  

neutre ( 2  à 3 1-avages environ). Le préc ip i te  devenu granuleux e s t  desséché 

sous vide en présence de KOH. I l  ç e m  1x~il-iç6 en solut jon dans l ' e a u  ; 

forme sous l aque l ie  l e  produit e s t  s t ab le .  

f 3 j p k ê p a 1 r a k i o n  d e .  l a  c a l o ~ n e  d e  h f A K  

On mélange 5 graxmes de Itiesel-gühr ?i 25 m l  de tmpon phosphate de 

sodium ( 0  ,O5 F4 ; pH = 6 ,7 )  c o n t e ~ a n t  13Q rS.1 de f:aCI e t  1 ,S al de 9a so:!sticr~ 

à 1 % dlalbi)mine méthylce. Le mélenee e s t  ag i t é  doucemat ?i 4% par un 

ag i ta teur  magné.l;ique pe:idant p lus ieurs  iieures , puis versé dans m e  et>7on:i~ 

à double en-ireloppe de 1 c a  de d i m è t r e  à l a  base de l a q - e l l e  on a mis un 



tampon de coton de verre  surmonté d'une couche de cel lu lose .  La p a r t i e  supé- 

r i e u r e  de l'albumine méthylée e s t  a l o r s  s t a b i l i s é e  par une nouvelle couche 

de poudre de ce l lu lose ,  puis  on lave  avec 200 m l  de tmpon phosphate-NaCl 

0,b M à l a  v i t e s s e  d'environ 30 nl/heure pour équ i l ib re r  l a  colonne aux 

condit ions de départ du gradient  d ' é lu t ion  e t  éliminer l ' excès  d'albumine 

méthylée. Celle-ci peut ê t r e  détectée  par  son spectre d 'absorption,  qui  

présente un maximun S 276 nm e t  un minimum à 250 nm. Lorsque l 'absorpt ion 

devient nu l le ,  l a  colonne e s t  p r ê t e  à l 'emploi e t  on peut l a  conserver sans 

a l t é r a t i o n  sous c e t t e  forme quelques jours à kOc. 

L'ARN à é tud ie r  (0,5 à 1 mg) e s t  dissout dans l e  même tampon phos- 

phate - NaCl 0,k M e t  il e s t  déposé au some t  de l a  colonne. L 'é lut ion e s t  

r é a l i s é e  à 20°C par un gradient l i n é a i r e  de NaCl O , k  M (50 ml) à 1,2 M 

(50 m l )  en solut ion dans l e  tampon phosphate de sodium (0,05 M ; pH = 6 , ~ )  

contenant 1 r;iM d'E D T A. Le déb i t  é tan t  réglé  à environ 30 &/heure, on 

r e c u e i l l e  des f r ac t i ons  de 1,5 niî  dont 300 p l  serviront  à déterminer l e  

taux de rad ioac t iv i t é  e t  l e  r e s t e  à mesurer l ' absorp t ion  dans l ' u l t r a v i o l e t  

à 260 nm. 

Après l e  passage de l a  solut ion sa l ine  l a  plus concentrée, l a  colorme 

e s t  lavée avec 20 m l  de tampon phosphate sans chlorure de sodium, l e s  ARN 

qui r e s t en t  l i é s  à l 'albumine méthylée sont a lo r s  glués à l a  température de 

70°C (ELLEM, 1966) par l e  même tampon, contenant 2 % de SDS e t  1 mbi d1~DTA. 

Des p a r t i e s  a l iquotes  des d i f fé ren tes  f rac t ions  servent à déterminer l a  radio- 

a c t i v i t é  s o i t  directement, s o i t  après p r éc i s i t a t i on  des Nil? par l ' a c ide  t r i c h l o r -  

acétique (concentration f i n a l e  5 $)  8 O°C pendant 1 heure e t  f i l t r a t i o n  sur 

membrane " ~ i l l i ~ o r e ~ ' ( 0 , h ~  p) . 



8 O )  Recherche d'MX polyadényléû 

Afin de cho i s i r  une méthode qui permette d ' i s o l e r  spécifiquesxent 

des ARS l i é s  à des séquences polyadényliques, nous en avons essayé plu- 

s i eu r s ,  parmi l esque l les  : l a  f i l t r a t i o n  s é l ec t i ve  sur f i l t r e  de n i t roce l -  

l u lo se  ("Millipore" HAW ; 0,45 u )  selon LEE e t  Coli.  (1971 ) , PHILIPSOM e t  

Coll.  ( 1971 ) , BRûblERMAN e t  Coll . ( 1972) a i n s i  que la l i a i s o n  sur  f i l t r e  

GF/C - poly ( u ) .  Dans ce dernier  cas ,  1 ' A R N  polyadénylé e s t  hybridg à l ' z c i d e  

polyuridyligue f i x é  sur  l a  membrane ''\hatrnan" par i r r a d i a t i o n  u l t r a -v io l e t t e  

(SKELDON e t  Col l . ,  1972 ; VEINBERG e t  Coll. ,  1972). Ces méthodes n6cess i tent  

t ou t e s  deux un tampon de l i a i s o n  de force  ionique élew6c (KCI de 300 

500 mj4) e t  pr6senten.t c e r t a i n s  inconvénie~its .  Toul; d'abord l a  capaci té  d r  

f i xa t i on  dépend en grande p a r t i e  de l a  v i t e s s e  de passage de ïa s o l u t i o ~  à 

t r ave r s  l a  membrane. Ensuite,  on peut observer d e s  pkérzomènes de rétetitiof? 

non spécif iques provenant de maté r ie l  absorbant en lumière u l t ra -v io le t t e ,  

en p a r t i c u l i e r  de p e t i t e s  quan t i t é s  d1kii?I ribosornal (BRP~:~X??~~P.~Ï et; Coll . ,  

1972). Enfin, par s u i t e  des r é s u l t a t s  t r o p  var iab les  q u ' e l l e s  f o w n i ç s e n t ,  

nous avons renoncé 2 ces méthodes. Nous a-vons a lcsç  essayé d'isoler le; 

molécules polyadénylées par cbat.omatographie d ' a f f i n i t é  sur  colonne de 

cellulose-.ol igo ( d  T) (ED:~ONDS e t  CARMIELA, 1969 ; AVIV e t  LEDE3, 1972 ; 

RHOADS, 1975 ) e t  s u r  colonne de sépharose-poly (u) (LIPJDBE;I~G e t  PERSSON, 

1972 ; ADESliJIK e t  Co13.. , 1972 )  e es r é s u l t a t s ,  sensiblement idexi-Liqueç dzns 

l e s  deux cas ,  fu ren t  t r è s  s a t i s f a i s a n t s .  Pow c e t t e  étude,  nous avons bbors 

u t i l i s é  l e  sépharose-poly (u) ; méthode q i r i  cxpSoite l ' hybr ida t ion  sé lec t ive  

en t r e  l ' a c ide  polyuridylique ?1nmobilis6 s u r  l e  sjpharose e t  l a  séquence polp-- 

adénylique com~lémentaire qui  f a i t  g a r t i e  de l a  n016ciile d'PL<!'! zessager.  

Le sépharose-poly (c') (lr 13 ; Phairmsci a) es-t d' a%ord mis à gonzle-- 

(300 cg) dans iule solut ion tanpon d e  T r i s  2 pH = 7,6 cnntensnt ? E.i/:l de 

macl. TL e s t  ensui te  introduit dans uplc colonne 2 couhie enveloppe 2re 5 rrn 



de diamètre puis lavé par une solution tamponnée (PH = 7,6)  contenaizt 

10 mM de Tris, 100 mM de NaCl, 10 rnM dlEiYTA et 0,2 5 de SDS. Les acides 

nucléiques, en solution dans ce même tampon (1 ml) sont déposés au sommet 

de la colonne maintenue à 20'~. Après le passage de l'extrait, la ccl.onne 

est lavée progressivement par 20 ml du tampon de liaison mais àès le 

15e ml, il n'y a plus d'éléments décelables, par leur densité optique ou 

leur radioactivité, à la sortie des colonnes. Cette fraction non retenue 

est donc constituée de molécules qui n'ont pas d'affinité pour le sépharose- 

poly (u) . La température est alors amenée à 50°c (ESNAULT et Coll., 1975) 

et l'élution est effectuge par 10 ml de la solution prgcédente sans K a C 1 ,  



PREMIERE PARTIE 

FORMATION DES BOURGEONS 

EN FONCTION DE 

CRITERE S PHYSIOLOGIQUES 



CHAPITRE 1 

CONDITIONS D'UTILISATION 

DES DISQUES DE F E U I L L E S  COMME 

TEST DE BOURGEONNEMENT 

Cultivés "in v i t ro"  sur l e  milieu préconisé par GAUTHERET, l e s  

fragments de f e u i l l e s  d'endive donnent d'abord naissarice à de p e t i t e s  pus- 

t u l e s  blanchâtres au niveau des nervures puis,  par s u i t e  de l a  p ro l i fé ra t ion  

ce l lu l a i r e ,  l e s  mamelons grossissent e t  se  soudent pour former un c a l  unique, 

homogène, toujours l oca l i s é  à l a  p a r t i e  basale des explantats.  Les régions 

apicales  e t  l a t é r a l e s  ne manifestent aucun phénomène apparent de prol i féra-  

t i on .  Comme l e s  orgenes prennent naissance au niveau du ca l ,  l a  croissance 

et l e  développement des explantats sûi l t  donc nettement polar isés .  Toutefois, 

c e t t e  po la r i té  n ' e s t  pas absolue ca r  un cer ta in  nombre de bourgeons peuvect 

prendre naissance dans l a  région apicale des explantats.  

Dans l e s  expgriences qui vont suivre, l e s  fragments sont placés 

horizontalement, l a  face ventrale ou fnterne, au contact du milieu &e cul ture .  



A) P R E L E V E M E N T  E T  C U L T U R E  D E S  E X P L A N T A T S  

Dès le début de nos expériences, nous avons enregistré une grande 

variabilité des résultats obtenus SIE des milieux de culture de composition 

identique. Il nous a donc fallu préciser l'influence exercée par des factecrs 

tels que : le stade de développement des bourgeons étiolés xtilisés, le lieu 

de prélèvement des explentats ainsi que leur taille et leur mode d'ensenence- 

ment. 

1 ° )  Le stade de développement des bourgeons étiolés 

Les feuilles externes du bourgeon d'endiyre parvenues à maturité 

ont une vingtaine de centinètres de locgueur. Pour avoir des tissus plus 

jeunes, nous avons utilisé des bourgeons étiolés avant leur développement 

complet, lorsque les feuilles les plus grandes atteignent respectivement 

5 et 10 cm. Nous avons alors comparé leurs propriétés organogèneç 2 celles 

des feuilles de 20 cm de longueur. Dans tous les cas, des disques de 16 mm 

de diamètre sont prélevés au niveau de la nervure principale et dans la par- 

tie médiane des feuilles moyennes. 

Les explantats prolifèrent d'autant mieux et produisent d'autant 

plus d'organes qu'ils sont issus de bourgeons étiolés plus petits (!Tableau 2). 

TABLEAU 2 : Nomtire de b o u r g e o ~ s  nécfomés Far des f r a ~ e n t s  prélevEs EU a i l i e u  

de f e u i l l e s  mgennes de bourgecns é t i o l é s  de t a i l l e s  &fférer , tes .  

Les e n i l a n t e t s  son t  d.6pos$s l a  fece v e n t r a l e  au c o ~ t a c t  du r i i l i e u  de 

cydture .  



Parallèlement, il y a davantage de bourgeons qui apparaissent à la partie 

apicale des explantats. Les capacités de prolifération et dlorganogenèse 

sont donc plus importantes sur les tissus jeunes. 

On pouvait se demander s'il existait des variations semblables 

au sein d'un même bourgeon d'endive, en fonction du lieu de prélSveinent 

des explantats. 

2O) Le lieu de prélèvement des explantats 

L'endive possède ces feuilles régulièrement imbriquées, se recou- 

vrant partiellement par verticille de trois. Cette disposition nous a permis 

de les prélever une à une en suivant leur ordre d'insertion. Nous les avons 

réparties en trois catégories : les feuilles externes, moyennes et centrales. 

Des explantats de 16 mm sont prélevés d'une part sur les feuilles Eoyennes 

dans la région basale ( 1 ) , intermédiaire (2) ou apicale (3) et d'autre 

part en position intermédiaire sur les feuilles externes (E), moyennes (M) 

ou centrales ( C) . 
Le nombre des bourgeons néoformés par les fragments prélevés sur 

les feuilles externes (E) est faible, il augmente considérablement   ablea au 3) 

en passant aux feuilles moyennes (M) puis à celles du centre (c). Il en 

est de même quoique de manière moins nette de la base (1) au sommet (3) 

des feuilles moyennes. De plus, la proportion des bourgeons q ~ i  apparaissent 

dans la région apicale des explantats est plus élevée sur les fragments 

issus du sonmet des feuilles et sur ceux qui proviennent des ?lus jemes 

feuilles du centre. 

L'étude de la néoformation des racines né able au 4 )  fournit des 

résultats identiques. Gans ce cas cependant, 6tant donné le petit nombre 

de racines obtenues sur le milieu de base habituel, nous avons ajouté airx 

-6 milieux de l'auxine à la concentration de 10 M. Il faut toutefois noter 

qufaucme racine ntappara?t dans la région apicale des explantats. 



TABLEAU 3 : Inf luence du l i e u  de pr61èveaent des  exp lan ta t s  sur l a  néofomet ion  

de bourgeon S. 

Les prélèvenents son t  e f f e c t u é s  sür des f e u i l l e s  ex te rnes  ( E ) ,  

nioyennes ( H )  ou c e n t r a l e s  ( c )  , a i n s i  que dans l a  région besa le  ( 1) 

noyenne ( 2 )  ou ap ica le  (3)  de l a  f e u i l l e .  Les exp lan ta t s  son t  d6posés 

l a  face venf ra le  au contac t  du mil ieu de cu l tu re .  

$ DE BCURGEOIIS 

A L'APEX 

I 

16 $7 

22,2 

?3,3 

r 

LIEU DE ?REEVE3mNT 

DES EXPLANTATS 

E 

1 

M 2 

28,6 c , 3  2,71 @;: 7897 

------------------- ------------- --------------- 

3,83 64,3 32,8 

TABLFAU 4 : Influence du l i e u  de prélèvemerit des cxp laq ta t s  s u r  l a  néoformation 

NTKfii.iBRE MOYZN DE 

EOURGECSS/EXPLNITAT 

1,21 

i ,46 

2,25 

de rac ines .  

1 

LIEU DE PREWEiLENT 

DES EXPWlTATS 

E 

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

1 

M 2 

3 

C 

Les prélèvexents  sont  e f f e c t u é s  s u r  2es f e u i l l e s  ex-ternes ( E ) ,  moyennes (!.!) 

ou c e n t r a l e s  (C) , a i n s i  que dans l a  r6gicn besale ( 1 1 ,  Izoyenne (2) ou 

% D 'EXPLAPVTATS 

. ap ica le  (3) de l a  f e u i l l e ,  Les f rap .en ts  son t  e n s e m - c é s  1% face ven t ra le  

au  contact  du mimilieil n u t r i t i f  qui  e s t  edd i t i cnns  d 'acide indolyl-acÈtique 

( l o - 6 ~ ~ ~ l ) .  

CA-PASLES O% 
PROLIFEP~R 

44,i 

,----------------------..-----------------..--------------.--------------..-------------- 
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80,4 

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

NOMBRE MOYEN DE 

RACINESIE WWJTAT 

0,70 

1 ,90 

2,75 

3,lO 

1i ,30 

ORGAZjOrnES 

29,2 

41,8 

71,l 

% DE FflAGMENTS CAPABLES 

DE PROLIWRER 

40,9 

----------------------.-----------------------.-------------_--------- 

53,O ....................................................................................................... 
78,3 
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97 $ 0  

100 ,O 

% DE RACINES 

A L'APEX 

O 

O 

O 

O 

O 



Nous avons égaleinent montré (BOURIQUET e t  VASSEUR, 1973) que l a  

néoformation des boutons in f lo rescen t ie l s  obéit  aux mêmes règles.  

Les fragments prélevés d'une pa r t  sur  l e s  f e u i l l e s  du centre  e t  

d 'autre par t  à l ' apex des f e u i l l e s  l e s  plus externes possèdent donc l a  

p lus  grande apt i tude à se  développer en cul ture  "in vi t ro" .  Ces t i s s u s  

semblent moins dif férenciés  e t  possèdent une apt i tude à pro l i f é r e r  plus  

intense.  De plus ,  s i  l ' on  compare l e s  t i s s u s  des feu3l les  centra les  (C ; 

Tableau 3) des bourgeons a r r i vé s  à maturité à ceux i s sus  des f e u i l l e s  

moyennes des plus  p e t i t s  bourgeons é t i o l é s  ( 5  cm ; Tableau 2), on constate 

que l eu r s  capacités organogénétiques sont sensiblement identiques. 

3') La t a i l l e  des explantats 

Afin d'examiner l ' in f luence  de l a  t a i l l e  des explantatç sur l a  

néoformat ion des bourgeons, nous avons prélevé au t r o c a r t  des explantats 

de 4 mm à 20 mm de diamètre. 

L' i n t e n s i t é  de l a  p ro l i f é r a t i on  c e l l u l a i r e  e t  du bourgeonnement 

 ableau au 5 )  augmentent parallèlement à l a  t a i l l e  des explantats  qui joue 

ggslement un r ô l e  dans l a  vigueur des néoformations : l e s  fragments de 

grande t a i l l e  portent  l e s  bourgeons aux f e u i l l e s  l e s  plus développées. 

Cependant, l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec des f r b e n t s  de 4 nm de 

diamètre sont t r è s  variables.  Plus de 140 % d'entr 'eux sont incapables de 

s e  développer e t  s e  nécrosent a lo r s  que l e s  autres  ne présentent que quel- 

ques bourgeons i s sus  d'un c a l  à peine v i s i b l e ,  s i t u é  tou te fo i s  exclusivercent 

à l a  pa r t i e  basale.  Comme D U ; L W m  (1953, 1955) l ' a v a i t  déjà  remarqué, l a  

p ro l i f é r a t i on  des explantats de p e t i t e  t a i l l e  e s t  ca rsc té r i sée  par une 

grande v a r i a b i l i t é .  

Pom* v é r i f i e r  si l'augmentation àu nombre àes bourgeons & t a i t  

en rapport d i r ec t  avec l e  diamètre des explantats ou s i  ltimyortance d~ c a l  



TABLEAU 5 : Inf luence du diamètre des  e x p l a n t a t s  s u r  l a  oéoforaat ion de 

bourgeons. 

DIN.IE!!XE DES 

EXPLANWTÇ 

(en mm) 

20 

18 

16 

-------------- 

14 

12 

IO 

08 

0 6 

04 

Les fragments de f e u i l l e s  son t  ensenencés, l a  f a c e  v e n t r a l e  au  

coc tac t  du mil ieu de c u l t u r e .  

é t a i t  prépondérante, nous avons calculé  l e  nombre moyen de bo-mgeons pour 

1 cm de périmètre. Nous observons a l o r s  que l a  densi té  des bourgeons diainue 

lorsque l e  périmètre augmente. Cela peut provenir du f a i t  que l ' importance du 

ca l  e t  corrélativement l e  nonbre des bourgeons, augmente moins v i t e  que l ' i n -  

portance des pa r t i e s  l a t é r a l e s  pratiquement inact ives .  
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Le nombre des bourgeons néofornés s'accroit donc lorsque le dimètre 

des explantats augmente. De plus, comme la prolifération cellulaire évolue 

dans le même sens, les deux phénonènes senhlent étroitement lies. Dans le 

même temps, le gourcentage des bourgeons qui apparaissent à la partie apicale 

diminue. 

A la suite de ces résultats, nous avons choisi d'utiliser des disques 

de feuilles de 16 mm de diamètre. 

4') Le mode d'ensemencement 

Les explantats geuvent être posés la face ventrale (v)  au contact 

du milieu de culture comme dans les expériences précédentes, mais ils peuvent 

également être à demi enfoncés dans le milieu de culture : soit par leur 

partie basale (ensemencement en sens normal, N) soit par leur partie apicale 

(ensemencement en sens inverse, 1). 

Lorsque les explantats sont placés horizontalement ( v ) ,  on constate 

que 78,5 % des bourgeons apparaissent à la partie basale  ableau au 6). 

Par contre, si l'ensemencement est réalis6 dans le sens normal ( N ) ,  le cal 

se forme alors dans le milieu de culture et seulement 58,7 % des bourgeons 

naissent à ce niveau. Au contraire, si l'ensemencement est r6alisé dans 12 

sens inverse (11, la plupart des bourgeons apparaissent sur le cal qui est 

situé hors du milieu de culture. Le milieu aqueux exerce donc une action 

inhibitrice qui se manifeste non seulement sur la répartition des bourgeons 

mais encore en diminuant leur ncmbre. 

Pour que la polarité puisse s'exprimer librement, il est nécessaire 

de placer les explaatats horizontalement 2 la surface du milieu. Tc zefois, 

dans ce cas, nous avons observé parfois des rés~ultats assez irrég~iXSers, dus 



TABLEAU 6 : Influence du niode d'ensemencement sur les phénomènes d'orgaqogenèse manifestés 
par des fragments de feuilles : 

EDDE 

D 1 ~ 4 S Z ~ I i C I ~ E i ? T  

v 
---- 

I 

I 

V : fragments ensemencis horizontalement : la face ventrale repose sur le mllieu de cülture 

Ii : fragments dont la partie basele plonge dans le Mlieu de culture (sens normal par 

rapport à l'orientation sur la feuille enti2re) 

NOMBRE NGYESF DZ 

BOURGEONù/EXPmJTAT 

2 ,05 

---------..--------------- - 

1,73 

--------------.----------------.--------- 

2 $25 

1 : fragnent dont la partie apicale plonge daris le milieu de clllture (sens inverse par 

rapport à l'crientation sur la feuille entière) 

sans doute à la forme des explantats qui ne leur permet pas de reposer par 

toute leur surface sur le milieu de culture ; ce qui, avec l'épiderme, peut 

ralentir l'absorption de l'eau et des substances dissoutes. Les fragments 

ensemencés la face ventrale au contact du milieu nécessitent l'utilisation 

de concentrations dix fois plus élevées en substances de croissance que tel- 

les exigées par les explantats ensemencés en sens normal. De plus, nous 

pensons qu'il est préférable que les facteurs de croissance agissent directe- 

ment à l'endroit où les organes sont néofornés c'est-à-dire au niveau du cal. 

Pour étudier l'action de substances stimulantes ou inhibitrices sur la for- 

mation des bourgeons, nous avons donc préféré ensemencer les explantats en 

sens normal. La mise en culture des fragments en sens inverse est certes la 

plus favorable à la prolifération et à l'organogenèse nais elle implique un 

transport des substances de la partir apicale qui plonge dans le milieu Ge 

culture vers la partie basale où prendront naissance les organes. Or, nous 

Ci3 EOIRGEOEIS 

CAPABLES DE GRGEiOGüîiZS A L'APEX X LA E4Zb 

P R O L T ~ F , P R  

76,9 

78,7 

82,l 

66,4 21,5 78,5 

---..-------------.-------------..-------------.--- ------------. 

70,9 41,3 58,7 

----..-------- ----. 

76 $4 3,6 96,4 



avons vu (vASSEUR et BOURIQUET, 1969) que des substances comme 1' hydrazide 

maléique sont difficilement transportées au sein des tissus. 

Pour toutes ces raisons, nous wons choisi alensemencer les 

disques de feuilles soit horizontalement, pour étudier les phénomènes de 

polarité, soit dans le sens normal, pour analyser l'action de différentes 

substances de croissance. 

B) M I L I E U  D E  C U L T U R E  

Le milieu nutritif de base utilisé dans les expériences prgcé- 

dentes comprend du glucose (3 $)  , de la gélose ( 9  %O ) et les éléments mine- 

raux de la solution de KNOP diluée au demi. Nous étudierons ici l'influence 

exercée par chacun 6e ces constituants. 

1 ° )  Le glucose 

Les fragments de feuilles sont capables de produire d?s Oour- 

geons en l'absence de glucose ; toutefois, leur nombre est restreint et lem 

taille réduite. Dans de telles conditions, les explantats prolifèrent m l  

et les cals demeurent à l'état de petites pustules. Lorsque le t a u  de 

glucose augmente  ableau au 7 )  la prolif6ration cellulaire et l'organcgenèse 

augmentent parallèlement jusqu'à la concentration de 3 % qui s'avère 

optimale. Au-delà, le nombre de bourgeons diminue rapidement et la proli- 

fération se ralentit ; l'inhibition est iinportante à partir de 6 $ et totale 

après 8 5. Le pourcentage des bourgeons apicaux évolue de la même manière. 



Les f rap-en ts  son t  enselriencés l a  fzce ven t re le  au contac t  d ' - a  

mi l ieu  de c u l t u r e  c o q o s é  des éléments minéraux de l a  so lu t lon  

de KNOP d i l u é e  au dexi  e t  àe &éiose ( 9 % ) .  



2 O )  La gélose 

Les explantats sont placés l a  face ventrale au contact so i t  d'un 

milieu de concentration variable en gélose, so i t  de papier f i l t r e  sans cen- 

dres trempant dans l a  solution nut r i t ive  selon l a  d t h o d e  de Heller (1949). 

A par t  l a  gélose, l a  composition du milieu e s t  l a  même dans tous l e s  cas. 

La néoformation des bourgeons e s t  optimale pour une concentration 

en gélose de 9 Po  ableau au 8).  Il y a ensuite, de part  e t  d 'autre de ce t te  

TABTEA'J 8 : Inf luence de l a  concent.raticn en gélose s u r  l a  néofornat lon des  

bourgeoris . 
Les frcglrents de f e i l i l l e s  s e n t  ensertencés, l a  f a c e  v e z t r e l e  

au cotitect d'un mi l ieu  de cu l tu re  composé &es é l é n e n t s  riinéraux 

de l a  s o l u t i c n  de KIgc7P d i luée  au demi e t  de glucose ( 3  %). 
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concentration, une diminution lente mais rédière du nombre des bourgeons 

formés, ainsi que du pourcentage d'explantats capables de proliférer. 

Nous constatons également que lorsque le nombre des bourgeons 

augmente, le pourcentage de ceux qui apparaissent à l'apex s'accroit et 

inversement. 

Le milieu liquide réduit le nombre des bourgeons néoformés ainsi 

que le nombre des explaatats capables de proliférer ou de produire des organes. 

De plus, sur ce milieu, les bourgeons n'apparaissent que le 17e jour c'est-&- 

dire avec 5 jours de retard environ et les cals prjseotent un aspect trans- 

lucide dû à l'hyperhydricité des cellules. 

La nature du milieu peut donc jouer un rôle important dans la 

mesure où elle conditionne l'hydratation des tissus et corrélativenient 

les phénomènes d'organogenèse. 

3 O )  La solution nutritive 

Grâce à leurs réserves, les tissus de feuilles sont capables de 

proliférer sur un milieu sans éléments minéraux niais dans ce cas  ableau au 91 ,  

le nombre des bourgeons néofornés ainsi que le pourcentage d'explantats Capa- 

bles de produire des organes restent faibles. Nous avons donc ajouté 3 nos 

milieux de culture des éléments minéraux. 

Sans entreprendre l'analyse systématique des effets exercés par 

les sels minéraux sur la néoformation Ces bourgeons, nous avons voulu compa- 

rer l'action de quelques solutions nutritives fréquemment utilisées p e u  la 

culture des tissus végétaux ; d'une part, la solution préconisée par 

GAUTHERET (1942a et c) qui a été utilisée dans les essais précédents et 

qui est constituée d-es macro-éléments de la solution de mOP diluge de 

noitié et des micro-éléments de la solution de BERTEELOT ; d'autre part, la 



TABLEAU 9 : Action comparée de d i f f é r e n t e s  so lu t ions  n u t r i t i v e s  sur l a  néoformation 

des bourgeons. 

MILIEU DE 

CULTURE 

C--------. 

Eau 

G. 

H. 

1 

2 

----- 
M.S. 3 

Les explan ta t s  son t  e n n e ~ e n c é s  l a  face v c s t r a l e  au contact  d'un m i l i e u  

de c u l t u r e  contenant du glucose (30 g / l )  e t  de l a  gélose ( 9  g / l ) .  Ce 

mi l ieu  témoin (eau) e s t  enr ich i  s c i t  de l a  so lu t ion  minérale préconisée 

par GAUTHEPEi' (G.), s o i t  de c e i i e  de HELLER (H.), s o i t  e n f i n ,  de c e l l e  de 

WJMSAIGE e t  SI:OOG (M.S.).  De p l u s ,  au n i l i e u  s inplenent  minéral de 

MURASHIGE e t  SKOOG ( 1 ) , on ajoute  d'abord des él6ércents orgsriiqües ( 2 )  

(Le l ' h y d r o l y s a t  de caséine,  :III acide a i n é  : glycocol le  e t  des v i tazznes  : 

meur ine ,  pyriùoxine,  acide nicot inique e t  m6so-iiiositol) pu is  des subî+ar.- 
-6 ces horrronales : auxine à 10 M (3 )  cu kiné t ine  à  IO-^ M (4)  ; employé e s  

çéparènerit ( 3 )  ( 4 )  ou associées  (5 )  

K O E 3 E  MOYEPI 
32 BOUilGEOilS 

PAR EXPWITAT 

0,47 

2,40 

2,70 

3,95 

4,15 

--A-- 

4 

5 

% D 
Ck4-EmS DE 
PROLIr'ERER 

50a9  

78,s 

79,2 

85,6 

85,6 

.--------------.-------------- 

'EXT'LPirITA'i'S 

ORGATIOGEHES 

25 ,O 

7 i a 6  

72,4 

78,4 

78,4 

5 DE BOURGZONS 

A LP. BASE 

82,4 

77,4 

78,6 

76,2 

76,6 

7 8 8  

100,o 

100,o 

7 5 ~ 9  

65,5 

30,6 

SUF LES PARTIES 
LAT'I:3ALES 

O 

O 

O 

O 

O 

--------------- 

3y75 1 82,9 

------------- 

11 ,95 IOO,O 

I 
A L'kPIX i 

1 
l Y 6  

22,6 1 
j 

21.i 

23,8 

I 
2 f 

------- ------ t 

-----.------------- 

l 9 , i o  

c 

4 ,2 

39 $6 100,o 

24,7 1 , 

30,3 1 
I 

29a8 i 
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solut ion u t i l i s é e  par HELLER (1953) t a n t  pour l e s  rnacro- que pour l e s  micro- 

élément s ; enf in ,  l e  milieu mis au point par  &RTRASHIGE e t  SKOOG ( 1/62 ) pour 

l e s  t i s s u s  de tabac.  Ce dernier  mil ieu e s t  tou te fo i s  complexe e t  son e f f e t  

d i f f ic i lement  comparable à ce lu i  des deux au t r e s  solut ions  purement minérales 

ca r  il cont ient  en outre  tou t  un ensemble de substances organiques. Nous 

avons donc r é a l i s é  plus ieurs  e s sa i s   a able au 9 ) , s o i t  uniquement en présence 

des éléments minéraux : rnacro- e t  micro-éléments ( 1 1 ,  s o i t  en présence des 
1 

éléments organiques à l 'exception des phytohormones ( 2 ) ,  s o i t  en f in  additionné 

d'auxine (3) ou de kinét ine  ( 4 ) .  Dans l e u r  solut ion type, MURASHIGE e t  

SKOOG u t i l i s e n t  ces deux derniers  fac teurs  à des concentrations var iab les  

suivant l a  nature  des t i s s u s  u t i l i s é s .  Cependant, compte tenu d ' essa i s  

an té r ieurs ,  nous avons employé l ' a c i d e  indolyl-acétique à l a  concentration 

-6 de 10 M e t  l a  k inét ine  à IO-~M. De plus,  a f i n  de pouvoir juger de l e u r  

e f f i c a c i t é ,  ces  deux substances sont ajoutées aux milieux de cu l t u r e  seules 

ou associées ( 5 ) .  

Le mil ieu minéral de MüRASHIGE e t  SKOOG (M.s. 1 ) augmente davantage 

l a  néoformation des bourgeons que l e  milieu de HELLER (H.) ou de 

GAUTHERET (G.) qui présentent à peu près l a  même e f f i c a c i t é   ableau au 9 ) .  

S i  au milieu minéral de MURASHIGE e t  SKOOG (1 )  on a joute  des éléments orga- 

niques (2 )  e t  même de l ' a c ide  indolyl-acétique (31, l a  formation des  ca l s  

e t  des bourgeons n'en e s t  guère améliorée. Par contre, l e  milieu de 

MüRASHIGE e t  SKOOG ccmplet ( 5 )  e s t  nettement favorable à l a  p ro l i f é r a t i on  

c e l l u l a i r e  e t  stimule de manière t r è s  in tense  l ' appar i t ion  des bourgeons 

dont l e  nombre e s t  presque décuplé. La k iné t ine  ( 4 )  s e r a i t  en grande p a r t i e  

responsable de c e t t e  action.  

Sur l e  mil ieu préconisé par GAUTHERET, l e s  bourgeons apparaissent 

en majori té dans l a  région basale des explantats .  L'analyse s t a t i s t i q u e  

des pourcentages de bourgeons apparus dans l a  région ap ica le  des fragments 



ensemencés horizontalement sur l e  miliei; de cu l tu re  a é t é  effectuée sur  

40 l o t s  de 24 explanta ts .  Les l im i t e s  de l ' i n t e r v a l l e  de confiance obtenues 

selon l a  méthode de ST'üDmT-FISCHE? d i t e  " t e s t  T" (HELLER, 1968) pour une 

+ 
probabi l i té  de 99 E sont de 2 1 , 5 0  % - 3,80. Ce pourcentage de bourgeons 

apicaux n ' e s t  guère modifié par l e  mil ieu de HELLER n i  même par  ce lu i  de 

MlTRASHIGE e t  SKOOG s o i t  minéral ( 1 )  s o i t  minéral e t  organique (2 )  en présence 

d'auxine ( 3 ) .  Toutefois, su r  Je milieu de MIJRASHIGE e t  SKOOG complet ( 5 ) ,  l a  
I 

pro l i f é r a t i on  c e l l u l a i r e  in té resse  t ou t  l e  pourtour des explante ts  y compris 

l a  face ventra le  au contact du milieu de cul ture .  Cette p ro l i f é r a t i on  cel-  

l u l a i r e  intense dissimule a l o r s  totalement l ' exp lan ta t  d 'or igine .  Les bour- 

geons, p e t i t s  e t  t r è s  nombreux, se forment partout  ; aussi  bien dans l a  

région basale que dans l a  région apicale  e t  même sur l e s  p a r t i e s  l a t é r a l e s .  

N A T U R E  D E S  T I S S U S  

Dans l e s  expériences précédentes, nous avons employ6 des explanta ts  

i s su s  de l a  nervure m6Ùiane des f e u i l l e s  é t i o l ée s .  Nous avons ensui te  voulu 

comparer l eu r s  capacités organogènes à c e l l e s  de fragments provenant s o i t  du 

limbe de ces mêmes f e u i l l e s  é t i o l ée s ,  s o i t  des f e u i l l e s  chlorophylliennes 

d ' endive. 

Lorsque l e s  explantats  sont prélevés au niveau de l a  nervure médiane 

des f e u i l l e s  é t i o l é e s ,  l e  c a l  se  forme dans l a  région basale e t  devient v i s i b l e  

à p a r t i r  du 6e jour de cul ture .  La plupart  des bourgeons aoparaissent  à ce 

niveau en t re  l e  10e e t  l e  12e jour de cu l tu re  e t  quelques jolurs plus t a r d ,  

on peut noter exceptionnellement l e  présence de racines.  Contrairement aux 

bourgeons dont 20 $ environ sont s i t ué s  2 l e  p a r t i e  a p i c d e  des e x p l m t a t s ,  

l e s  racines apparaissent uniquement sur l e  c a l ,  2 l a  p a r t i e  basele des 

explantat  s , l eu r  nCof ormat ion or6sente donc u.ne po l a r i t é  t r è s  s t r i c t e .  



Si les fragments sont prélevés sur le limbe des feuilles étiolées 

 a able au IO), on observe d'abord l'apparition d'un cal au niveau de la nervure 

TABLEAU 10 : Influence de l a  nature &es t i s s u s  sur l e s  phénomènes d'orgznogenèse . 

NATURE DES TISSUS 

nervure médiane 

Feuil les é t io l ées  .......................... 
limbe 

Feuilles chlorophylliennes 

les explantats  sont prélevgs s o i t  sur des f e u i l l e s  é t io lées ,  aii 

niveau de l a  nervure médiane ou du limbe, s o i t  sur des f e u i l l e s  

chlorophylliennes formées à p a r t i r  de frugments de racines d'endive 

cul t ivés  "in vitro".  

la plus importante puis de petites masses cellulaires apparaissent au niveau 

des autres nervures. Ces amas de cellules se forment toujours l'extrémité 

NO.WRE 143ïEW 

DE BOURGEONS 

1 ,84 

0,26 
-___-__-_______-----------------------..------------------------------------------ 

0308 

des nervures orientées vers la base de la feuille et sont dTautant plus volu- 

NOMBRE WYIZ 

DE RACIEES 

0,24 

.......................................................... 
1,40 

1,95 

mineux que la nervure sur laquelle ils se forment est plus importante ; 

ils se soudent d'ailleurs rarement en un cal unique et produisent des racines 

entre le 12e et le 15e jour de culture. Des bourgeons, peu nombreux, apparais- 

sent beaucoup plus tardivement (25e jour environ) sur les cals les plus 

importants. 

A partir d'explantats prélevés sur des feuilles chlorophylliennes 

issues de bourgeons néoformis par des fragments de racine d'endive cultivés 

"in vitro", la prolifération est faible et il n'y a pratiquement que production 

de racines. Lorsque les fragments proviennent de feuilles chlorophylliennes 

prélevées en plein champ sur des plantes entières, les résultats obtenus 

sont identiques. De plus, dans un cas comme dans l'autre, la prolifération 

et la production des racines sont en relation avec l'inporta,nce des nervures. 



D) D I S C U S S I O N  E T  C O N C L U S I O N S  

Le milieu minéral de MüRASHIGE et SKOOG favorise davantage les 

phénomènes de prolifération et d'organogenèse que les milieux de HELLER 

ou de GAUTHERET. De plus, le milieu de MIJRASHIGE et SKOOG complet provoque 

une croissance exubérante et supprime la polarité des fragnents de feuilles. 

Parmi ces milieux, nous avons toutefois choisi d'utiliser celui préconisé 

par GAUTHERET car tout en permettent un développement correct des tissus 

de feuilles, il présente l'avantage d'être le plus simple. De plus, les 

oligo-éléments de la solution de BERTFIELOT que nous avons utilisés simultané- 

ment aux macro-éléments de la solution de KNOP ne semblent pas indispensables 

au développement des tissus dont les capacités de prolifération et d'organogenèse 

restent inchangées en leur absence. Ceci nlest'pas surprenant car les fragments 

d'organes renferment en &énéral des réserves et de plus, les milieux de 

culture utilisés contiennent de la gélose qui apporte avec ses impuretés 

de nombreux oligo-éléments. C'est pourquoi nous avons, par la suite, limité 

les sels minéraux de nos milieux de culture aux seuls macro-éléments de la 

solution de KNOP diluée de moitié. 

Le milieu de base tel que nous venons de le définir comprendra donc 

du glucose (3 $), de la gélose ( 9  $0 ) et les macro-éléments de la solution 

de KNOP diluée au demi. Les explantats de 16 mm de diamètre seront prélevés 

dans la partie médiane des feuilles moyennes des bourgeons étiolés d'endive. 

Par ailleurs, le gradient orgrnogène que nous avons observé peut être 

mis en relation avec l'état initial des fragments de feuilles d'endive, avant 

l'ensemencement (VASSEUR et LEGRAîD, 1972). En effet, le poids de matière 

sèche ainsi que la teneur en azote sont pius élevés 2 mesure que les fragments 

sont plus proches de l'apex des feuilles et ries feuilles centrales  ablesu su 1 1 ) .  

Simultanément, on observe toutefois que par rapport 2 l'azote total, il y a 

une augmentation de la proportion d'azote protéique et une diminution de 



l ' a z o t e  soluble.  Seul l e  poids de matière f r a î che  ne r e f l è t e  pas l a  capaci té  

des t i s s u s  à former des organes. 

TABLEAU 1 ,  : Poids de mat iè re  f ra îche  (P.F.), de r?atiÈre sèche (P.S.) e t  t eneurs  

en ezote  t o t a l  (N.T . ) ,  protÉi-e (N.P. ) e t  soluble  (N.s. ) de f r a p . e n t s  

de f e u i l l e s  d'endive selon l e u r  l i e u  de prélèvement. 

E 

1 

M 2 

3 

c 

Le poids d e  substance sèche e t  l a  t eneur  e n  corrpos&s azo tés  aup.encent 

paral lè lement  de l a  base ( 1 )  f l ' apex  (3)  Ces f e u i l l e s  moyepxes (H) 

e t  &CS f e u i l l e s  ex te rnes  ( E )  sux f e u j l l e s  c e n t r a l e s  (C) du bourgeon 

d'endive. Toutefois ,  p e r  rappor t  à l ' a z o t e  t o t a l , l t a z c t e  p r o t é i v e  

augmente e t  1 'azote so lub le  diminue. 

Les teneurs en ADN e t  en ARN suivent c e l l e s  des protéines 

 a able au 12) ; l a  quant i té  dlARN en pa r t i cu l i e r  va r ie  du sirfiple à plus  du 

double quand on passe des f e u i l l e s  externes à c e l l e s  du cen t re ,  Les 

rapports  ~RN/protéineç e t  surtout  ARN/ADB, plus élevés au niveau des 

f e u i l l e s  centra les  e t  à l a  p a r t i e  apicale  des f e u i l l e s  sont dus en grande 

p a r t i e  à l a  r ichesse  de ces  t i s s u s  en ARN. Les p o t e n t i a l i t j s  organogènes 

des t i s s u s  de f e u i l l e s  sont donc en r e l a t i on  avec l eu r  teneur i n i t i a l e  

en acides nucléiques e t  en protéines.  

N .P. 
p g / e n ~ l .  

1 2 0 ~ 4  

166,1 

N.T. 
pg/expl. 

712,2 

9 1 9 , ~  
....................................................................................................... 

P.F. 
%/expl. 

591,3 

5 6 8 , ~  

689,o 

646,5 

640,s 

44,9 , ::a , 965,4 1 7 8 2  , 78; , :::: 1 81 y5 1 
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4&,2 1022~8 191,8 831 ,O 81 $2 

--------_ ------__ _-____-_ __--_-_ / 

49,1 7,6 1154,1 255,7 898,5 22, l  77,8 

P.S. 
w / e x p l .  

32,3 

3 5 , ~  

% 
:i.T. 

P.Ç. $ 
P.F. 

5,4 
--------------------------------.---------------------------------------------- 

6 , 3  

N.S. 
pg/expl. 

$ 
i1.T. 

591,8 

753,7 

1 

i6 ,9 e3,o 1 , 
-------- 

18,0 e l  ,9 



TABUAU 12 : Teneurs en acide ribonucléique (AT$), en acide àéoxyïibonucléique (XIX) e t  en p r o t é i c e s  

de f r e ~ e n t s  de f e u i l l e s  selon leu- l i e u  Be pr6lèvenent. Les r é s u l t a t s  son t  e q r L ~ 6 s  er? 

microgaimes de phosphore (pg?) ou de pro té ines  p c  e - q l u i t a t .  

La teneur  en ARN augmente progressivement des f e u i l l e s  externes (E)  à c e l l e s  à~u c e n t r e f l )  

ARN 

UgP/explantat 
1 

du. bourgeon d'endive. L'ADX p l u s  s t a b l e  provoque une a ~ ~ e c t e ' i i o n  du r c m ~ o ï t  S. 

M 2 7,65 0951 1113~65 
. . a . . ,  

3 7 

I 
c 13,96 O ,60 159788 22,92 8 $73 

ADN 

tigP/ex-plentat 

0,43 

---------------------------------.-------------.------------------.-----------------.--------------- 

0 3 1  

E 

1 

Pour les tissus d'endive, la production des organes a toujours lieu 

à partir d'un cal dont la fornation est liée à la présence de nervures. 

L'évolution des néoformations est ensuite différente. Il est en effet 

possible, en fonction de la nature des tissus, d'obtenir essentiellement 

soit des bourgeons (nervures médianes des feuilles étiolées) soit des 

racines (limbe des feuilles étiolées et feuilles chlorophylliennes). Cette 

5 ,08 

7,37 

capacité rhizogène des feuilles vertes d'endive a d'ailleurs déjà été 

signalée par BESEER et Coll. ( 1969) et par PROFUbIO et DAbERI  ( 1969). 

Les orGanes formés varient donc d'un tissu 2 l'autre nais la polarité 

de leur développement ainsi que l 'ordre dans lequel ils apparaissent 

peuvent 6gale~ent être différents. 

Protéines 

Flg l exp lan ta t  

752 $78 

1038,44 ...................................................................................................................... 

.4RN - 
ADN 

11 ,?? 

14,45 

P r o t é i c e s  (q-) 

6,75 

? ,O9 



Une des premières études sur les possibilités de bouturage de frag- 

ments de feuilles isolées a été publiée en 1931 par HAGWW?. Parmi un grmd 

nombre d'espèces répertoriées, 66 % environ d'entr'elles forment soit unique- 

ment des racines, soit des racines et des bourgeons, 32 % ne présentent aucun 

signe d'organogenèse et 2 % seulement ne forment que des bourgeons. Toutefois, 

malgré les nombreuses recherches suscitées par le bouturage des feuilles, 

l'analyse de la polarité n'a pas fait l'objet d'études particulières. Seul 

CHOUARD (1930 ; 1931) sur des feuilles d'Endymion nutans et d'Alloplectus 

linkii, puis PREVOT (1939a) sur Begonia rex mettent bien en évidence le phé- 

nomène. Plus récemment, BIGOT (1965) publie un travail important dans lequel 

il compare les facultés de bouturage de quelques especes appartenant essentiel- 

lement $ quatre familles : Begoniacées, Gesneriacées, Piperacées et Lilia- 

cées. Les résultats obtenus par ces auteurs ainsi que nos prosres observa- 

tions suggèrent un certain nombre de remarques. 

Les fragments de limbe des feuilles étiolées réagissent pratique- 

ment de la même manière que les feuilles vertes d'endive. Or, ce lim3e qui 

présente un aspect jaunâtre avant la mise en culture, devient rapidement 

chlorophyllien à la lumière ; il possède donc l'équipement nécessaire à la 

photosynthèse. Dans les deux cas, il y a production de racines puis de 

bourgeons au niveau du cal néoformg à la partie basale des explantats. La 

polarité du développement ainsi que l'ordre dans lequel apparaissent les 

orgmes correspondent aux cas les plus couramment rencontrés. De plus, s'il 

b 

y a peu d'exemples ou les bourgeons soient seuls présents, le nombre des 

espèces ne produisant que des racines est élevé. Cela a souvent conduit à 

admettre que les racines sont nécessaires à la formation des bourgeons. 

Par opposition, il nous a paru alors intéressant de noter en quoi consiste 

110riginalit6 du développement des explatitats utilisés, issus de la partie 

médiane charxîue des feuilles étiolées d'endive. 



S u .  l e  milieu de base t e l  que cous l 'avons défini. ,  l e s  racines 

apparaissent toujours sur  l e  c a l  mais, par contre,  20 pour 1GO enviroll des 

bourgeons sont formés 2 l a  p a r t i e  apicale,  La 2olari"L 6u d6veloppei~ent 

des bourgeons e s t  donc moins aarquge que c e l l e  s e s  racines .  Les bourgeons 

naissent  en premier, su iv i s  un peu plus t a r d  de quelques racines.  La forma- 

t i o n  des bourgeons semble donc indépendante du systzme iac ina i re .  Il a r r i ve  

même par fo i s  que ce r ta ines  racines  appareissent à la. base des Oousgeons 

néoformés. Une t e l l e  succession dans l a  fornat ion des organes a et6 observee 

dans un ce r t a in  nombre de cas. CHOUA.RD en 1438 ava i t  déjà s ignalé  que 

quelques monocotylédones Tormen"ces bourgeons sans appar i t ion préalahle 

de racines.  Il en e s t  de même cle l 'épiderme i s o l é  de f e u i l l e s  de bégonia 

(PREVOT, 1939b) a i n s i  que des é c a i l l e s  de l i s  (VALIER, 1940 ; GODIlElJ et 

WATSON, 1962). 

Le développeinei1-t des t i ss i rs  d'endive s~mble se  rapprocher de celui des 

fragments d ' é c a i l l e s  de I f  S. Ila comparaison ne s ' a r r ê t e  pas à une di f f6rcncia-  

t i o n  orgrnogénétique identique mais nous pouvons pellser.que l a  s imil i tude 

de l eu r  comportement e s t  due à l 'ebsence de chl.orophylle. Un argun*ent supplé- 

inentaire e s t  fourni  par BICOT (1971) qui observe que l ' a p t i t u a e  2 bourgeonner 

des é c a i l l e s  de l i s  se  perd au noment de l a  2iffféreririatizn Ues f eü i l l eu  

aériennes 



CHAPITRE 2 

ACTION DE FACTEURS C H I M I Q U E S  

SUR LE B O U R G E O N N E J W E N T  

La néoformation des bourgeons et des racines est influencée par 

des facteurs chimiques et physiques. Ces derniers ayant fait l'objet d'une 

étude particulière (BOURIEUET, 1966a ; LEGIIAND, 1972 ; 1971r), nous nous 

sommes intéressé aux facteurs chimiques. Les explantat s sont ensemencés dacs 

le sens normal ; cependant, dans certains cas et afin de permettre à la 

polarité de se manifester librenent, nous les avons déposés la face ventrale 

au contact du milieu nutritif. 

A C T I O N  D E  Q U E L Q U E S  R E G U L A T E U R S  D E  

C R O I S S A N C E  

Pour tenter de préciser les condit ions susceptibles de modifier 

le bourgeonnement des tissus de fe~illes d'endive, nous avons examiné 

l'action exercée par des substances appartenant respectivement au groupe des 

auxines, des gibbérellines et des cy-tokinines. Ces régulateurs de croisssnce 

ont donné lieu à un grand nombre de travaux parmi lesquels nous avons 



retenu plus particulièrement ceux qui analysent les phénomènes de proliféra- 

tion cellulaire et d'organogenèse. 

1°) Les auxines 

Les nombreuses 6tudes réalisées sur les auxines naturelles ou 

synthétiqües ont fait l'objet de mises au point très détaillées (GAUTHERET, 

1947 ; 1959 ; BOURIQUET, 1960 ; PILET, 1961a ; GUILLOT, 1967 ; LEROUX, 1973). 

On admet généralement que les auxines possèdent la propriété d'induire 

la formation des racines et d'inhiber celle des bourgeons ; nous avons tenu 

à vérifier cette action sur les tissus de feuilles d'endive. 

Nombre moyen d'organes 

par explantat:  

bourgeons + 
racines ***O.** 

1 O 

9 

8 

7 

6 
C 

5 
* 
c 

4 

3 

2 

PignmP 7 : Action de l'acide in8alyi-ae6tiquu a m  Xe ambre de bou.rgcalrs 

et Be racines produits pw des rYapents de Eeuillce d'endive. 



L'acide indolyl-acétique, aux faibles concentrations, n'a que 

très peu d'effet m i s  il inhibe la néoformation et le déveiopyement des boa-- 

-6 geons a u  doses égales ou su-p6rieures à 10 M (~igurc 7 ) .  La formztion des 

racines est au contraire stimulée de manière importante ; le dose optimale est 

- 4 voisine de 10 M. A cette concentration, les raclnes qui apparaissent; dails le 

milieu de culture sont épaisses et leur croissance est ralentie. Une dose 

plus éïevbe provoque l'apparition de cals translucides, aux cellules hyper- 

hydriques. 

6) aotioiî  ___- -___________-__- - - - - . - - - - - -  de t'acide 2, # - d i c U o m p ! i é n o x y ~ g ~ X ~ u e  _ _ _ _ _  --. -- 

Nombre mayer, d 'arganes 

t par explantat : 

bourgeoris .-+-- 
racines .**O..* 

Pigrne 8 : Action tz l'acide 2.4-dich3omph6noxyaeétique SLF le noaitre de 

bourgeons et de racines produits par des Pnlgnents de i d l i e s  d'endive. 

L'acide 2 , h - d i c h ï o r o p h 6 n o x y d t i q u e  dininue le nv~bre 6 z s  bour- 

-6 
geons fcrnis 2 partir de 10-~14 et à 10 M, l'inhibition e s t  totale (rigure 8). 



-6 
Il stimule par contre la rhizogenèse jusque 10 M, concentration au-delà 

de laquelle il y a inhibition et formation de cals hyperhydriques. A la dose 

-6 de 6.10 M, les cals néoformés sont voliunineux et renferment un très grand 

nombre d'ébauches racinaires qui ne se développent pas. 

2O) Les gibbérellines 

En 1926, KUROSAI$lA montre que le déréglernent de la croissance de 
I 

certaines plantules de riz est dû à la présence d'un champignon parasite : le 

Gibberella fujikuroï et que ce sont les gibbérellines secrét6es par le 

champignon qui sont responsables de son action. Depuis, ces substances 

ont donné lieu à de très nombreux travaux qui soulignent la diversité de 

leurs propriétés physiologiques (BRIN?, 1960 ; MONTUELLE, 1962 ; PALEG, 1965 ; 

BERNIER et Coll., 1967 ; , LANG, 1970 ; JONES, 1973). 

Les effets des gibbérellines sur la néoformation des bourgeons 

sont variés ; il peut y avoir : 

. Cardamine pratensis (PAULET et NITSCH, 1959) 

. Chondrilla juncea (KEFFORD et CASO, 1972) 

- Pas dte6, (e t  ou tZg&e h k i b i . t b n  : 

. Cichorium intybus (REINERT et BESEMER, 1967 ; 
tissus de racines) 

. Datura innoxia (ENGVILD, 1973) 

. Begonia rex (SCHRAUDOLF et REIMERT, 1959) 

(BIGOT et NITSCH, 1968) 

(PREVOT et CWLYAJI, 1968) 

. Cichorium intybus (EESE-.LR et Coll., 1969 ; 
tissus de feuilles vertes) 



. Nicotiana tabacum (~,ASHIGE, 1964) 
(THORPE et MEIER, 1/73) 

. Plumbago indica (NITSCH et NITSCH, 1967). 

On note la même diversité des réponses en ce qui concerne la néofor- 

mation des racines ; ainsi, l'acide gibbérellique peut être inactif (SPANJERSBERG 

et GAUTHERET, 1964 ; BESEIE3R et Coll., 1969); inhibiteur (UT'O, 1953, 19-50 ; 

PREVOT et CHLYAH, 1968 ; GAUTHERET, 1969 ; HEIDE, 1969) ou stimulant 

(LEROUX, 1968 ; ANAND et Coli., 1972). 

Ces différents résultats nous ont incité à étudier l'action de cette 

substance sur notre matériel. 

a)  a d i o n  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  de 1' acide gi.6bérreLtXyue _______-_  _ _  

Nombre moyen dJorganes par explantat: 
4 

bourgeons ---$-- 

ligure 9 : Action de l'acide gibbé~ellique sur 1s n6oformation bourgeons 

et  des racines par les fragnenta de feuilles dlendiw. 



Le nombre des bourgeons obte,nus aux concentrations d 'ac ide  gibbérel-  

-6 -5 
l ique  égales  à 10 M e t  10 M n ' e s t  que légèrement supérieur à c e l u i  du l o t  

témoin ( ~ i ~ u r e  9 ) .  Par contre ,  pour l e s  doses plus f o r t e s ,  on consta te  

une n e t t e  inh ib i t ion  du bourgeonnement. 

Sur l a  production des racines ,  l ' a c i d e  gibb6rell ique a g i t  de l a  

même manière. Il y a d'abord une f a i b l e  augmentation de l a  rhizogenèse 

- 5 jusqu'à 10 M e t  au-delà de c e t t e  concentration, l e  nombre des racines  

néoformées diminue. 

6 )  7 v t t e ~ ~ ~ c ; t i o n  acide g i b  bétrelJLLque-auxhrc? ------------------ --------- --------- 

Le mode d 'act ion de l ' a c i d e  gibbérell ique e s t  encore mal connu 

mais on saa i t  que dans ce r ta ins  cas ,  il augment.e l a  teneur en zuxine endogène 

des p lan tes  t r a i t é e s  (NITSCH e t  NITSCH, 1959a ; GQUKOVA e t  FAOUSTOV, 1962 ; 

BOUILLENNE-WALRAND , 1962 ; KURAISHI e t  IKJIR, 1964 ) . Cela pour ra i t  d ' a i l l e u r s  

correspondre à une st imulation de l a  s p t h è s e  d'auxine (KAYASHI e t  blüRAKhJt?I, 

1953 ; VARGAt 1971) ou à un e f f e t  protecteur  de l 'auxine,  l ' a c i d e  gibbérel- 

l ique inhibant  l ' a c t i v i t é  amine-oxydasique (PILET, 1957 ; PILET e t  COLLET, 

1959 ; 1960 ; WATANA3E e t  STUTZ, 1960 ; BWENKO e t  Coll., 1962 ; GASPAR, 

1965). C'est  pourquoi nous avons voulu v é r i f i e r  l ' a c t i o n  exercée par  l ' a c i d e  

indolyl-acétique associé à l ' a c i d e  gibbérell ique.  

Le nom3re des bourgeons obtenus en présence d'auxine, quel le  que 

s o i t  l a  concentration employée, e s t  légèrement supérieur lorsque l ' a c ide  

-6 gibbérel l ique e s t  associé à l a  dose de 10 M (Tableau 13). Par contre ,  l e s  

-5 - 3 doses plus  $levées d 'acide gibbérel l ique (10 M à 10 14.1) renforcent l ' e f f e t  

inh ib i teur  de l ' a m i n e .  

Sur l a  néoformation des racines ,  l a  présence simultange des deux 

hormones  a able au 14) permet de mettre en évidence des ac t ions  synergiques. 

Cela s e  t r a d u i t  par une exa l ta t ion  de l a  rhizogenèse aux doses i n f r a -o~ t ima le s  

ou optimales e t  pan. une t o x i c i t é  accrue aux doses sup6rieures. 



Acide indolyl-ecét ique 

( W l )  

Acide 
g ibbére l l ique  

Acide 
g ibbére l l ique  

TABLEAU 13:. Action c o n j u g ~ é e  de l ' a c i d e  g ibbére l l ique  e t  de l ' a c i d e  

indolyl-acét ique s u r  l e  nombre moyen de bourgeoas produi tc  

par des f raguents  de f e u i l l e s  d'endive. 

Acide inc?olyl-acétique 

(bu11 

TABLEAU l h :  Action conjuguée de l ' a c i d e  g ibbére l l ique  e t  de l ' a c i d e  

indolyl-ecét ique sur l e  nombre moyen de rac ines  produites  

par des f ragnents  de f e u i l l e s  d'eniiive. 



3') Les cytokinines 

La première étude consacrée à l'organogenèse des tissus de tabac 

cultivés "in vitro" a été publiée par SKOOG en 1944. Le matériel végétal 

utilisé allait s'avérer fécond puisqu'il devait permettre la découverte 

des cytokinines. Ce sont MïLT;ER, SKOOG, VON SALTZA et STRONG en 1955 qui 

réussirent à isoler, 3 partir d'un extrait de levure, un principe actif 

sur la croissance des tissus médullaires de tabac. Peu après MILLER et Coll., 

(1955 ; 1956) caractérisent ce composé comme étant un dérivé de l'adénine, 

la 6-furf~rylamino~urine ou furfuryladénine et lui donnent le nom de kinétine. 

DAS et Coll. ( 1956) étudient l'action de la kinétine sur la multiplication 

des cellules de moelle de tabac, puis SKOOG et MILLER ( 1957) expérimentant 

sur des fragments de tiges émettent la théorie selon loquelle la division 

des cellules exige à la fois la présence d'amine et de cytokinines, l'équi- 

libre de ces deux facteurs réglant par ailleurs l'orientation des phénomènes 

d'organogenèse . 
Les effets exercés par les cytokinines au cours de la croissance 

et du développement des plantes ont été décrits par de nombreux chercheurs 

(DEYSSON, 1959 ; BEAUCHESNE, 1960 ; MILLER, 1963 ; GUERN, 1967 ; SRIVASTAVA, 

1967 ; XHAüF'FLAIRE et GASPAR, 1968 ; NITSCB, 1968a ; SKOOG et ARMSTRONG, 

1970.; HALL, 1973). 

Actuellement, on sait que des substances ayant des propriétés 

analogues à la kinét ine existent naturellement chez les végétaux. Parmi 

les cytokinines celles qui ont été le plus courment utilisées sont la 

kinétine et la 6-benzylaminopurine. Nous avons donc comparé leurs actions 

respectives. 



a )  action - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i - - - - - - - d .  de lu hinZfikze et de lu 6-benzutarnulo~wkne ---,- 

Ces deux cytokinines stimulent la néoformation des bourgeons 

-4 (~igure IO), à toutes les concentrations utilisées jusqu'à 10 M. 

N o m b r e  moyen  de  bourgeons 

t par e x p i a n t a t  

Figure 10 : Action c ~ a r é e  de l a  kinétine 1-1 et de Is 6 benxyl- 
adnopurine [ *  * * ]sur le nambre de 'hourgeons produite p r  
&es fragments de feuilles d'endive. 

A mesure que les concentrations augmentent, on note toutefois 

que le développement des bourgeons est de plus en plus faible. Ce qci 

peut résulter du rôle limitant joué par les facteurs trophiques du 

milieu. 

Compte tenu de la sinilitude d'action de ces deux composés, 

nous avons choisi d'utiliser la kinétlne 



h b )  action de t a  finZ;tUze adbociée à t'auxLne ......................................... 

L'intervention de la kinétine sur la division cellulaire a été 

démontrée à maintes reprises, mais dans la plupart des cas, l'effet sthu- 

lateur n'est significatif qu'en présence d'auxine (DAS et Coli., 1956 ; 

SKOOG et MILLER, 1957 ; PATAU et Coll., 1957 ; NITSCH et NITSCH, 1960 ; 

GAüTHERET, 1960a et b ; 1963 ; 1966 ; JOUAIJNFAU, 1971 ; PEAUD-LENOEL et 

JOUANNEAU, 1971 ; JOUAhTNEAU et TANDEAU 'de MiARSAC, 1973) . Nous avons donc 
vérifié l'action exercée par ces substances de croissance sur la néoformation 

des bourgeons. 

La kinétine et l'auxine employées séparèment n'augmentent guère 

l'importance des cals alors qu'associ~es, ces deux substaaces favorisent 

la prolifération des fragments de f3uilles d'endive. De plus, si l'amine 

inhibe la fornation des bourgeons, 3scociée à la kinétine, eLle renforce 

très nettement l'effet sf imulant de cette dernière  ableau au 15). Le nombre 

-6 
le plus important de bourgeons e s t  abtenu en présence de 10 M d'amine 

et de IO-~M de kinétine. 

Acide indolyl-acétique 

(~/1) 

TABLEAU 15 : Actiori corijuguSe de la kin6t.ine et de l'acide 

indolyl-acEtique sur le noxkre r~oyeri de bo-ùr~eons 

proiiuits pss  des frap-.ents de fr~iilles d'endive. 



Ces substances interviennent Également sur l ' express ion de l a  polarkt6 

des fragments de f e u i l l e s  d'endive  ableau au 16) .  La cytokirzine , e n  e f f e t  , 

augmente de plus  du double l e  pourcentage oes bourgeons ap icw~x.  Ltauxine 

-4 
exerce une act ion encore plus ne t t e  puisqu'à 10 M, l a  t o t a l i t é  des bourgeons 

apparaissent à l a  p a r t i e  apicale des explanta ts  

BOIG3RE MOYEoi 
DE BOURGEOIiS 

PAR EXPLAKTAT 

TABLEAU 16 : Inf luence de l a  k in6 t inc  (K ) e t  de l ' a c i d e  indoiyl-  

acét ique (A 1 A )  sw l a  p o l a r i t é  rranifestée p a r  dec 

exp lan ta t s  de f e u i l l e s  ensemcnc6s le. face vent,raLe 

au contact  du n i l i e u  de c u l t u r e .  

L' ac iae  gibb6rell ique,  dont nous avons dg: à signal6 1 ' in tervent  ion 

probable sur l e  métabolisme auxinique, peut jouer un r o l e  important dans l e s  

phénomènes d'organogenèse (?&HG, 1970 ; EPUGGLI(E e t  Col1 . , 1973 ; YCTO e t  

HONGO, 1971,). C'est  pourquoi nous nous somes  proposé dianaJ.yser ses e f f e t s  

L'acide gibhérelliq,ue cTe, que peu d 'ac t ion sur  l e  bolurgeonnenent 

des f ragxer~ts  ae f e u i l l e s  <'endive a l c r s  que 1% k i n é t i n e  augmente t r è s  net- 



tement le nombre des bourgeons formés. En présence des deux régulateurs de 

croissance , les résultats obtenus  ableau au 17 ) montrent que 1 ' acide 
gibbérellique interfère avec la kinétine dont il réduit l'effet stimulant. 

Acide ~ i b b é r e l l i ~ u e  
(Wl) 

Kinét ine 
( M / 1 )  

TABLEAU 17: Action conjuguée de l a  k i n é t i n e  e t  de 

l ' a c i d e  g ibbére l l ique  s u r  l e  nombre nioyen de 

bourgeons produi t s  par  des f r q m e n t s  de f e u i l l e s  

d'endive. 

Les eytokinines étant toutes des adénines-substituées sur 

l'azote 6, on peut se demander si la kinétine (6-furfuryl-minopurine) 

n'agit pas comme un dérivé de l'adénine (6-aminopurine) et si son r51e 

sur la néoformation des bourgeons est bien spécifique. Sur les tissus de . 

tabac par exemljle, SKOOG (1950) montre que l'addition d'adénine peut 

supprimer l'effet inhibiteur de fnibles concentra.tions d'acide indolyl- 

acétique. Selon cet auteur, l'adénine peut être considérée corne une substan- 

ce induisant la formation àes bo-ugeons. Par ailleurs, l'adénine qui inter- 

vient sur la division des cellules (DEYSSON, 1954) et stimule la formation 

des bourgeons ' (SKOOG, 1944 ; SKOOG et SSUI, 1948 ; STERLING, 1950 ; 



JACQUIOT, 1951 ; MAYER, 1956 ; PLlJl4l5X et LEOPOLD, 1957 ; PLübD4ER, 1957 ; 

PAULET et NITSCH, 1959 ; STICHEL, 1959 ; GIflSBURG, 1966 ; ISEfiHENETT, 1970), 

peut agir en synergie avec les cytokinines (SKOOG et !.IILLER, 1957 ; NITSCH 

et NITSCH, 1967 ; NITSCH et Coll. , 1967 ; SKOOG, 1970). 

Nous avons d'abord comparé l'action de l'adénine employée sous 

forme sulfate,qui est souvent la plus utilisée, et sous forme de base libre. 

Puis, nous avons vérifié si cette base était capable d'augmenter les effets 

produits par la kinétine et si, en présence d'auxine elle se comportait comme 

une cytokinine. 

a J a c f i o n  d e  L ' a d é n i n e  e . t  d u  d u . t 6 a t e  

d ' a d é n i n e  
Ces substances ne modifient pas la prolifération cellulaire et le 

développement des cals est identique 2 celui observé sur les explantats té- 

moins. Par contre, la fornation des bourgeons est stimulSe ; elle est optimale 

-5 à 10 M et au-delà, des phénomènes d'inhibition se manifestent ( ~ i ~ u r e  11). 

N o m b r e  m o y e n  de bourgeons  

par explantat  

1 
Concentrations 

m- 

O IO-' l ~ - ~  l ~ - ~  l ~ - ~  M /i 

Pigûra 1 1  : Action de l'adénine f --] et du sulfate d'abénine [ c e  e r a .  c 1 sur le 
aombrc de bourgeons p ~ t s  pzcc &es fragmente de feuinas d'endive. 



Le bourgeonnement é tan t  un peu plus important en présence de l a  

base l i b r e ,  c ' e s t  c e t t e  forme que nous avons chois ie  d ' u t i l i s e r  pour l e s  

expériences u l t é r i eu re s .  

Acide indolyl-acétique 
(M/1) 

Adénine 

( W l )  

TAELEAU 18 : Action conjuguse de l ' adén ine  e t  c?e l ' a c i d e  indolyl-  

acét ique sur l e  riombre moyen de bourgeons produi t s  

par des fragients 82 f e u i l l e s  d 'endive.  

L'action de l 'adénine n ' e s t  p ra t iq~ement  pas modifiée en présence 

dle.uxine, tou t  au plus  l a  base peut--elle réàu i re  l e s  e f f e t s  inh ib i teurs  

de l f aux ine  ( ~ ~ b l e i t u  18). Cela e s t  donc t r è s  d i f f é r en t  de ce que l f o n  

observe avec l a  k icé t ine   ableau au 15) .  



 adénine est moins efficace que la kinétine (~ablecu 13) et 

Adénine 

Kinétine 

( W l )  

TBLFSIU 19 : Action conjutuée de l ' adén ine  e t  de l e  k iné t ine  

su r  l e  nombre moyen de bourgeons produi t s  par des 

fregments de f e u i l l e s  d'endive. 

associée à cette dernière elle n'en modifie guère l'action à l'égard de la 

néoformation des bourgeons. 

 a adénine n'agit pas toujours come une cytokinine. Dans le cas des 

disques de feuilles de beaonia par exemple, l+IE!U'HENETT (1970) suggzre que 

l'adénine n'aurait pas de rôle spécifique mais interviendrait come source 

d'azote. Etant donné que l'adénine a une efficacitg nettement plus faible 

que la kiriétine sur les tissus de feuilles d'endive et qu'elle ne manifeste 

pas d'effets cumulatifs avec la c;-tokiuine, on pouvait se demander égalenent 



TmmU 20: A c t i o n  cofi:parée s e  l ' edén inc  e t  du n i t r a t e  de sodium ( c o n c e n t r a t ~ o n s  

mola i res )  s u r  l e  bourgeonneir.ent de frcigments de f e u i l l e s  d'endive. 

Des qumtit.6 C'azote (iiahi~ ) équivalentes  aux d i f f é r e n t e s  concentrat ions 3 
d'adénine s o n t  e jou tées  eux milieux de cl l l txre .  

a) l e s  milieux 6e c l i l t a re  cgntiennexit i n i t i z l e r w n t  l e s  é l é m n t s  ninéraux de l a  s o l u t i o n  

de Kr,op d i luée  EU ceni .  

b) l e s  n i i l i e ~  sont dépo.zr-ris d'éléments zin6rau;c. 



si cette base n'était pas simplement utilisée comme source azotée. 

Pour cette étude, nous avons réalisé des milieux contenant, soit 

de l'adénine à des con&entrations de 10-614 à 10-314, soit du nitrate de 

sodium en quantités d'azote équivalentes à celles présentes lors des essais 

effectués avec les différentes doses d'adénine. Le nitrate de sodium ne 

présente pas de concentration optimale d'action, mais augmente le bourgeonne- 

ment à toutes les doses employées  a able au 20 [a] ) ; de plus, il est plus 

favorable à la n6oforruation des bourgeons que l'adénine. La présence initiale 

d'éléments minéraux dans les milieux de culture pouvait cependant fausser 

la mise en évidence des phénomènes. 

Nous avons donc renouvelé cette expérience sur un milieu gelosé, 

additionné de glucose mais sans apport d'éléments mineram autres que ceux 

fournis éventuellement sous fome de nitrate de sodium ; dans ces condit~îonç, 

il apparaît  a able au 20 [b]) que l'adénine n'intervient pas simplement corne 

source d'azote; sinon on comprendrait mal qu'elle puisse être inhijitrice 

- 5 au-delà de 10 M, alors que la quantité d'azote correspondan-Le ne l'est pas. 

ho) Action du lait de coco 

La com?osition du lait de coco (endosperme de noix immatures) 

est complexe et mal définie. On sait cependant qu'en plus d'âcides m.inés, 

d'acides organiques, de sucres, de vitmines .... il contient également üne 
substance de type aminique ainsi que des cg-tokinines. Pour cette raison, 

nous avons vérifié l'action qu'il exerce sur les tissus de feuilles d'endive. 

Ce liquide naturel stiaule la proliféracion cellulaire ; il y a 

formation de cals volumineux surtout; 1-orsqce les milieux sont enrichis à 

50 %. La néoformation des bourgeons va de pair avec l'importance du cnl 
 ableau au 21) ; elle est d'abard stimulée puis inhibée au-delà de la concer- 

tration de 50 %. A cette dose, les bourgeons paraissent cepend.ant plus 



TABLEAU 21 : Action du l e i t  de coco sur l e s  phénomènes de p r o l i f 6 r a t i o n  

e t  d'organogenèçe manifestés  par des frap.ents de feuilles &'en&ive. 

. vigoureux e t  l a  t a i l l e  de l e u r s  f e u i l l e s  e s t  çupgrieure a c e l l e  observée 

sur l e s  explanta ts  des l o t s  témoins. 

B) A C T I O N  D E S  P U R I N E S  E T  D E S  P Y R ~ M I D I N E Ç  - 
Les r é s u l t a t s  de SIL3ERGER e t  SKOOG (1953), confirmés par de 

nombreux chercheurs montrent q u ' i l  e x i s t e r a i t  une r e l a t i o n  en t re  l e s  pnéno- 

mènes de mul t ip l icat ion c e l l u l a i r e  e t  d'organogenèse d'une par t  e t  l a  capaci té  

des t i s s a s  de syn the t i se r  des acides nucléiques d 'autre  p a r t .  De même,  selon 

NITSCH (19661, t o u t e  substance qui perturbe l e  d t abo l i sme  nucléique, modifie le 

bourgeonnement. Nous nous sommes donc pro-osé de v g r i f i e r  s i  l e s  d i f f é r en t e s  

bases entrant  dans l a  co?nposition des acides nucléiques pouvaient inf luer  ' 

sur l a  fornat ion des bourgeorrs. 'Nous avons ensui te  t e s t é  l ' a c t i o n  exerc6e pzr 

quelques analogues structuraux susceptibles de perturber l e  m6ta'boliçne 

nucléique. 

Action des bases .---- p i r i q u ~ s  e t  p;~ririli?.iç~'es ------ 
L1ad6nine, l r l .waci le ,  l a  th;-mine ou l a  cytosine sont a j o u t $ ~  au 

milieu de cu l tu re  sous forme de so lu t iccs  a.queuses. La  guan l~e ,  peu soluble 



dans l'eau, est solubilisée en milieu alcalin. 

Aucune des bases n'affecte le développement des cals. Sur la foma- 

tion des bourgeons, c'est l'adénine qui est la plus active, suivie par 

l'uracile et la thymine  ableau au 22) ; la guanine et la cytosine nlay&.nt 

pratiquement pas d'effets. 

Acide inosinique 

Acide orotique . 

TABLEAU 22 : Action des bzses puriques e t  pyrinidiydes a i n s i  que des ac ides  

inosinique e t  o ro t ique  sur le no:&re =yen de b o u r g ~ o n s  fcrmgs 

p a r  des î r a p e n t s  5% f e u i l l e s  d'endive c u l t i v é s  s u r  l e  mi l ieu  

de base. 

Nous avons également utilisé dein précurseurs, l'un, des bases 

puriques : l'acide inosinique e t  l'autre, des bases pyrimidiquc3s : l'acide 

orotique (~ableax 2 2 ) .  Ils ont toüs deux une action faible sur le bourgeon- 

nement et toujours inférieure à celle de la base correçpordante la plus 

active. 

Les résultats obtenus mettent l'accent sur l'action exercée par 

l'adénine d'une part et par l'uracile et la thymine d'autre pert. Ces cor~po- 

sés stimulent la néoformation des bctrrgrons mais leur efficacité est nette-. 

ment plus faible que celle de ln kingtine. 

Ilous avons renouvelé ces expériences en erqpl.oyant un milieu zl~tritif' 

plus riche, pr6conisé psr FZUEMSXIGE et SKOOG (1962) Four les tissus de tabac.  



-5 
flous avons u t i l i s é  l ' a m i n e  à l a  concentra t ion  de 10 hl e t  nous avons 

remplacé éventuellement l a  k i n é t i n e  par l e s  d i f f é r e n t e s  bases dont nous 

dés i r ions  é t u d i e r  l ' a c t i o n  ( ~ a - i l e a u  23). Dsns ces  condi t ions ,  l a  cytos ine ,  

TABLEXU 23 : Action comparée des bases  pitriques e t  p y r i i ~ i d i q u e s  sur  l e  

noinbre moyen de bourgeons formés par  des f ragnents  de f e u i l l e s  

d'endive cu l t ivEs  s u r  l e  n i l i e u  de Ku-ashige e t  Skoog r e i l f r r i a n t  

1,-~,/1 d',,A. 

l a  guanine e t  l a  thymine sont p r a t i q u e m a t  sans e f f e t  a l o r s  que l ' u r a c i l e  

e t  1 ' adénine favor i sen t  l e  bourgeonnement. Les s t imula t ions  observées sont 

cependant nettement p lus  f a i b l e s  que c e l l e s  manifestées p a r  la k i n é t i n e .  

Le f a i t  que l ' zdénine  e t  l ' u r a c i l e  so ient  l e s  bases l e s  p lus  
# 

a c t i v e s  e t  que l a  thymine, speci f ique  de l 'ADN,  l e  s o i t  moins, l a i s s e  

supposer que l e  r ô l e  de 1'ARTJ e s t  prépondérant.  Nous avons t o u t e f o i s  observé 

que l e s  mélanges équinola i res  des bases c o n s t i t u t i v e s  de l'ARE, & d i f f é r e n t e s  

concentra.tions, ne r;ti!aulerit pas p l u s  Ta n6oforn;ation des bourgeons que 

chacune des bases p r i s e s  isolèment. Par a i l l e u r s ,  cous avons f a i t  agir  su r  

des fragments de f e u i l l e s  d'endive de l'P3N de t r e n s f e r t  qu i  possède une 

a c t i v i t é  de type  "cytokinine" s u r  c e r t a i n s  t i s s u s  (KOVOOR e t  3UCH, 1954 ; 

KALI, e t  Coll .  , 1967 ; FJ,LL e t  SRIVASTAVA, 7 368 ; EAELGiLfdUTJA e t  Coll . ,  1975 ; 

RIEDEL e t  Co l l . ,  1977). Cet ARIJ de t r z n s f e s t  (.MN de l evure  de bc>uS.an~;er, 

~ o e h r i n ~ e r  h:an,nhein rli', 15363), tiydi-olysé ou non, e s t  p r a t i q u e ~ e i i t  saas effet 



sur les phénomènes d'organogenèse, quelles que soient les doses utilisées. 

Cela confirme l'expérience précédente réalisée en prjsence de mélanges équi- 

molaires de bases mais souligne également que les bases aineures, à activité 

de type "cytokinine" qui entrent dans la composition de ces ARN de transfert, 

ne semblent pas agir sur la formation des bowgeons. Leur spécificité (KOVOOR, 

1968) pourrait expliquer leur manque d'activité sur le matériel utilisé, Il 

a d'ailleurs été montré que ltisopentenyladénine n'a qu'une action faible 

sur le bourgeonnement des tissus de feuilles d'endive (TWOMAS et Coll., 

1971 1. 

2') Action de quelques analogues puriques et ~yrimidiques 

Une autre méthode pour préciser le rôle des bases puriques et 

pyrimidiques, consiste à.bloqirer les m6.canismes dans lesquels elles sont 

impliquées par des analogues structuraux. Ces composés provoquent la for- 

mation d'acides nucléiques anormaux en s'intégrant s. la place des bases 
correspondantes. Le principe consiste donc à. essayer tte bloquer les phéno- 

mènes d'organogenèse par ces substances et 5 tenter de S.e~er l'inhibition 

par un excès de la base normale correspondante. En cas de réussite, cela 

montre que l'analogue intervient en tant qu'antimétabolite et on peut 

raisonnablement admettre que la base concernée joue un rôle essentiel daas 

le phénomène envisagé. 

Des expériences préliminaires ont irontrb lcrsque les analo~çt~es 

suppriment totalement le bourgeonnement, les essais de reversion des inhibitions 

donnent des résultats très hétgrogènes et même, dans bien des cas, s'avèrent 

infmctuela. C ' est pourquoi, de mani ère gézérale , nous employons les su'csta!ices 

à des concentrat.ions qui laissent subsister 20 % au ztoins des bourgeons 

par rapport aux cxplantats témoins. C'est également pou- cette raison que 

BLAYDES (1966) psr exea?le, utilise les er,alogues ctans la ].imite où l'ink~i- 

bition produite est srs~ortionnelle à la dose utilis6e. 



a)  undoguu ---- pmiçueh --.- --a 

a )  a c t i o n  d e  l a  , 2 , 6 - d i a m i n o p u t t i ~ z c )  

e x  d e  L a  8 - a z a g u a n i n e  

Ces deux analogues des bases puriques réduisent  l a  formation des 

bourgeons pour des concentrat ions relat ivement peu élevges (l?igwie 12). 

Nombre moyen de  bourgeons 
4 

Pi- 12 : Action de la 8-azagunninr f----- ] e t  de la 2,6-~1i~minopupine & e 

rnsp Le bourgeonnement de fragments de feui l les  &'endive. 

La 2 ,6-diminopurine provoque d ' &bord -me p e t i t e  augnientation du nombre des 

bourgeons pu i s  l ' i n h i b i t i o n  s e  manifeste pour des concentrat ions sup6ri.cuies 

-6 -5 5 10 18. A p a r t i r  de 10 M, la p r o i i f é r a t i o r ,  ce?- lu la i re  s e  r a l e n t i t  e t  pagres- 

sivernent l e  nombre des e q l a n t a t s  capables de p r o l i f é r e r  dininue ; Itirki- 

- 3 b i t i o n  e s t  t o t a l e  à 16 M. Eien qu'avec 6es n o d a l l t é s  d ' ac t ioa  v o i s i n e s ,  



-7 la 8-azaguaaine s ' e s t  révélée Gtre 1-a plus ac t ive  : a i n s i ,  à 10 M, il y a 

déjà une diminution de l a  formation des bourge,, o r s  * 

8) e 4 6 a L 6  d e .  4 u p p f ~ e ~ ~ i o n  d e 5  

i n h i b i . - t i o n s  

-4 A 10 M, l a  2,6-diaminopurine ( ~ a b l e a u  24) r édu i t  d'environ de 

Témoin ............................. 
-4 

2,6-&im?nopurire 10 .............. 
VI II " -t adénine 10 -5 

II n " + adénine 10 -4 
II II II + II  IO-^ 
II II " + adénosine 10 -3 

II  11 " + acide 
,aâénylique 10 

- 3 

....................... Adénine IO-* 
II -4 ....................... 10 
II .........................  IO-^ 

..................... Adénosine 

.............. Acide adécyl ique 

ROYdRE :+3YEK 
DE BCmGE0i:U 

PAR E; W L.FJTA1 

TABLFSU 24: Action comparée de l ' adén ine  e t  de s e s  dér ivés  (concent ra t ions  molaires)  

sur l ' i n h i b i t i c n  du bourgeonnerilent i>roduite p ~ r  l a  2,6-ùi~1incp1.rine 

emloyEe à I O - ~ P I / ~ ,  

moiti6 l e  nombre des bourgeons n6oformés e t  d.iminue l e  nombre des explanta ts  

capables de p ro l i f é r e r  e t  de former des organes. Cet e f f e t  peut g t r r  élirni- 

-4 né en grande p a r t i e  par adjonction s iml ta l i6e  d'adénine (10 K) e t  en t o t s -  

-3, l i t 6  par l 'adénosine ou l ' a c ide  ndényliqu-it ern-loyés 2 10 14. P E ~  a i l l e i l r s ,  

l ' i n h i b i t i o n  produite par l a  8-azaguanine  ableau au 25) peut ê t r e  levée 

par t i e l l enen t  par l a  guanine e t  en t o t a l i t é  par l a  guacosine ou l ' a c i d e  

guanyliqiie lorsque ces conposés sont employés 2 d.es concentratioris dl>: 

f o i s  supérieures 5 ce l l e s  de llanalo,gue, 



TABUAU 25 : Action compzrge i e  lc. güuline e t  de ses  dér ivés  (concentrat ions p o l a i r e s )  

.............................. Témoin 

-5 8 - azaguanine IO .................. 
II n 10 

-4 " + guanine 
11 11 

" + guanosine II 

11 Il 
" + ac ide  

gumylique " 
Guanine ........................  IO-^ 
Guanosine ...................... " 

Acide guanylique ............... " 

sur l ' i n h i b i t i o n  6u boargeonnenent p rocu i te  par l e  8-azaeumine eq lo j -on  

à IO-~M/~. 

La 2,6-diuninop'urine e t  l a  8-azaguanine peuvent donc ê t re  consi- 

dérées comme des antirnétaholit  es  pour l e s  t i s s u s  de f e u i l l e s  d '  endive puisque 

l e s  dérivés de l 'adénine dans un cas e t  de l a  guanine dans l ' a u t r e  sont 

suscept ib les  de supprimer l e s  inh ib i t ions  proouites.  Notons égaiement que 

l e s  inh ib i t ions  s e  manifestent en même t e m ~ s  sur  l a  formation des bourgeons 

e t  sur  l e  développement des c a l s ,  s ~ n s  q u ' i l  s o i t  poss ible  de d i s soc ie r  

l e s  deux phénomènes. 

WOmI?E E.IOYFi1 
DE BOURGEONS 

PAR EXFMi'YAT 

1,81 

Oy65 

1,33 

1,84 

2,09 

1,70 

2,lO 

2,36 

A f a i b l e s  concectrat ions,  ces analogues augmentent légèrement l e  

C nombre des bourgeons mais sont inh ib i t eurs  pour rleç doses egaleç ou supérj-eureç 

-5 à 10 M ; l e  6 - azauraci le  6 t a n t  p lus  a c t i f  que l e  5-fluorouracile (.Figure ' 3 )  

$ DIEX?LIùITAT-; 

ChDABLES DE 
F'ROLIFLRER 

93,3 

45 ,O 

85,: 

94,l 

95 a 4  

91 $3 

95,6 

79 3 2  

OXGANOG3>IEë 

-- 

79,2 

45 ,O 

71 35 

76,5 

903 

62,6 

82 ,C 

75 ,O 



Nombre  m o y e n  d e  bourgeons 

I par explantat 

Figure 13 : Action du 6-azauraeiïe f- Jet du 5-f1uormmaeiïe[ e . o.  CI s m  le 

bourgeonnement de fragments de feuilles d'endive. 

f3)  e h h a i h  d e  a u p p h e h h i o n  d e a  

i n h i b . i A . L o n a  

-5 Employé à 5.10 M, l e  6-azauracile r édu i t  3.e bourgeonnement a i n s i  

que l e  pourcentage des explanta ts  capables de p r o l i f é r e r   a able au 26) .  

Cette ac t ion  peut ê t r e  totalement 6liminée par l e s  bases pyrimidiq~ieç 

ou l e u r s  nucl6osides a i n s i  que par l ' a c i d e  orot ique,  précurçexr de ces mêmes 

bases. Seules l a  cytosine e t  l a  thymine n'ont pas d ' e f f e t  ; l a  tb idine  ne 

l ève  que part iel lement l ' i n h i b i t i o n  produite.  C t e s t  donc l ' u r a c i i e ,  I iu r iSdnc ,  

l a  cy t id ine  e t  l ' a c i d e  orotique qui  suppriment l e  p lus  ef'ficacement l'effet 



NOIERF I'OYEII 
% I)'E]IYISLTiTATS 

Témoin ............................... 
................. 6 - azaurec i ie  5.  IO-^ 

II " " + u r i d i n e  

11 " + cytosine " 

lt " " + cy t id ine  " 

II " + thymine 

11 " " + thymidine " 
I I  l1 l1 + acide oro t ique  " 
Uraci le  ........................  IO-^ 
Uridine ........................ 
Cytosine ....................... 
Cytidine ....................... 
Thymine .............. L......... 
Thymidine ...................... 
Ac. o ro t ique  ................... 

T A B Z A U  26 : Act;ion coaparée des bases pyrimidiques, de Leurs nucléosides e t  8e 

l'acide cro t ique  (coricentrations nolai.res) sur l ' i n i i i k i t i o n  du bourgeo:m, v e r i t  . 
-c 

produi te  per l a  6 - a z c ~ r a c i l e  enployée à 5.10 'M/1. 

&a diminution du nombre des bourgeons, obtenue en présence de 

-4 - .- 
5-fluorouracile à 3.10 14 en able au 271, ne pezt, par contre, être suppr-nez 

que partiellement par l'uridine, la cy t id ine  et l'acide orotique ; les 

autres bases ou leurs nucléosides sont sans effet. 

~'empioi des anabogues pyrimidiques montre ggalernent que l'inhi- 

bition du bourgeonnement est lige à ce1l.e du cal. 



TtU3LuLU 27 : Action corparée des bases ?yr ic id iques ,  de l e u r s  nuclkosidcs e t  de 

l ' a c i d e  oro t ique  (concec t ra t ions  r .olaires)  s u r  l ' ink, jbi t ior .  du ba52- 

geonnecent p r c d m t e  par  l e  5-f luoroüracl le  erployge 2 la eonccr.traticn 
-4 

de 3.10 M / 1 .  



C )  ht~khence de. & t . z é ; t t n e  AWL & ' i ~ ~ l v L b i t L o ~  pto&e -- ....................................... ------- 

Nous nous somnes ensui te  demandé s i  l a  k iné t ine  qui stimule net te-  

ment l a  formation des bourgeons, pouvait e l l e  auss i  réduire  les e f f e t s  inhi-  

b i t eurs  exercés par l e s  d i f f é r en t s  u t i l i s é s .  

Les r é s u l t a t s  obtenus (!Tableau 28) montrent que l a  k inét inc  e s t  

TAi3LEY.U 28 : Inf luence de l a  k i n f t i n c  sur l ' i n h i b i t i o n  du Loürgeonne~ent  produite  

par l e s  a n a l c y e s  puriques ou p y r i u d i q u e s .  

capable de l eve r  l e s  inh ib i t ions  pi-oduites. par l e s  analogues pnriques e t  ?pi- 

midiques. Toutefois,  dans nos conditions exp&irnentales, l e  bourgeonne~ent 

n ' a t t e i n t  l a  valeur observée en présence de k i n é t i n e  seule qu'avec l 'emploi  

d )  a d o n  d e  l' lzydrazicie. nin26ioue ------------- ------...-.-------." 

L'hydrazide n i a l e i l e  d6c~uver-t en 19b9 par ÇCEOEIIE e t  BOFFiUJ e s t  

un isomère de l t u r ac i l e  e t  peut ê t r e  considéré cotune un anaiogue, LES e f f e t s  

biologiques de c e t t e  sir5stanea son t  ires var ies  e t  cnL é t é  én-w,$rés eanr 



des travaux de nlises au p o i n t ( ~ I L E ~ ,  1956a. ; HDFFTQLI? e t  PA?lUPS, 1964) 

On admet généralement que l e s  propr ié tés  i nh ib i t r i c e s  de l 'hydra- 

z ide  maléique proviennent d'me act ion sur  l a  divis ion c e l l u l a i r e  (GREULACH 

e t  ATCHISON, 1950 ; DARLIXGTON e t  Mc LEISH, l957 ; GREüLACH e t  WSLOP, 

1954 ; GIFFORD, 1956 ; HABER e t  FRITE, 1960 ; SACHS e t  LANG, 1961 ; 

NOODEN, 1969) où l ' o n  observe souve~it des anamdies  chromosomiques 

(LOVELESS, 1953 ; Mc LEISH, 1953 ; CBP.LSON, 1951 ; IWKHERJEE, 1961 ; 

SLOTOVA e t  Coll . ,  1971 ) . Le mécanisme d 'act ion e s t  encore mal connu e t  

s i  l 'hydrazide maléique semble présenter des e f f e t s  mult ipies sur  l e  

métabolisme, t r o i s  hypothèses essentiellemexit peuvent ê t r e  retenues. 

Il pourrait  in te rven i r  : 

. Sur l e  métabolisme général : au niveau d.es sucres (GORIS e t  - - - - - - - - - - - -  
BOURIQUET, 1953 ; WIGGANS, 1954 ; ARN-4ULD e t  Coll . ,  1956) , d.es anthocyaries 

(CLEDJO e t  GASPAR, 1969) , de l ' a zo t e  (NAGUIB, 1966), de i l a c t i v i t E  

r e sp i r a to i r e  (NAYLOR e t  CAVIS, 1951 ; BAKER, 1961 ; BUSH e t  SIPG, 197h) 

e t  de ce r ta ins  sy st.èmes enzymatiques ( b~~~~~ e t  DEl.IE;TRIADES, 1955 ; MOODXN a 

1973 ; DENCHEVA e t  Coll. ,  1974). 

, Sur l e  métabolisne auxiiiique e t  jouera i t  a l o r s  l e  r ô l e  d'une - - - - - - - - - - - - - -  
anti-auxine (LEOPOLD e t  KLEIN, 1952) . Cette in te rpr6 ta t ion  qui semble 

&pendre de l a  nature des t i s s u s  (GAWHERET, 1952a e t  b ; ABERG, 1953 ; 

FORESTER e t  Col$. , 1955 ; IIABER e t  'dHITZ, 1960 ; TAYLORSON e t  HûLM, 

1961 ; HOFFE.IAN e t  PARIJPS, 1964)est  par ai l l .eurs f o r t  c o n t r o v e r s é e ( ~ ~ ~ E T ,  

19568 e t  b ; GALSTON e t  PUiimS, 1960 ; GASPAR e t  CPZDJO , 1969) . 

. Sur l e  métabolisme nucl6iqur : comme -m an.timéi;a~ol;te de l '=y%-- - - - - - - - - - - - - - -  

c i l e  ( POVOLOSSIKAYA e t  Coll . , 1960 ; BCrTENKO e t  RASKRiCDV , 1 46 1 ; 3UTEidK0, 

1968 ; COUPLAND e t  PEEL, 1072) CU de l a  thynine (KIM e t  GREUIJACli, 1963). 



Il pourrait être incorporé dans 1'ARN ( CALMGHAN et Coll. , 1962 ; COUPLniUD 

et PEEL, 1971) et bloquer les synthèses d'acides nucléiques (POVOLOTSUYA, 

1961 ; BISWM et Coll . , 1968 ; RAKITIM et STlU3LtTIKOVA, 1970 ; LOBOV, 197 1 ; 

NOODEN, 1972 ; RAKITIN et Coll., 1974). 

Nous nous sommes proposé de vérifier si cette substance p~uvait 

être considérée corne un antirnetabolite d'une des bases entrant dans la 

composition des acides nucléiques et si elle pouvait modifier l'efficacité 

de llauxine sur la formation des racines. Nous avons ensuite essayé d'agir 

sur les phénom$nes d'inhibition observés en associant l'hydrazide maléique 

& la kinétine. 

a ) a c ; t i o n  c ~ i n j u g u é s  d e  l ' h q d t a z i i c  

m a l é i q u e  e ; t  d e  d i b & Z n e ~ X e s  b a h e h  

L'hydrazide mai6ique ('Tableau 29 ) stimule Le bourge~nnenect jusqu ' 2 

-6 -4 la dose de 10 M et au-delà, il y a inhibition, qui devient totale ?i 10 M. 

Par ailleurs, nous avons déjà signalé ('Tableau 22) que l'uracile augmente l e  

nombre des bourgeons néoformés jusqutl la concentration optimale de 10-"hi. 

Uraci le  

. (1,1/1) 

'FPBLEAU 7 9 :  Action corijugu6e Ce lthyC.rzzide rr^i6iq!:i. e t  àe l'urecilc- 

s ~ u .  le lionore r.oye2 de tcur&eonç p r o d u l t s  par des freq.sic:lts 

de feuilles à'endi-re . 



En associant  ces  deux substances  ableau au 2 9 ) ,  l e s  r é s u l t a t s  

bbtenus d i f f è r e n t  selon l e s  concentrat ions dthydrazide maléique e ~ p l o y é e s ,  

. borsque 1 ' hydrazide maléique aumente  l e  nombre des 

bourgeons néoformés, l ' u r a c i l e  peut en renforcer l ' a c t i a n .  

. Quand f7hydraz ide  maléique r é à u i t  l a  formation des 

bourgeons, l ' a c t i o n  de l ' u r a c i l e  dépend de l ' importance de l ' i n h i b i t i o n  

exercée. S i  e l l e  e s t  f a i b l e  ( 1 o - ~ M )  , l ' u r a c i l e  peut ,  non seulement la 

supprimer, mais a u s s i  provoquer une n e t t e  augmentation du nombre des organes. 

- 5 S i  e l l e  e s t  p lus  accentuée (5.10 II), l ' u r a c i l e  ne l a  lève  que p a r t i e l l e ~ - , e n t ,  

- 4 
Enfin, à 10 N, l a  tox ic iké  de l ' hydraz ide  rialéique l 'emporte e t  l t u r 3 . c i l e  

n ' a  p lus  aucune e f f i c a c i t é .  

Afin de p réc i se r  l e  r ô l e  de l ' u r a c i l e  e t  de v é r i f i e r  s ' i l  exerce 

b ien  une ac t ion  spécif ique,  nous avons c u l t i v é  l e s  fragnen-ts de f e u i l l e s  

d'endive en présence d-e concentrat ions i n h i b i t r i c e s  d'hÿdrazi.de nal6iqu.e 

- 5 - 5 (2.10 hl e t  5,10 M) auxquelles nous avons associé  d i f f é r e n t e s  bases 

puriques e t  pyrimidiques a i n s i  que l e u r s  nucléosides. 

- 5 . A 2-10 M, 1 'hydrazide mal-ékque diminue de plus de 

moi t ié  l e  nombre des organes formés  ableau au 30).  L ' inh ib i t ion  est s~rpprirnée 

en grande p a r t i e  par l ' u r a c i l e  e t  en t o t a l i t é  par l1uridj .ne.  La cytosine,  

l a  thymine e t  l a  t h p i d i n e  n 'ont  que peu d ' e r f e t  ; l e s  a u t r e s  bases ou 

nucléosides sont sans ac t ion.  



" + u r a c i l e  2,5.10' 

" + ur id ine  " 
+ cytosine " 

" + cy t id ine  " 
" + adénine " 

' + rdEnosine " 

" + guanine " 
" + guanosine " 

" + Cnymine " 

" + thymidine " 

Uraci le  ........................ 2,5.10' 

I l r idine II .......................... 
Cytosine ......................... II 

Cytidine Il ......................... 
Adénine Il .......................... 
Adénosine Il ........................ 
Guanine ........................... " 
Guariosine II ........................ 
Thynine .......................... II 

Thymidine I l  ........................ 

TABLEAU 30 : Action coxparf'e des bases puriquss e t  pyrirr idiqtes  e t  àe l e u r s  nl.iciiosic",es 

(concentrat icas  x o l a i r e s )  s u r  l ' i n h i b i t j o r l  du bou-geonrierient prc3.:jtc 

par 1 'hydrazide maléique à l a  concentratioii. de 2 ,5.1~i-~1:/1. 

-5 . En prgçence de 5.10 hl d'hydrazide maléique, l'uracile 

et l'uridine ne réduisent que partiellement l'inhitition ( ~ a b l e a ü  31 ) et les 

autres précurseurs d'acides nücl6iques sont totalenent inefficaces. 

Suivant les concentrations utilisees, la diminution du bou~gecnne- 

ment peut donc être supprirnSe totalenent ou partiellenent par l'uracile ou soc 

-5 nucléoside. On notera également que l'hydrazide maléique à 2,5.70 11: n'agit 

pas sur ia prolifération cellulaire ; en effet, il n'affecte pas le powcen- 

tage des explantsts cspab3.e~ de proliférer  ableau au 3 0 ) .  Les 2-evées dtinI;ibi- 

tion concernent dcnc essentiellezcnt la n6ofornatio~ des bourgeons. 



Témoin ................................. 
.............. Hydrazide nialsique 5.  IO-^. 

II 11 " + u r a c i l e  5.10- 
Il I f  

" + u r i d i n e  " 

II Il " + cy tos ine  " 
tl Il " + cy t id ine  " 
11 t I  

" + a d é n i n e  " 

II 11 " + adénosine " 
n 11 " + g u a n i n e  " 

11 11 " + guanosine " . 
11 (1 " + thymine " 

II 11 " + thymidine " 

Urac i le . .  ......................... 5.10- 

Uridine II .......................... 
Cytosine ......................... II 

Cytidine 11 ......................... 
Adénine 11 .......................... 
Adénosine 11 ........................ 
Guanine II .......................... 
Guanosine 11 ........................ 
Thymine 11 .......................... 
Thymidine 11 ........................ 

TABLEAU 31 : Action comparée des bases pu- r iq~~es  e t  pyriroidiqces e t  de 1.ew-s nuclzosi3.e~ 

(concent ra t ions  niolaires) sur l ' i n h i b i t i o n  du boirgeonnen:ent p rodüi te  
-4 par  l ' hydraz ide  maléique à l a  concentrat ion de 5.10 !dl. 

B )  a c t i o n  c o n j u g u e e  de. t l h r g d ~ a z . i d e  

m a L é i q u e  e t  d e  l ' a c i d e  i n d o t y l -  a c é R i q u e  

L'auxine inhibe la formation des bourgeons et s%iln,ule celle des ra- 

cines. C'est pourquoi notns avons o.nalys6 l'action de cette horaone açsoc i ie  

à l'hydraz.i.de mal.6iquî, ?i 18 fois sur le bourgeonne~lent et le, ri,iuogen?se 

des tissus de feuilles d7cndfve, 



Les résultats obtenus sur la néoformation des bourgeons  ableau au 3 2 )  

montrent, dans leur ensemble, que l'acide indolyl-acétique diminue le nombre 

des bourgeons obtenus en présence d'hydrazide maléique. 

Hydrazide maléique 
(M/1) 

TABLEAU 32 : Action conjcguée de l ' hydraz ide  maléique e t  de l ' a c i d e  

indolyl-acét ique s u r  l e  noahre noyen de Cou-geons p r o d G t s  

par des fragments de f e u i l l e s  dlenc?ive. 

Les effets produits sur la formation des racines sont différents 

 a able au 33).  L'hydrazide maléique aumente de manizre faible mais reproduc- 

-6 
tible le nombre des racines néofornées jusqu'à 10 M et au-delà, il y a 

-5 inhibition qui est totale à 2,5.10 IV!. Associée à de faibles concen.trations 

-6 d1hydrazi6e maléique (inférieures ou égales à 10 M) , 13auxine n'a güère 

d'influence sur la formation des racices dont le nombre est t o u t  ai: plus lég-&e- 

ment accru. Par contre, les fortes concentrations dtkjdrszide mal6ique di.- 

minuent nettement le nom~re des racines obtenues en présence draxxine. 



TABLEAU 33 : Action conjuguse de l ' hydrsz idc  maléique e t  de l ' a c i û e  

inàolyl-acét ique sui. l e  noabre royen c?r racines proÇuites 

par des f r a m e n t s  de f e u i l l e s  d 'endive.  

y )  a c f i o r r  c o n j u g u i i e  d e  l l h y d / t a z i d c  

m a l é i q u e  e f  d e  l a  h i n é f i n e  

Si en présence de kinétine on obtient d'autant plus d.e bourgeocs 

que la dose est plus élevée, les effets de l'hydrazide maléique, 

comme nous les avons décrits, sont très différents. 

L'association de ces substances entrazne la for~ation de 

bourgeons en nombre plus important lorsque les concentrations d'hydrazide 

maléique sont stimulantes  ableau au 311). Ee plus, la kinétine réduit les 

effets inhibiteurs cle l'hyàfazide maléique et provoque même lfa?parition 

de bourgeons en présence de I O - ~ J ~  d'hydrazide maléique, dose qui emgêche 

normalement la fornation des organes. 



iiydrazide maléique 
( N / l )  

w m U  34 : Action conjuguée de l ' hydraz ide  maléique e t  de l a  k i n f t i n e  

sur l e  nonbre noyen de bcurgeons produits  p a r  des f r ap -en t s  

de f e u i l l e s  d'endive. 

C) D I S C U S S I O N  E T  C O N C L U S I O N S  

Les composés auxiniques,  employés 2 f a i b l e s  doses ,  s t imu len t  f a i -  

Glement l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  e t  p a r  conséquent l a  néo fo rna t ion  des  

bourgeons mais,  pour des  doses p l u s  impor tan tes ,  i l s  augmentent considé- 

rablement l e  nombre des r a c i n e s  néoformkes. La  k i n é t i n e ,  au  c o n t r a i r e ,  

f a v o r i s e  nettement l a  néoformation des  bou_rp;ecns. En a s s o c i a n t  de f a i b l e s  

doses d ' a c i d e  indolyl.-acétique 2 de l a  k i n é t i n e ,  on c o n s t a t e  que 3.e nombre 

de bourgeons s'accroit fortement .  La k i n é t i n e  peut  &galement l e v e r  

l ' i n h i b i t i o n  p rodu i t e  pa r  des  concen t r a t ions  é l evées  d 'zuxine .  Par  a i l l e u r s ,  

comme c ' e s t  c l a s s i q u e ,  l a  k i n é t i n e  r é d u i t  l e  nombre des r a c i n e s  formées 

en présence d ' a m i n e  e t  peut nême, 2 f o r t e s  doses,  s u p y i m e r  presque 

to ta lement  1' e f f e t  s t imu la t eu r  de  l ' a u x i n e  ( VASSETB, 1965a) . De ilornbreilx 

t ravaux,  dont ceux de TOPONI ( 1963b) conf i r n e n t  l es  r é s u l t a t s  que nous 

avons obtenus e t  sont  en accord avec l a  t h é o r i e  de  SKOOG. En ef fe t  



s i  l a  k i n é t i n e  peut ,  à f a i b l e s  concentra t ions ,  avo i r  des e f f e t s  rhizogènes 

(SKINNER e t  SHIVE, 1955 ; ALLSOPP e t  SZWEYKOWSKA, 1960 ; E'RIES, 1960), l e  

p lus  souvent e l l e  inhibe  l a  formation des r ac ines  (H~VLPHRIXS, 1960 ; 

PILET, 196lb ; TORREY, 1962 ; BONNET e t  TORREï, 1965 ; HEIDE, 1965 ; BIGOT, 

1966a ; GUILLOT, 1967 ; LEEOTX, 1973) e t  f a v o r i s e  l a  formation des bour- .. 
geons (TORREY, 1956 ; DANCWARDT-LILLIESTROM, 1957 ; PLUMMER e t  LEOPOLD, 1957 ; 

SCHRAUDQLF e t  REINESIT, 1959 ; EEIDE, 1965, BIGOT, 19663, BIGOT e t  CIILYAH: 

1970 ; VEWERLOO, 1973 ; HüNAULT, 1974). De p l u s ,  l e s  t i s s u s  végétaux 

réag i s sen t  souvent quali tat ivement au mélange auxine-kinétine (MILLER 

e t  SKOOG, 1953 ; SKOOG, 1954 ; DE ROPP, 1956 ;-SKOOG e t  MILLER, 

1957 ; DA-?CK%TARDT-LILIJ~~ESTRO14, 1957 ; GAUTHERET, 1960a e t  b ,  1966 ; 

TOPONI, 1963b ; SOROKIN e t  THIPmTù, 1964 ; HEIDE, 1965 ; FAULET, 1966 ; 

RIIJGE e t  NITSCH, 1968 ; YONEDA, 1969 ; BHOJWATII e t  J O H R I ,  19'/0 ; Y!-BOTI, 

VPX e t  Coll .  , 1974 ; LUTZ e t  BELIPI, 1974 tl e t  b ; KARTIFA e t  Coll . ,  7975 ; 

PIERIK e t  STEGYANS, 1975 ; WEMDER, 1977 ; ...). L'énuixération de ces  

t ravaux montre bien que dans de t r è s  nombreux cas ,  l a  r égu la t ion  des 

phénomènes d'organogenèse n é c e s s i t e  l a  présence simitftange d ' a m i n e  e t  

de cytokinine.  Des r é s u l t a t s  d i f f é r e n t s  ont  néanmoins é t é  obtenus par  

GWOZDZ e t  SZWEYKOWSKA ( 1967) sur des fragments de r ac ines  d'endive. 

Ces auteurs  cons ta tent  qu'2 f a i b l e s  concentra t ions ,  l a  k iné t ine  s t imule  

l e  bourgeonnexnent e t  l a  n6ol'ormatioi1 des r ac ines ,  alorSs que pour 

des doses p lus  f o r t e s ,  e l l e  inhibe  l a  formation des organes. Il e s t  

cependant poss ib le  que ces  d i f fé rences  so ien t  l e  r e f l e t  de l a  teneur  

des t i s s u s  en substances de cro issance  endogènes. 

La  k iné t ine  e t  h'awtine peuvent ggdernent i n t e r v e n i r  s u  l a  

p o l a r i t é  manifestée par l e s  t i s s u s  de f e u i l l e s  d'endive. Le cytokinine 

provoque l ' a p p a r i t i o n  6'un nombre de bourgeons proportionnellement p lus  



important à l ' apex  des explanta ts .  Cela e s t  pext-être l a  conséquence du 

r ô l e  exercé par l a  k inét ine  sur  l a  p ro l i fé ra t ion  cel - lu la i re  ou l a  

c i rcu la t ion  des substances de croissance endogenes. Le pourcentage des 

bourgeons apicaux augmente auss i  lorsque l e s  conceritrations d'auxine 

- 4 
s 'é lèvent  e t  à 10 M l e s  quelques bourgeoris qui apparaissent  sont uni-e- 

ment s i t u é s  à l a  p a r t i e  apicale  des fragments. On peut penscr,dans ce cas, 

que s i  l ' auxine c i rcu le  de l ' apex  vers  l a  base des exglanta tç ,  c ' e s t  zu 

niveau du c a l  où e l l e  s'accumule que l e s  bourgeons sont inhibés en 

premier. De manière générale, l e  pourcentage des bourgeons apicaux 

s ' a cc ro î t  lorsque l e s  conditions sont défavorables ou au con t ra i re  trCs 

favorables . 
Le l a i t  de coco, dont l e s  propr ié tés  st imulantes ont é t6  

découvertes pour l a  prern2ère f o i s  par VAE OVERBECK e t  Coll.  (1941 ),  

favor ise  généralement l a  p ro l i f é r a t i on  c e l l u l a i r e  ( D U H ~ ~ I ~ E T ,  1951 ; 1952 ; 

KOBLITZ, 1958) e t  a pernis  l a  cu l t u r e  de nombreux t i s s u s  de d i co ty l é~ones  

(NOBECOURT, 1957 ; GAUTHERET, 1952c ; 1959). Il peut exercer égalezent 

une act ion favorable sur l 'organogenèse des t i s s u s  de tabac (SKOOG e t  

TSUI, 1948) e t  comme nous 1 'avons montré, augmenter l e  bourgeonnement 

des t i s s u s  de f e u i l l e s  é t i o l ée s  d'endive. Ce s e r a i t  l a  preserice d'auxines 

e t  de cytokinines au se in  de ce l i qu ide  na ture l  (STEWARD e t  SIMJTZ, 

1959 ; KOVOOR, 1962 ; 1964) qui expl iquerai t  en grande p a r t i e  ses  pro2rié- 

t é s  organogènes. 

En présence de g ibbére l l ines ,  l e s  e f f e t s  biologiques observés sont 

t r è s  var iés .  DKGBY e t  WmEING ( 7 966 ) montrent que 1 'acide gibhdrell ique 

i n t e n s i f i e  l a  p ro l i f é r a t i on  c e l l u l a i r e  a l o r s  que l 'auxine favor ise  l a  

d i f fé renc ia t ion  ( W ~ E I I J C ,  1958) ; mais, selon KAID (1953 ; 19581, l ' z c i d e  

gibbérell ique n ' e s t  pas capzble d'iiiduire îa fornation des c a l s  sur dcs 

exs lan ta t s  de tomate ou. de tournesol .  De même, NETIEH ( 1959) constate Que 



cette substance ne peut activer la prolifération du parenchm-e vasculaire 

de topinambour et ceci quelle que soit la dose utilisée. SPANJERSBERV et 

GAUTHEfrET (1964) aboutissent à des conclusions semblakles sur des fragnents 

de rhizome de topinambour : l'acide gibbérellique à lui seul ne provoque 

aucune prolifération mais renforce les ~ropriétés callogènes de l'aclde 

naphty~-acktiq~~e et n'agirait donc qu'en présence d'amine. Si dacs certains 

cas, l'acide gibbérellique stinule la fornation des bourgeons (PALCET et 

NITSCH, 1959 ; KEF'FORD et CASO, 1972)~ il semble,de manière 

qu'il puisse être considéré comme une substance inhibant le bourgeonnement, 

'Eh présence d'amine aussi, les effets observés sont très varia3les. L'acide 

gibbérellique lève l'inhibition du bourgeonnenent produite par l'acide 

indolyl-acétique (EXFLORD et CAÇO, 1972) ou l'acide nqhtyl-ac6tiçue (IYIDE, 

1969). De plus, l'acide gibbérellique réduit le nombre des racines fomées 

en présence d'acide naphtyl-acétique (HEIDE, 1969). Par opposit,icn, 

SCHRAUDOEF et R!dINERT ( 1959) montrent que le 2 ,)!-Il restaure, non seul emenl 

la formation des racines, mais aussi celle des bourgeons su,x des feuilles 

de begonia traitées par l'acide gibbéreliique ; fait d'autant plus curieux, 

qu'à la dose emp%oyée, le 2,4-D, à lui seul, inhibe le bourgeonnement. 

Sur les tissus de feuilles d'endive, l'acide gibbérellique stiinule faible- 

ment la fornation des racines sans avoir d'effet marqué sur le bourgeonne- 

- 5 ment et au-delà de 10 M, cette substance devj-ent inhibitrice. En présence 

d'auxine, elle accentue les effets observés sur la fos:nati.cn des bourgeons et 

des racines. 

Dans un certain no~bre de cas, l'AG bouleverse profondèmerit 
3 

le métabolisme auxiniq~e et ses effets peuvent être interp1.6.t;és corne 

des nodifications de la teneur en amine eadogsne. Toutefois, llhypoth?se 

selon laquelle l'acide gibbérelliqüe aurait UT? rCle protecteur de l ia&v,ine 

n'explique pas to i l t ;  certes, cette hypothèse peut être i n v q u é e  qdsn6 



il y a synergie entre auxine et gibbérelline (cas de nos résultats en 

particulier) mais c'est plus difficile quand il s'agit d'antagonisme et 

impossible quand les horzones ont des effets qualitativement différents. 

Ainsi, KAT0 et KATSUrcII (1958) pensent que l'AG n'exercerait pas d'action 
3 

inhibitrice sur la destruction "in vitro" de l'auxine et même que cette 

hormone n ' agirait pas par 1 ' intermédiaire de 1 ' auxine (KATO, 1958) . 
H I L L I * ~  et PU~~VES (1961) montrent égaiement que les actions primaires 

de l'acide gibbérellique et de l'auxine ne sont pas liées. Le mode 

d'action de l'acide gibbérellique ~ s t  sans doute plus corqlexe et peut 

intervenir à de multiples niveaux du méta3olisne (LABORIE, 1963 ; JO?TES, 

1973). Sur des feuilles de Begonia rex par exemple (C!ILYAII, 1972) une 

simple addition de saccharose ( 3  5 )  peut supprimer partiellement L'inhi- 

bition de la formation des bourgeons provoquée par l'acide gibbérellique. 

On peut donc penser que l'inhibition due à l'acide gibbérelfique est liée 

au métabolisme glucidiqiie, corme elle pourrait l'être également avec 

d'autres facteurs tels que la lumière (GAWHERET, 1969)- Certains ~uteurs 

suggèrent également que si les gibberellines n'interviennent pas directe- 

ment sur le métabolisme auxinique, leur rôle régulateur pourrait se faire 

par l'intermédiaire de composés phéncliques (GORTAJER et Coll., 1958 ; 

GALSTON et kTAR13URG, 1959 ; LEYH et Coll., 1963 ; GPSPAR et Coll., 1964 ; 

1969. 

Les résultats obtenus 2 l'aide des analogues structuraux des 

bases puriques et pyrimidiques ont mis en relief un certain nombre de 

faits. A faibles doses, les analogues employés aumentent le nonbre des 

bourgeons. Une telle stimulation par les faibles ccncentrations d'analogues 

des bases semble d'ailleurs un phénomène sssez général (SCHAEFFER et 

SOROKIN ( 1966). A doses plus importantes, il y a inhibition gui. peut 

A 

etre suoprimée, selon la nature de l'malogue uUiliçé. 



Les analogues puriques : 2,6-diaininopurine e t  8-azaguanine inhi -  

bent l a  formation des bo-mgeons, i n h i b i t i o n  qui  peut ê t r e  empêchée p:u. l ' adé -  

nine e t  l a  guanine. Bien que l e  mécanisme d ' ac t ion  EU niveau c e l l u l a i r e  s o i t  

encore m z l  connu, il e s t  é t a b l i ,  chez l e s  végétaux supér ieu r s ,  que l e s  ana- 

logues puriques sont des i n h i b i t e u r s  de l a  synthèse des  purines e t  peuvent 

ê t r e  incorporés dans l'ARE (OTAKA e t  Col l . ,  1961 ; HEYES, 1963'0 ; RAGSAVAN, 

1965 ; WEINSTEIN e t  CRIJI?SBERG, 1965 ; LEVIN, 1966 ; KE,Y, 1966 ; ZX~:JER~/AQ, 

1968) ou dans 1'ADM (YANDEL e t  Col l . ,  1954 ; SMITH e t  FSITTHEiJS, 1957) Nos 

r é s u l t a t s  sont  en accord avec ceux de l.iILLE?? (1953), Pli-ULET (19651, 

DOERSCHUG (1968) e t  BIGOT (1971). De manière généra le ,  l e s  e f f e t s  de ces  

analogues sont supprimés par  un apport du métaboli te  normal. Par coil-tre, 

l e s  révers ions  des i n h i b i t i o n s  produi tes  par  l e s  analogues pyrj:midiqces 

sont  souvent p lus  complexes. 

Les travaux concernant l e s  e f f e t s  i n h i b i t e u r s  du 6-azauraci le  

sont assez  peu n o ~ b r e v x  e t  por t en t  par  exemple su r  l e s  bourgeons axil- bu f 
LILLE: 

l a i r e s  de tabac  (SCIII~EFFER e t  SOROKIN, 1965 ) , l e s  gamétophytes c?.'.Açpienitm 
O 

nidus (RAGIIAvAN, 1965) ou l a  f l o r a i s o n  de ~ a n t h i u m  sennsylva.nicum ( COLLI~S 

et Coll .  , 1963 ; SEARLE, 1965 ) . Le p lus  souvent, l e s  i n h i b i t i o n s  peuvent 

A e t r e  supprimées par  l ' u r a c i l e  ou l ' u r i d i n e .  Dans l e  cas  des t i s s u s  de t abac ,  

l a  croissance a r r ê t é e  par  l e  6-azauraci le  peut e t r e  r é t a b l i e  t o t a l e n e n t  

par  l ' u r i d i n e  e t  l ' a c i d e  orot ique  e t  en p a r t i e  seulement par  l ' u r a c i l e  

(SCHAEFFER e t  SOROKIiU', 1966) , Chez Spirodela  pennrylvanieum, l a  d iv i s ion ,  

l ' é l o n g a t i o n  e t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  peuvent ê t r e  bloquées par  l e  

6-azauracile.  La thymine peut r éve r se r  1' i n h i b i t i o n  exercée sur l a  d iv i s ion  c d - -  

l u l a i r e  mais e l l e  e s t  inczpa'llle d 'é l iminer  c e l l e  produi te  sur l ' é longa t ion  e t  

l a  d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e .  L t ~ w a c i l e  par  cont re ,  peut r é t a b l i r  l ' e n ç e ~ b l e  des 

processus (RI~:ON e t  GALUR , 1967). Par a i l l e u r s ,  selon GUILLOT ( 19665) , 



l a  p o s s i b i l i t é  de supprimer l ' i n h i b i t i o n  de l a  fo raa t ion  des rac ines  dépend 

de l a  concentrat ion en 6-azauracile qui  a s e r v i  au trai tement des segnents 

d'lzypocotyles de je-mes p lan t s  de tomate. Les  d i f férences  de comportemei~t 

semblent donc l i é e s  essentiel lement à l a  nature des phénomènes observés, 

au matér ie l  u t i l i s 6 ,  a i n s i  qu' 2 l a  concentrat ion de 1 ' analogue em?loyé. 

Les r é s u l t a t s  obtenus avec l e s  fragments de f e u i l l e s  d'endive cult.iv6s 

en présence de I O - ~ M  de 6-azaiiracile, montrent que l a  diminution du nombre 

des bourgeons peut ê t r e  élimiilée par l ' appo r t  simultané d'uracil-e ou d'wri- 

dine mais auss i  par l a  cyt id ine  ou l ' a c i d e  orotique.  Le 6-azauracile in te r -  

venant dans l e  métabolisme des nucléotides e t  des acides nucl-6iques (ROSS, 

1964 ; BUIATTI, 1968 ; HO$?LAIID e t  YETTE, 1975), s e r a i t  un an t l a6 t abo l i t e  

au sens l a rge .  Son ac t ion  pourra i t  cons i s te r  en une suppression de l a  syn- 

thèse  d 'u r id ine  5 ' -~nono~hbsphate a i n s i  qu' en une i nh ib i t i on  de 13. décarboxy- 

l a t i o n  de l ' a c i d e  orotique qui  s 'accuxulera i t  a l o r s  dans l e s  t . issus (SRO+CXI:~?; 

e t  ABDERSOB, 1963 ; ROSS, 1964). 

Le 5-fl.uorouracile peut per turber  l a  synthese dqAKt (LIIEK~Y ek 

RUYSTEE, 1965 ; K E Y ,  1966 ; GRESSEL e t  GALW, 1966 ; RIMON e t  Coli.  , 1969 ; 

PAFtATJJOTITY e t  \JAREING, 1371 ; ROSE e t  SETTERFIELD, 1/71 ) e t  dftZRN 

(ZEEVART, 1962 ; BONNEF, e t  ZEZVART, 1962 ; IIITSAB e t  LANG, 1965). 11 peut 

s ' incorporer  à l a  place de l ' u r a c i l e  (HEIDELBERGER, 1965) e t  çca ac t ion  

s 'exerce  souvent au niveau du n6taboliçme iie l ' u r a c i l e  e t  de l a ,  thyxine 

( COBEN eY Coll . , 1956) . Les e f f e t s  observgs en pr6sencc de ce t  analogue 

sont souvent t r è s  va r iab les .  S i  dans ce r t a i n s  cas ,  il n ' e s t  52s inh i -  

b i t e u r  (ROSE e t  Co11 . , 1 9 7 0 ) ~  dans d ' au t r e s ,  il f r e ine  ou a r r ê t e  l a  

croissance des végstaux t e l s  We l e s  protonemas ii1ksplen?.u? niPLus 

(COHEIT e t  RAR?ER,  1956) , les algr?eç im icé l l u l a i r e ç  (KI]: e t  GREL:IXC;?, 

1963), les f e u i l l e s  de Xanthiw (C~TPJIY e t  HLYSTUE, 1355) e t  I c e  fre&- 

mentç de Lapinax1'og.iir (RC?SF e t  SE?TERFIELD, 1971 1. Pal- ai l l .euss,  il o, :LG.~,.- 

t u é  que l e  5-fJl;i~orouzâciïe pert-cirbe Ieç divi t i ons  cel . lul .û9:i .es(l i~1~~0~: e t  



TRUHAUT, 1962) r a l e n t i t  l a  rhizogenèse des fragments de topinambour 

c u l t i v é s  " in  v i t r o "  en présence d P a c i d e  naphtyl-acétique (GII:SBTJRG, 1966) a i n s i  

que l a  morphogenèse des p r o t h a l l e s  dlAsplenium nidus (RAGEAVAN, 1968). 

L ' e f f i c a c i t é  des d i f f é r e n t e s  bases pyi-inidiques s u r  l e s  i n h i b i t i o n s  produi.+es 

par  c e t  analogue v a r i e  également en fonction de l a  na tu re  des t i s s u s .  Ains i ,  

avec des fragments de pomme de t e r r e ,  l ' a r r ê t  de l a  cro issance  exercé 

par  l e  5- f luorouiac i le  e s t  l evé  par t ie l lement  par  I ' u rac i l - e  e t  non par  l a  

thymine ou 1' acide orot ique  (OKASAIJA, 1969). La p r o l i f  6 ra t ion  d ' e x p l a n t a t s  

de topinambour e s t  supprimée par  c e t  analogue mais seu le  l ' adénine  peut en 

empêcher l ' e f f e t  ; l e s  a u t r e s  bases puriques ou pyriinidiques n 'ont  q u ' m e  

a c t i o n  f a i b l e  (GARESTIER e t  Col1 . , 1/70). D e  même, l a  croissance  de 

Chlore l la  pyrenoïdoss (KIM c t  GREULACH, 1963) peut ê t r e  r é t a b l i e  pa r  

d i f f é r e n t e s  bases dont l ' o r d r e  d ' e f f i c a c i t é  e s t  l e  suivant  : guanine, 

cy tos ine ,  adénine, u r a c i l e  e t  t h j j i n e  qui e s t  l a  moins a c t i v e .  Enf ic ,  

s i  l e  5-f luorouraci le  peut a f f e c t e r  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  e t  1% d i f fé ren-  

c i a t i o n  de Spirodela o l i g o ~ r h i z a ,  c e t  e f f e t  ne peut ê t r e  6lin:iné n i  par  

l ' u r a c i l e ,  n i  par  i a  thymine (RIP~ÎCIM et GlrLUN,  1967). De plus ,  1 1 e f f i c a c i t 6  

de c e t  analogue sur des fragments de t i g e  de t abac  dépend des concentra t ions  

u t i l i s é e s  (PAULET, 1965). Ains i ,  à IO-'M, l e  5- f luorouraci le  a f f e c t e  à l a  

f o i s  l a  néoformation des bourgeons e t  l e  développement des  c a l s .  L 'addi t ion  

d ' u r a c i l e  ou d 'ac ide  o ro t ique  permet de r é t a b l i r  l a  fo rmat ion  des c a l s  mais 

pas c e l l e  des bourgeons.;  l ' a p p o r t  de t h j x i n e  ou de cytos ine  eut  i n c f f i c a c e ,  

-3 A 10 tir,, l e  dévelopsement des  c a l s  e s t  supprimé to ta lement .  L 'adjonction 

d ' ac ide  orot ique  l ève  c e t t e  i n h i b i t i o n  mais l a i s s e  s u b s i s t e r  c e l l e  exercée 

s u r  l a f o r m a t i o n  des bourgeons. Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus,  eri. 

présence de c e t  anelogue, rcpréçectent  a,l.ors un 6l6nent suppl6nentsire  2 

a j o u t e r  ?i l a  d i v e r s i t é  des e f fe t s  produi ts .  Ln ef fe t ,  si l t i n t i b i t i o n  de 

l a  fornat ion  des bourgeons ne p u t  être é l i a i c ~ e  que ~ a r t i e l l c m e n t ,  c i l e  

l ' e s t  a u s s i  bien par  l ' u r a c i l e  We par 13. cjr t idine eL l ' a c i d e  o r o t i w .  



En plus de l'aqsence de spéciiicité de ces analogues pyrimidiques, 

il faut noter que dans le cas du 5-fluorouracile, les suppressions d'inhi-- 

bition ne sont que partielles. Il est alors permis de se demander si 

l'analowe n'intervient pas dans le métabolisme autrement que par son 

rôle d'antimétaboiite. Dans la glupart des cas, les analogues doivent et re  

transformés en nucléosides et en nucléotides et subissent, copie les bases 

normales employées simultanément, des transformations métaisoliques importantes. 
1 

En outre, ces substances sont vraisemblablement absorbées à des vitesses 

différentes. Il n'est donc guère possible, sans étude bi ochimique détaillGe, 

de donner une explication des levées partielles d'inhibition. 

Un isomère de l'uracile, 1'hydrazi.de maléique que nous axrons 6tudi6 

en même temps que les analogues structuraux des bzses, présente des effets 

qui ont donné lieu à quelques hypothèses. Parmi celles-ci, nous avons cherch6 

à vérifier si cette substance peut agir par 11interm6diaire de l'auxine 

ou des acides nucléiques. L'hydrazide xaléique ne nanifeste pas d'interac- 

tions spectaculaires avec l'auxine. On peut cependant retenir qu'il accentue 

l'effet inhibiteur de l'acide indolyl-acétique sur la n6ofornation des bour- 

geons et qu'employé à fortes concentraticns, il diminue nettezent son effet 

rhizogène. Toutefois, les résultats obtenus ne permettent pas de conclure 

avec certitude que l'hjdrazide maléique intervient ou non par ltinterni6diaire 

du métabolisme auxinique. Par contre, il p e ~ t  être considér6 corrine e.n'ci- 

métabolite de l'uracile car cette base est la seule 2 pouvoir em_r$cher les 

inhibitions. IJFhydrazide maléique présente aussi la particularltg, contraire- 

ment aux autres analogues employés, de pouvcir réduire le nombre des bour- 

geons sans affecter le développernent cli cal. 

La kinétine supprixe les inhibiti ans du boiz-geonnement dues 2 2. 'hy drc- 

zide maléique et stux diff krent s analogues utilises. 1;v.eiques tra-TZUX set'le- 



ment font é t a t  des r 6 s u l t a t s  obtenus en présence d ' inh ib i teurs  e t  de kinét ine .  

Par exemple, sur l e s  t i s s u s  de so j a  (BLADES, 1966), l a  diminution du 

bourgeonnement produite par l e  2,6-diaminopurine ne peut ê t r e  reversée par l a  

kinét ine ,  pas plus que c e l l e  exercée sur  l e s  fragments de feui l l -es  de Sego- 

n i a  ne peut ê t r e  levée par l a  6-benzylaminopurine (BIGOT e t  NITSCII, 1966). 

Par contre,  la ' réfiuction de l a  formation des bo~wgeons produite par  l a  

2,6-diaminopurine sur  des sements  de Chondril-la juncea (KEFFORD e t  CASO, 1972) 

e s t  supprimée pax l a  k inét ine .  Les inh ib i t ions  dues à l a  6-azaguanine ont 

également pu ê t r e  empêchées dans un ce r t a in  nombre de cas (FOEVC'S, 1959 ; 

KATSUMI, 1963 ; BLAYDES, 1966). De l a  même manière, nos r é s u l t a t s  riioiltrent 

que l a  kinét ine  peut s t imzler  l a  n6oformation des bourgeocs par un proezssus 

normâlement bloqué par diTférents analogues. 

Ces r é s u l t a t s  dans l e u r  ensemble précisent  donc 1.' i n t e rve~ i t j~on  

des hormones végétales dans l e s  phénomènes d'orga,nogen.èse des t i s s u s  de 

f e u i l l e s  d'endive e t  confirment l e  l i e n  ex i s tan t  e c t r e  la formation des 

bourgeons e t  l e  métabolisme nucléique. 
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CHAPITRE 1 

ETUDE DE CRITERES BIOCHIMIQUES 

AU COURS DU BOURGEONNEMENT 

Jusqu'à présent, nous nous sonmes efforcé de montrer l'action exer- 

cée, sur la néoformation des bourgeons, par différentes substances de crois- 

sance ajoutées au milieu de culture. Pour avoir une idée plus précise des 

mécanismes liés à la morphogenèse, il est nécessaire d'essayer de préciser 

les modifications qui se produisent au sein des tissus. L'analyse cinétique 

de toutes les transformations biochimiques n'étant pas possible, nous nous 

sommes limité à l'étude de quelques critères mêne si leur choix pouvait 

paraître parfois assez arbitraire. La croissance étant généralement définie 

comme une augmentation irréversible de taille et de poids, nous avons suivi 

l'évolution du poids de matière fraîche et de matière sèche au cours de la 

culture des fragments de feuilles. De plus, il nous a paru utile de préciser 

l'évolution des constituôr-ts fondamentaux tels que l'azo-te et les acides 

nucléiques, en nous attachant  lus particulièrement au métabolisme de 

l'Am qui semble orienter les phénomènes d'crgmogenèse. 



A) E V O L U T I O N  D E S  C R I T E R E S  U T I L I S E S  

1') Evolution du poids de matière fraîche e t  de nat ière  sèche 

Le poids de matière sèche augmente régulièrement au cours de l a  

culture,  a lors  que l e  poids de matière fraîche diminue ( ~ i g u r e  14) .  Cette 

baisse r e f l è t e  en f a i t  l a  déshydratation des t i s s u s  au cours de l a  culture.  

_____Q) 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  1 2  jours de 
culture 

figure 15 : EPoltion du p i d s  de matirre frafche (P.F.) et du poids de ratière 

rècqt (P.S.) au cours de l a  culture de fmgnenta de leuilles d'endive. 

Le8 rdsultats sont exptim6i en mg/e@antat, 

2') Evolution des teneurs en azote 

La quantité d'azote t o t a l  augmente jusqu'au 10e jour de cul ture  

puis baisse ensuite légèrement (Figure 15). Cette augmentation e s t  due 

tan tô t  à l 'azote  soluble, tan tô t  à l ' azo te  protéique. Afin de préciser  

leurs  variations re la t ives ,  nous avons évalué l ' azo te  protéique par rapport 

à l 'azote  t o t a l  (Figure 16). Pendant l e  l e r  jour, il y a une baisse de l a  

d'azote 3rotéique qui retrouve sa  valeur i n i t i a l e  dès l e  2e jour. 



0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  12 jours de 

culture 
Figure 15 a h o l u t i o n  de8 teneurs en azote to ta l  (B.T. ), soluble (E.S.) et  

protéique (H.P.) au coure de l a  culture de fra-ntn de f e u i l l e s  

d'endive. Les rksuïtats sont exprimée en mg/explsntat. 

culture 

Figure 16 : k o l u t i o n ,  &ans l e s  fra-p\entcn de f eu i l l e s  d'cnbive oultivke 
=in vitro", de l a  quantite detsote  yrotêiqua 6M-Luéa en 

pwcentage  de Ia gumtit.6 d'azote to ta l  (g $1. 
HT 



Cette diminution qui coincide avec une augmentation de l'azote soluble, 

peut correspondre à des phénomènes de lyse liés au prélèvement et à i'ense- 

mencement des explantats. Il y a ensuite deux périodes où le pourcentage 

d'azote protéique augmente considérablerilent. La première se manifeste du 

2e au 8e jour, avec un optimum au 5e jour de culture, la seconde débute 

au 8e jour et se oaractérise Far une remontée de la teneur en azote protéique. 

3O) Evolution de l'ADN 

L'incorporation de t h y m i ~ ~ e - ~ ~  dans l'ADN au cours de la culture 

des tissus de feuilles se caractérise par : ( ~ i ~ u r e  17) 

culture 

Figure 17 : Evolution, dana Ics f r w t s  de feuilles d'endive ctiltivés "in 

vitro". de 1'A.D.E. (ene/e*plantat] e t  de son activité spécifi- 

q w ~  (A.s. en c.p.n//c/g ~'A.D.s.). 

Après des terq-18 éche3mnés de O 8 12 jours, 1x1 explmtots sont 

& a incuber È l a  l k è r c ,  pnàr_nt 5 heures, en présence d'une 
3 miution de thgr;ine- tl (17 ci/& à l O , & C ~ / i n l .  



- une phase de latence, durant les trois premiers jours, au Cours 

de laquelle l'activité spécifique augmente faiblement alors que la teneur en 

ADN diminue légèrement puis se stabilise. L'accroissement de l'incorporation 

du précurseur radioactif est donc contrebalmcée, surtout au ler jour de 

culture, par une intensification de l'activité nucléasique qui explique 

la stabilité de la teneur en ADN et inplique l'absence de division cellulaire. 

- une *haLe d' incorporation importante du 3e au 6e jour de culture, 
accompagnée d'une augmentation, de plus du double, de la teneur en ADN ; ce 

qui correspond à une période de synthèse d'ADN et de divisions cellulaires 

intenses. 

Il y a ensuite diminution progressive des activités de synthèse qui 

se stabilisent à partir du 9e jour de culture, à un niveau qui reste assez 

élevé. 

4') Evolution de 1'ARN total 

La teneur en ARN total et son activité spécifique mesurée par 

incorporation de 32~, évoluent au cours de la culture (~i~ure 18). Pendant 

les deux premiers jours, il y a une synthèse active suivie d'une accumulation 

d'ARN après 5 jours. L'activité spécifique diminue brutalement à partir du 

3e jour de culture, puis est stimulée à nouveau vers le 7e jour ; elle est 

alors suivie d'une petite augmentation de la quantité d'ARN au-delà du 8e 

jour. Bien que d'amplitude beaucou- plus faible, nous avons retrouvé 

constamment cette deuxième phase de synthèse, au cours d'expériences suc- 

cessives, quel que soit le précurseur radioactif utilisé. Pour déterminer 

les activités de synthèse, il faut parfois tenir compte du "pool" des 

nucléotides solubles dont les variations peuvent se répercuter sur l'inten- 

sité de l'incorporation au niveau des acides nucléiques (SAGIIER, 1966). 

Le calcul du pourcentage de radioactivité incorporée dans 1'ARN par rapport 



culture 

figura 18 : Evolution, dans l e s  Fr-nts d'endive cùltiv6s "in vitrow, de 

1'A.R.H. (cn@/explantat) e t  de son act ivi té  np6ciiique (A.s. en 

c . p . d w  d'A.R.8.). 

Les explantats sont incubés pendant 5 heureu, ?? l a  lumière, en 

prtisence d'une solution de phosphate de sodium ( I I ~ H ' % ~ )  i 
bpCi/ml.  

à la radioactivité totale absorbée (au niveau des nucléotides solubles et 

dans ~'ARN) peut servir de critère pour comparer la fréquence d'incorpore- 

tion aux sites de synthèse et dans le "pool1' des nucléotides solubles. 

14 Les expériences réalisées à l'aide d'uracile- C et d'acide orotique-14C 

(VASSEUR , 1972) ont confirmé la prédominance de 1 ' incorporation au niveau 

de 1'ARN. - 



5O) Evolution de l'activité ribonucléasique 

Nous avons exprimé ltactivi.té ribonucléasique par rapport à la 

quantité de protéines ainsi qu'en fonction de la teneur en ARN (~igure 19).  

Ce dernier mode de représentation nous a paru susceptible de traduire de 

manière plus précise le métabolisme de l'acide ribonucléique au cours de la 

culture. Toutefois, quel que soit le mode d'expression, nous constatons 

pendant les deux premiers jours de culture, une exaltation de l'activité 

ribonucléasique suivie d'une baisse, qui correspond à la oériode d'accumule- 

culture 

19 : Eoolutioa. au cours de fa culturc de fragnteats de feuilles d'endive, 

68 ltectirit6 ribonuclb&sique expride en mi t66  enr--tiques par. 

mg de proteines (-1 ou en unités enzymatiques parpg dl~.!t.f.(EA R.H . - 



tion de llARN (figure 18). L'activité catabolique croît à nouveau à partir 

du 5e jour de culture et se poursuit le 6e et le 7e jour ; elle correspond 

alors à une mise en disponibilité de nucléotides nécessaires à la deuxième 

phase de synthèse dlARN. L'activité nucléasique se ralentit ensuite pour 

s'accentuer à nouveau à partir du 12e jour de culture. 

L'activité ribonucléasique présente donc delu optimums qui 

correspondent l'un, au début de la culture, à la mise en disponibilité 

des nucléotides nécessaires aux mitoses, et l'autre à un départ progressif 

des précurseurs d'-4RN vers les bourgeons au fur et à mesure de leur fornation. 

6 O )  Evolution des nucléotides de l'Am total 

Le métabolisme de 1'ARN total varie au cours de la culture des tissus 

de feuilles. Parallèlement aux différences quantitatives, on peut penser qu'il 

y a des variations d'ordre qualitatif soulignant la prgsence de sy~lthèses 

nouvelles ag moment où se manifestent les processus m~rpho~énétiques. Dans 

certains cas, en effet, une relation entre la formation des >organes et la 

composition en nucléotides des ARN totaux a été mise en évidence. Ainsi, en 

plus d'une élévation de la quantité d'ARN, le bourgeonnement peut être accom- 

pagné soit d'une augmentation du rapport !~@/GI.IP (SCHNEIDER et Coll., 1969)~ 

soit d'une diminution (CHLYAH et Coll., 1971). Dans d'autres cas, il nty a 

pas de changement dans la répartition des différents nucléotides ; il en est 

ainsi entre les bourgeons végétatifs et floraux de Xanthium par exemple 

(ROSS, 1962). 

La composition nucléotidique de l'Am total des tissus de feuilles 

d'endive est assez semblable à celle d'autres tissus (CLICK et HACKETT, 

1966, LOENING, 1968, POULSON et BEEVEgS, 1973, IBiWiIM et Coll., 1975) avec 

en particulier une teneur élevée en acide guanylique. Les rapports entre 

les différents nucléotides, y compris le ra3por-t I?I@/GMP ne changent guère 



au cours de la culture  a able au 35 ) . Seule 1 'uridine monophosphate, se 
distingue des autres nucléotides par un appauvrissement en début de culture 

suivi d'un enrichissement à partir du 5e jour, mais les écarts observés 

restent faibles. 

W l Z P - U  35 : Evolution, eri fonctior: du t e q s  de cu l tu re ,  de l a  conposition nucléo- 

t i d i q u e  de l1kTd? g l o b d  (en no~cbre de ~ o l e s  d'un nucléot ide pour 100 

nioles du nélange). Les va leurs  nu.ri6riques représec ten t  l a  moyenne 

de t r o i s  mesures. 



~'~tilisation du phosphore-32~  a able au 36) montre que le pourcen- 

tage de radioactivité incorporée au niveau de l'acide adénylique diminue 

après 3 jours de culture. L'acide uridylique par contre, évolue en sens 

inverse ; après avoir diminué en début de culture, le pourcentage de 

radioactivité incorporée au niveau de ce nucléotide augmente à partir du 

TABLEXU 36 : b o l u t i o n  du pourcentage de r a d i o a c t i v i G  &corPoré dans l e s  nuc léo t ides  

ae ltAR1i t o t a l .  Après des temps de c u l t u r e  échelonnEs de O à 12 jours ,  

l e s  explantets o n t  é t é  mis à incuber  pendant 5 heüres ,  à l a  lumière, 

en  présence &'une s o l u t i o n  de phosphate de ~ o d i i m i - ~ ~ ~  à 40 ) ~ C i / n i l .  

A M P  

- 
U M P  

1,17 

---- 

1,43 

1,41 
----- 

1,54 

---- 

1,14 

1 ,03 

----- 

O ,96 

0,83 

--------- 

O ,82 

-- -- - - 

0,89 

---- 

O ,82 

.. 

1 

TEXPÇ DE 

(en jours )  

O 

---- - 
1 

----------- 

2 

-- - - - -- - -- 

3 

4 

------------------ 

5 

6 

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

7 

---- -- 
8 

------------- 

l e  

----- --- ----- 

12 

& 

A M P  

28,33 

----- 

30,39 

----- 

3C,57 
- - - - - - . 

30~98 

------------------.-- 

26,97 

26,43 

- 

25,63 

22,71 

---------- 

23,92 

--------- 

25,80 

24,53 

G M P  

26,05 

25-91 

25,49 
- 

25,22 

26,91 

26,55 

26,34 

- 
27,05 

. 

24,97 

23-05 

26,62 

C M P  

2?,52 

------ 

22,52 

--- 

22,29 
- - - - 

23,68 

22,47 

--. 

21,26 

-.--A 

21,40 

22,88 

+--- 

21,97 

- 

21,59 

-- 

19,lO 

U M P  

24,lO 

21,28 

21,65 
- 

20,12 

------- 

23,65 

25,76 

-----------. 

26,63 

-.-- --- 

27,36 

-- 

29,14 

- 

28,75 

29,75 

A V P  

- 
~ M P  

1 ,O9 

1,17 

1,20 
------ - 

i,23 

- 

1,oo 

0,99 

0,97 

0,84 

------- 

0,96 

---- 

1 ,O8 

0,92 



4e jour. Les fluctuations dans 1 ' incorporation concernent donc essent iel-  

lement l ' ac ide  adé~yl ique  e t  l 'acide uridylique. Les rapports entre  l e s  

d i f fé rents  nucléotides r e f l è t en t  ce phénomène. En par t icu l ie r ,  l e  rapport 

AMP/UMP s 'élève en début de culture e t  présente un optimum (=1,54) vers 

l e  3e jour puis diminue jusqu'au 7e ou 8e jour (=0,80) e t  se s t ab i l i s e .  

Le rapport AMP/GbP évolue de l a  même manière mais avec une amplitude 

nettement plus fa ib le .  

L 'act ivi té  spécifique des d i f fé rents  nucléotides évaluée en fonction 

du temps de culture ( ~ i g u r e  2 0 ) ,  confirme que s i  l e  métabolisme de l 'adénine 

A.S. 

-4- A M P  

..... + .... CM P 

.- UM P 

.,,,+,,, C;M P 

culture 
Figure 20 : Evolution de lmactirit< spécifique (A.S. ec c.p.a. x 1 0 ~ / ~ l e  de 

nucléotide) des nucl6otidcs de l'Am total. Après des tapa échelon- 

n65 de O a 12 jours, les cxplantats ont été mis à incuber pendant 5 

heures, a la luaière, en présence d'me solution de phosphate de sodium 

?P a bOpi/d. Acide sdénylique (A N P). acide cytidylipue ( C  H P) 

acida guwlique (G M P) et acide uridyliquc (U W P). 



monophosphate est prépondérant, celui de l'uridine monophosphate est modi- 

fié à partir du 4e jour de la culture. 

B) E V E N E M E N T S  M O R P H O G E N E T I Q U E S  E T  C R I T E R E S  

B I O C H I M I Q U E S  

La prolifération des disques de feuilles d'endive débute à l'extré- 

mité basale des faisceaux cribro-vasculaires par de petites pustules qui 

se développent pour former un cal au sein duquel prennent naissance les 

bourgeons. Dans les conditions habituelles de culture, l'épiderme et le 

parenchyme ne sont pas des éléments indispensables à la néoformation des 

bourgeons. Afin de préciser le rôle des différents tissus, nous avons réali- 

sé un certain nombre d'essais. 

Si on enlève l'épiderme et un peu de parenchyme sur les deux faces 

des explantats, le nombre des bourgeons néoformés ainsi que leur développe- 

ment sont identiques à ce que l'on peut observer sur des fragments témoins. 

Des fragments d'épiderme ou de parenchyme ensemencés sur le milieu 

de base habituel se nécrosent sans avoir proliféré. Toutefois, s'il reste 

au sein du parenchyme, des morceaux de faisceaux libéro-ligneux, il y a, à 

ce niveau, prolifération et apparition d'ébauches de bourgeons. La prolifé- 

ratcon peut même gagner les tissus parenchymateux, si les tissus vasculaires 

sont suffisamment importants. 

Les faisceaux cribro-vasculaires isolés donnent naissance à des 

excroissances qui apparaissent de façon polarisée à l'extrémité basale des 

nervures. On observe également de minuscules zones blanchâtres tout au long 

de la nervure qui peuvent, exceptionnellement sur le milieu de base, mais plus 



régulièrement sur un milieu plus riche (I~URASHIGE et SKOOG par exemple) , 

donner naissance à de petits bourgeons. La présence de ces petites zones 

de prolifération et leur pouvoir organogène expliquent l'apparition de 

bourgeons en des endroits inhabituels, ces bourgeons sont toujours en 

relation avec un faisceau cribro-vasculaire. De même, si au cours de la mise 

en culture on met à nu un élément vasculaire, la prolifération cellulaire 

est favorisée à ce niveau. 

Sur le milieu de base, les faisceaux cribro-vasculaires sont donc 

indispensables à la prolifération cellulaire et à la format ion d'organes ; 

les épidermes et le parenchyme sont inertes. Toutefois, ces tissus, sur 

des milieux plus riches, sont doués de propriétés organogènes (LIEBERT et 

TRAN TKANH VAN, 1972). Ce fait fut d'ailleurs confirmé par COUILLEROT (1973) 

qui a montré que sur le milieu de MüRASHIGE et SKOOG, additionné de lait de 

coco et de 6-benzylaminopurine, la prolifération des épidermes de feuilles 

étiolées ou non est possible mais leur pouvoir organogène dépend de leur 

origine ; ceux prélevés sur des feuilles chlorophylliennes sont plus 

rhizogènes. 

Différents auteurs ont fait l'étude histologique de ces cultures. 

TOPONI (1963a et b) s'est intéressée aux modifications provoquées par des 

substances de croissance (AU ; 2,4-D ; kinétine). PROFWO (1967)~ PROFUMO 

et DAMER1 (1969) ont recherché les cellules responsables de la prolifération 

cellulaire. Quoique le matériel utilisé soit différent, ces auteurs ont 

souligné une relation entre l'importance du cal et celle des nervures. 

COUILLEROT et Coll. ( 1978) ont étudié systématiquement le devenir des 

différents tissus au cours de la culture des fragments de feuilles étiolées 

d'endive. Ce travail met en évidence le rôle des tissus conducteurs dans 

les phénomènes de prolifération et précise les modific~tions histologiques 

qui correspondent d'une part, à l'apparition des divisions cellulaires 



et d'autre part, à l'initiation des méristèmes caulinaires. 

Ainsi, dès le 2e jour de culture, les cellules du parenchyme 

vasculaire situées entre les vaisseaux du xylème,présentent des noyaux 

volumineux. La prolifération de ce parenchyme vasculaire débute effective- 

ment au 3e jour, elle affecte d'abord des cellules situées à quelques 

millimètres de l'extrémité basale, puis s'amplifie et gagne l'extrémité 

basale du faisceau. Vers le 4e ou le 5e jour de culture, lorsque le cal 

apparaît, les cellules périfasciculaires commencent à proliférer et les 

cellules du mésophylle se cloisonnent activement. La prolifération, en 

s'intensifiant, gagne d'autres tissus ; seul l'épiderme demeure totalement 

inerte. L'apparition des premiers nodules méristématiques a lieu à partir 

du 6e jour de culture, au niveau du parenchyme néoformé d'origine vasculaire. 

En rapprochant ces observations histologiques des résultats 

antérieurs (~igure 21), nous pouvons considérer différentes étapes dans 

la formation des bourgeons. 

A.D.N. 

N.P, 

A.R.N. 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  12 jours dë 

culture 
F i ~ e  21 a Principales Étapes de la néofonestion de bourgeons à partir 

de fhpents de feuilles d'endive cultids sur le milieu de 

baae. 

ai relation avec l'apparition des prenières divisions celluîaires (3e jour), 

et le dkbut de la différenciation des initims méristématipues (6e ou 

t e  jour), nous avons fait figurer les périodes oiî lei teneurs en azote 

proteipus (H.P.) sont élwkes et les synthaaes d'A.R.B. et d'A.D.H. irn- 

prtaates. 



- une cellulaire liée au t'r~i~~mati~xe et & 1, suppression 

des corrélations tissulaires. Elle se manifeste dss le ler jour de culture 

par une diminution de la teneur en AEA ei; sutou% en protéines. La cpanti-té 

dtARN est plus stable, mais cornme durant ces premières 2b heures, l'activité 

ribonucléasique ainsi que 1s synthèse d'ARH sont assez 63.~vSes, il faut 

admettre que les pi~énoinènes ailaboliques équilibrent le cataboliwne e t  que 

les produits de d6grada.t ior, peuvent. être à 1 'origirie de no~i~el!.es cytlth$ses. C'est 

donc une période de remaniemen~s profonds qui pe~zl; durer de qurlquer heures 

deux jours, suivwt le natériel utilisé (LIFETZ, 1967 ; hSF?AUI>, 1970 ; I,ACiJ&?PE 

et STEIMAPJ, 1970a ; BIGOT, 1971 ; YEOl4AN et AITCIIISOI?, 1973) et au coi i rs  

de cette période, les cellules pcaéparent leurs ciivisions. II y a erisuite 

une prédominance nette des synthèses et apparition a2 3e jotir de culture des 

premières divisicns cellulaires qui s'accélèrent pou- lorm-r :me zaaçse de 

cellules indifférenciées. Cette phase d'activation cornprerld donc l'ensemble 

des réactions biochimiques qui conduisent aux premières nitoses et accompc-- 

sent la dédifférenciation des cellules dont le processus géneral a Et6 

décrit par BWAT ( 1944-45). 

- une étape dtorganisaticn qui est caract6risée 2ar I.'appai.i- 

tion des premiers nodules méristématiques après 6 jours de culture. Ce 

processus d'organisation débute avec une dzuxième xrague de synthèses, gui 

sont parfois moins importantes que celles constatées air cours de la phase 

d'activation. ~arallèlerrient , la prolifération cellulaire s 'mp1i.f ie a 

Parni les constituants biochimiques envts~g6s, lt6volution de 

1'ARN reflète le plus fidèlesexl% les modificat,ionç histologi.ques observées ; 

de plus, c'est le signal. le plus r;r6coc!r des divisior:~ cellulaires et de 

l'apparition des rodüles ~riérist6~ati-es. De nodr;reu chercheurs ont nis 



en évidence l e  r ô l e  des acides ribonucléiques dans l e s  phénomènes de 

croissance e t  de d i f fé renc ia t ion  c e l l u l a i r e  (HEYES, 1963a) . Avec des cel- 

l u l e s  d 'érable par exemple, SHORT e t  Coll. ( 1969) ont montré que l a  s p t h è s e  

dtARN débute avant l e s  d ivis ions  des c e l l u l e s  e t  s ' a r r ê t e  avant qu ' e l l e s  ne 

cessent ; il en e s t  de même avec des cu l tu res  de t i s s u s  de rose (NASH e t  

DAVIES, 1972). On peut également noter de f o r t e s  augmentations de l a  teneur 

en AFIN l o r s  de l a  formation de bourgeons par  des fragments de racines  

d'endive (GWOZDZ, 1 9 7 3 ) ~  de f e u i l l e s  de bégonia (CHLYAH e t  Coll. ,  1971 ) , 

de protonéma de mousse (SCHPEIDER e t  Coll . ,  1969 ; RATAJCZEX e t  

sZWEYKOWSKA, 1973) ou de t i s s u s  de tabac (THORPE e t  IIIIJRASHIGE, 1970). 

Selon KOVACS (1971a, b ,  c ; 1972) l a  croissance des t i s s u s  de tabac e t  l a  

formation des bourgeons dépend des rapports  ARN/ADN e t  histones/ADN . L'ART 

e t  l e s  h is tones  auraient  un rô l e  primordial dans l a  régulation des phénonènes 

d ' organogenè s e . 
En cu l t ivan t  des t i s s u s  de f e u i l l e s  d'endive, nous avons pu mettre 

en évidence une première synthèse dtARN (optimale au 2e jour)  q-di précède 

l ' appa r i t i on  des divis ions  c e l l u l a i r e s  e t  une seconde (optircale au 7e jour)  

qui  e s t  concomitante de l a  formation des nodules méristématiques. Ainsi ,  

après une phase d ' ac t iva t ion  mitotique, ca rac té r i sée  par une synthèse impor- 

t a n t e  dtARN e t  un rapport  nucléotidique M@/uMP élevé (=1,54), il y a une 

phase organogène marquée par une seconde synthèse dtARN,moins importante 

e t  un rapport AMP/UMP plus  f a i b l e  (=0,80). Les deux étapes de l ' é l abo ra t i on  

des bourgeons auraient  donc des besoins en ARN d i f f é r en t s  t a n t  du point  de 

vue quan t i t a t i f  que q u a l i t a t i f .  



C) I M P O R T A N C E  R E L A T I V E  D E S  D E U ' X  S Y N T H E S E S  

D ' A R N  

L'apparition des bourgeons est liée à la formation d'un cal plus 

ou moins développé, mais il n'est pas possible de supprimer la prolifération 

cellulaire sans inhiber simultanément la néoformation des bourgeons. 

De même, le nombre des bourgeons est variable, on peut l'augmenter 

ou le diminuer mais il est pratiquement impossible de supprimer le bourgeon- 

nement sans supprimer également la prolifération cellulaire. Ainsi, 

- 5 1'hydrazi.de maléique, à 10 My réduit la néoformation des bourgeons ; cette 

inhibition peut être éliminée par l'uridine à condition que les explantats 

possèdent encore l'aptitude à proliférer (VASSEUR et BOURIQUET, 1973). Dans 

d'autres cas, si l'arrêt du bourgeonnement n'implique pas celui de la 

prolifération, il entraîne la formation de racines. Par exemple, le 2,b D 

-6 à 6.10 M, provoque l'apparition de cals volumineux qui semblent dépourvus 

d'organes (VASSEUR, 1966a ); mais leur examen histologique montre qu' ils 

renferment une multitude d'ébauches racinaires dont la croissance est 

inhibée. 

Dans la mesure où il était impossible de disjoindre totalement 

prolifération cellulaire et bourgeonnement, nous avons étudié l'influence, 

sur la synthèse dlARN,de facteurs susceptibles de modifier la néoformation 

des bourgeons tels que l'auxine, la kinétine ou l'hydrazide maléique. 

1') Action de la kinétine et de l'auxine 

-6 C'est en présence de 10 M d'auxine et de IO-~H de kinétine que 

la prolifération est la plus importante  ableau au 3 7 ) ,  c'est aussi dans 

ces conditions pue la synthèse d'ARS au 2e jour de culture est la plus 

intense  a able au 38). Ni 1 'amine, ni la kinétine employées séparèment , 

ne stimulent cette synthèse qui diminue même légèrement. Il y a donc un 



TAELEAU 37 : Action de l ' a c i d e  jndolyl-ecétique (AIA) e t  de l a  

k i n é t i n e  ( K ) ,  a s soc iés  ou non, sur l e s  phénomènes 

dlorganogenèse manifestés  par  des fregnents  de f e u i l -  

l e s  d'endive c u l t i v é s  " in v i t r o " .  

Le  nom5re noyen de bourgeons par  e q l a n t a t  e s t  déterminé &près 

40 jours  de c u l t u r e .  Le nonbre de c r o i x  (+)  indique l ' ixnpcrtancr 

re la tLve  de l a  p r o l i î é r a t i o n  c e l l u l a i r e .  

, 

NOI.BRE I.:OYEN 

DE BOURGEOIIS 

2,OO 

1,50 

3,40 

6,95 

CONDITIOI~S DE 

CULTURE 

Milieu à e  base 

" + A I A  10-~M/l 

+ K I O - ~ M / ~  

1' + A n  1 0 - ~ ~ / 1  

+ K 10-~f4/1 

PROLIE'EMTI~? 

CELLULAIRE 

+ 

+ 

t 

+ + 

TABLFAU 38 : Action de l ' z c i d e  icdolyl-acét ique (AM) e t  de l a  

k i n é t i n e  ( K )  , assoc iés  ou non, s u r  l ' a c t i v i t é  spéc i f ique  

(AS) de l'AX1: e x t r a i t  des t i s s u s  d'endive. 

CULTURF 

Milieu de base 
- - - -- - - - - - - - - - - -- - - 
" + AIA IO-'M/I 

" + K I O - ~ M / I  

- - - - - - - -- -- - - - - - - 
+ A I A  10-~?4/1 

+ K 1 0 - 5 ~ / 1  
* 

Les fr-ents de f e u i l l e s  p r i s  avent  l'ensemencement ( O ) ,  au 2e jour  

ou au 7e jour de l a  cu l tu re ,  son t  nis à inc r>er  pendant 5 heures ,  

à l a  luzrière, en présence d 'une s o l u t i c n  de phosphate de s o d i ~ n - ~ %  

à 40 pCi/ml. Les va leurs  représen ten t  l a  noyenne de t r o i s  expériences.  

7 e  jour 

82 
- -- - - - - - - - - - - - 

86 

184 
- -- - - -- - - - - - - - - 

2 16 

O 

36 
. -- - - - -- - - - - 

- 

- 
- - -- -- -- -- - - - 

- 

2e jour  

162 
- - - - - - -- - - - - - . 

149 

142 
- - - - - - - - - - - - 

214 



certain parallèlisme entre la prolifération cellulaire et la synthèse dvARN 

au 2e jour de culture, 

~ ~ r è s  7 jours de culture, l'augmentation de la synthèse d'ARN 

correspond à un plus grand nombre de hourgeons néoformés, De plus, si 

la kinétine (IO-~M) n'agit pas sur la synthèse d'ARN au 2e jour de culture, 

elle stimule de manière très intense celle du 7e jour, à tel point qu'elle 

devient plus importante que la première. 

2O) Action de l'hydrazide maléique 

L1hydrazide maléique à 2. I O - ~ M  ne modifie pratiquement pas le 

développement du cal mais réduit le nombre des bourgeons (~zbleau 39) . 
simultanément, il diminue la synthèse d'mil au 7e jour de la culture. Cet 

-4 effet peut être supprimé par 2.10 M d'uridine  ableau au 40) qui à elle 

seule, ne modifie pas la synthèse d'ARM mais supprime l'inhibition du bour- 

geonnementprovoquée par l'hydrazide maléique. 

TABLEAU 39 : Action de l 'hydrazide n e l é i o i e  (H?.) e t  Ce l ' u r i -  

dine,  a s s c c i é s  ou non, s u r  1c.s phéxionènes d'organo- 

genèse manifestés  p a r  des f r a p ~ n t s  de f e u i l l e s  

d'endive c u l t i v é s  "in v i t ro" .  

COIiDITIONS DE 

CULTURE 

Milieu de base 

+ HN 2 .10-~tr1/1 

" + U r i d i r ~ e - ~  
2.10 M l 1  

" + HM 2.10-~1.1/1 

+ Uridine-l, 
2.10 1-13 

" + HM 6. 1 0 - ~ ~ / 1  

Le nombre moyen de bourgeons p a r  exp1ante.t e s t  déterminé zprès  

40 jours  de cu l tu re .  

PRuLI FERATIOTi 

CELLULAIRE 

+ 

+ 
-------------- 

+ 

+ 

- 

NO:.BRE ElOYEN 

DE BOURGEOXS 

2,55 

0,92 
------------ 

2971 

2,47 

O,  19 



TABLEAU 40 : Action de l ' hydraz ide  maléique ( H N )  e t  de l ' u r i d i n e ,  

assoc jés  ou non, s u r  l ' a c t i v i t é  spéc i f ique  (.E) de 1'mY 

e x t r a i t  des  t i s s u s  d'endive. 

Les f r a m e n t s  de f e u i l l e s  p r i s  avant l 'ensenencenent  ( O )  ,au 2e jour OU 

au 7e jour de l a  c u l t u r e ,  s o n t  m i s  à incuber  pensant 5 heures ,  à l a  l m d è r e ,  

en présence d'une so lu t ion  de phosphate de S O ~ ~ U N - ~ ~ P  3 40 )iCi/ml. Les 

va leurs  représen ten t  l a  noyenne de t r o i s  expériences.  

-5 A 6.10 M ,  l ' hydraz ide  maléique inhibe  presque totalement l a  

forniation des bourgeons e t  diminue fortement l e  66veloppement du cal a i n s i  

que l e  pourcenta.ge d ' exp lan ta t s  capables de p r o l i f é r e r .  La synthsse d'ARN 

e s t  a l o r s  r é d u i t e  non seulenent  au 7e jour de c u l t u r e  mais auss i  dès Te 

2e j o u r ,  

D I S C U S S I O N  E T  C O N C L U S I O N S  

Avant l e s  premières d i v i s i o n s ,  des modif ica t ions  biochimiques i n t e r -  

viennent au s e i n  des exp lnn ta t s ,  Ind6pendamment du maté r i e l  u t i l i s é ,  des 

synthèses précoces d'ARP? sont  à l ' o r i g i n e  de l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e ,  

que c e l l e - c i  s o i t  accompâgnée ou non d'organogenèse. Dans l e s  hypocotyles 



de tomate par exemple, GUILLOT ( 1966a) a montré que si la rhizogenèse 

s'accompagne d'une synthèse d'DN, c'est surtout la synthèse d'ARN qui 

caractérise et conditionne la formation d'organes. De plus, cette synthèse 

qui se produit pendant les trois premiers jours, est une condition néces- 

saire mais non suffisante, car elle peut avoir lieu sans qu'il y ait 

formation de racines. Elle n'est donc qu'un aspect de la potentialité 

des boutures de tomate à produire des racines. Des synthèses précoces 

dlARN et de protéines ont également été mises en évidence au cours de 

l'induction des racines adventives sur des fragments d'axes Facinaires 

de plantules de Cicer arietinum et de Vicia faba (JALOUZOT, 1971). 

Les résultats obtenus avec les tissus de feuilles d'endive, 

en accord avec les travaux antérieurs, précisent en outre qu'il y a deux 

périodes de synthèses d'Am total, l'une précédant la phase de division 

cellulaire, l'autre annonçant la néoformation des bourgeons. 

Depuis les travaux de SKOOG et de ses collaborateurs, on connaît 

le rôle important joué par l'amine et les cytokinines dans les phénomènes 

de prolifération cellulaire et d'organogenèse. On sait que l'auine règle 

l'entrée d'eau dans les cellules végétales ainsi que la croissance de la 

paroi cellulaire (FU, 1969) ; elle intervient aussi sur le métabolisme 

des acides nucléiques (SILBERGER et SKOOG, 1953 ; SKOOG, 1954 ; 1955). De 

nombreux auteurs ont confirmé le rôle de l'acide indolyl-acétique dans 

la synthèse de 1'LQN (-K!~Y et S M N O N ,  1964 ; ESNAULT, 1967 ; TREWA'JAS, 

1968 ; MIASSOD et Coll. , 1969 ; L4ASUDA et Er&41SA%A, 1969) ou de l'ADN 

(HOUI et KEY, 1969 ; KAMISAKA et bIASUDA, 1970 ; SIIkIARD, 1971). Les 

c>.tokinines induisent les divisions cellulaires (DAS et Coll. , 1956 ; 

1958 ; NAEF, 1972 ; ZWkR, 1973) et interviennent dans le métabolisme 

des acides nucléiques (SKOOG et ARMSTROXG, 1970 ; JACOBSEN, 1977). La 

présence de ces cieux susbstances est nécessaire au déroulement complet du 



cycle cellulaire ( JABLONSKI et SKOOG, 1354 ; DAS et Col1 , , 1956 ; SKOOG et . 
MILLER, 1957 ; NISHIYWA et TAIRA, 1966 ; NITSCH, 1968b et c ; BRYAEE, 1976. 

Les résultats que nous avons obtenus avec les fragments de feuilles d'endive 

confirment que la prolifération cellulaire et la néoformation des bourgeons 

sont régl6s pax l'équilibre hormonal intra-tissulaire qui influe aussi sur 

la synthèse des acides ribonucléiques. 

L'adjonction, au milieu de culture, de ces deu.x hormones ou 

dlhydrazide maléique montre que la prolifération cellulaire est liée à la 

synthèse dlARN qui a lieu au 2e jour de culture, la seconde qui se manifeste 

au 7e jour de culture oriente les processus d'organogenèse. L'importance re- 

lative de ces deux synthèses peut être influencée par différents facteurs 

qui modifient simultanément l'intensité de la callogenèse ou du bourgeonnement 

Les phénomènes de morphogenèse peuvent cependant être définis 

par la répression ou la dérépression strictement contrôlée du &nome. 

Ainsi, les expériences de FELLENBERG (1967 ; 1969)~ sur la formation des 

racines, suggèrent qu'il y a une action des ho~mones au niveau. de la liai- 

son : ADN-histones ; le traumatisme suivi ou non d'action hormonale, provo- 

querait l'hydrolyse de certaines histones entraînant la ddrSpression di1 

génome, ce qui conduit à admettre l'existence de protéines dont la synthèse 

est "hormone-dépendante" ( GUERN, 1972) , Mais suivant le système biologiq,~e 

étudié ou le protocole expérimental utilisé, le point d'impact moléculaire 

de l'hormone peut correspondre à l'activation d'espèces variées d'acides 

ribonucléiques (JACOBSEN, 1977). 

Nos observations sur le comportement particulier des nucl6otid.e~ 

adériylique et uridylique zu sein de 1'.LlN total montre qu'il existe des 

différences qualitatives entre les deux synthèses qui se produisent au 



cours de l a  cu l tu re  des t i s s u s  de f e u i l l e  d'endive. Toutefois,  bien que ces , 

r é s u l t a t s  pemettel i  t de distixigaer deux 6ta.pes dans f e Frocessus du bourgeon- 

ne,nent,ils n'apportent qu'une image globsie de phénomènes qz.; sont sans 

doute f o r t  conlplexes. Il. faut  en e f f e t  tenj.r compte nos seulement des for-  

mes m@léculaires s tab les ,  mais également des AHN 2 rer?ouvellerner,k rapide 

qui peuvent in te rven i r  5 chaque Ens-tarit ,au cours de l a  cuS~i i re  ,sur l a  compo- 

s i t i o n  nucléotidique de 1'ARN t o t a l .  C'est ~ o u r q u ~ i  il slavSre maintenant 

indispensable de caract6r i . ser  l e s  ARN synthét isés  e t  de suivre leur  évolution 

au cours des étapes essenti .el les de l ' i n i t i a ' t i o n  des bourge~ns .  Vom;?te tenu 

de l a  complexité des pb6nonènes e t  de l l%q- ; i l ib re  hormonal nu se in  de ces 

t i s s u s ,  nous nous somurs pla.cé dans les condit?.ons expés5meratal-is l e s  plus 

siii~pl.es, en cultiv:ir,t. 10s f r ape i z t s  de î e u i l l  e s  d'endive sur l e  milieu Ùe 

base déf in i  précéder~cent. 



CHAPITRE 2 

ACIDES RIBONUCLEIQUES 

ET B O U R G E O N N E M E N T  

La détermination des différentes classes dlARN au cours de la 

néoformation des organes doit nous permettre d'apprécier qualitativement 

l'équipement des tissus de feuilles d'endive en molécules indispensables 

à la biosynthèse des.protéines. Une telle étude nécessite cependant de pouvoir 

obtenir des ARN totalement dépourvus de protéines et ayant une structure 

aussi voisine que possible de celle qu'ils possèdent dans la cellule. De ?lus, 

il faut veiller à ce que l'action des enzymes, abondantes dans les tissus 

végétaux, soit constamment inhibée. Nous avons donc dû, dans un premier temps, 

adapter un certain nombre de techniques à notre matériel (~atériel et Techni- 

ques ; C ; § 7 ) .  

Les fragments de feuilles d'endive ont été cultivés sur le milieu 

de base habituel. Soit au moment de l'ensemencement, soit après 2 ou 7 jours 

de culture, les explantats sont mis à incuber aseptiquement, à la lumière, 

pendant 5 heures, en présence d'une solution d'adéno~ine-8-'~C (A.s .  = 48  CI/ 

mM) à 20 p~i/ml. Les tissus, rincés abondamment 2 l'eau puis congelés dans de 



l ' a z o t e  l i q u i d e ,  sont a l o r s  -rets 2 ê t r e  analysés.  Les ARN e x t r a i t s  des  t i s -  

sus  pa r  l e  phénol 2 b°C e t  à 5 5 ' ~  sont  r éun i s ,  t r a i t é s  par  l a  DNase p u i s  

f r ac t ionnés  s u r  colonne d'albumine méthylée. 

14 
Nous avons c h o i s i  l 'adénosine-  C ,  a f i n  de pouvoir déterminer s i  

l e s  f r a c t i o n s  r ibonucléiques i s o l é e s  possSdent ou non des ARIJ-pol.yczdényl6s. 

Le temps d ' incubation de 5 heures peut p a r a î t r e  a s sez  long,  en coolparaison 

des  durées d ' incorpora t ion  habituellement employées pour é t u d i e r  l e s  ARN 

messagers, n a i s  il se  j u s t i f i e  par  l a  na ture  de n o t r e  ma té r i e l .  Pour des 

durées d' incubation p lus  cour tes ,  1 ' incorporat ion t r è s  l e n t e  dens 1 'ARN 

(Figure 6 )  semble dépendre en grande p a r t i e  de l a  p6n2t,rLJ-' ~ b l o n  dans l e s  

t i s s u s  de f e u i l l e s  e t /ou  de l a  nécess i t é  d'une s a t u r a t i o n  p réa lab le  du 

"pool" nucléotique i n t r a - t i s s u l a i r e ,  Cette  incorpora t ion  de 5 heures s e  

j u s t i f i e  d ' a i l l e u r s  également par  l ' e x i s t e n c e ,  chez l e s  v6gétaux, d'une 

propor t ion  importante dtARM-messagers à demi-durée de v i e  relzt ivement 

longue (~JEEKS e t  MARCUS, 1971 ; PAYNE, 1976 ; DELSENY, 1977). 

A) M I S E  E N  E V I D E N C E  E T  E V O L U T I O N  D E S  

D I F F E R E N T E S  E S P E C E S  M O L E C U L A I R E S  D t A R N  - 

1') Modalités de l a  sépara t ion  su r  colonne de hKm 

La chromatographie su r  colonne d'albumine méthylge sépare l ' A M  

t o t a l  en p l u s i e u r s  f ~ a c t i o n s  (Figure 22). Le p r o f i l  d absorbante permet 

de d i s t inguer ,  dans l ' o r d r e  d l é l u t i o n  : 

- 1 ' A R N  so lub le  avec ses  deux c o n s t i t u a n t s  : ( 1 )  s e r a i t  

de 1 ' A R N  de cons tante  de sédimentation 4 S e t  ( 2 )  correspond-rait  S une 

f r a c t i o n  ribosomale de f a i b l e  poids n;oléculaire ( 5  s) .  Italgré l a  présence 

de ce  type dlARi? nous conserverons, pour plus de commooit6, l a  d6nomin- 

t i o n  "AUIN so lubles"  bien que c e l l e  d 'AR3 de f a i b l e  poids moléculai,re s o i t  

p lus  j u s t i f i é e  . 
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figure 22 2 Cbraratographie sur colonne deeJ+bmine mét>;.16e dea A.R.B. extrnite d'explsn- 

t a t s  do f eu i l l e s  &'endive après 2 jours de culture. 1 d'A.R.8. e s t  déposé 

au soumet die l a  colonne qui e s t  lavée, puis Qïuée il 2o0C par un gradient 

i.in6aix-e de BaCl (O,& B 1.2 M . ) .  Les Am retenun sont ensuite 611.16s par 

m e  solution or S.D.S. (2O/,) a 70°C. On déternice cllors l'abmrbanee 

et Irp radioactivité de chaque fraction. Len î lsehes signalent les change- 

ments h a  l e s  conditions dlklution. 

- 1'ARFJ ribosomal, d'origine cytoplasn~ique ou ctiloroplas- 
tique, est constitué de deux unités (3 et 4), d'ailleurs rarement bien sePa- 

rées chez les végétaux. Selon les valeurs les plus souvent rencontrées dans 

la littérature pour les tissus de plantes, les constantes de sédimentation 

sont respectivement de 16 à 18 S et de 23 à 25 S (ETDZIYEV et Coll., 

1968 ; LOEBING, 1968). Après l'élution des deux constituants ribosomaux le 



p r o f i l  de r ad ioac t i v i t e  peut présenter  un troisi&ne épaulement, ( 5 )  qui  n ' e s t  

v i s i b l e  qu'à un ce r t a in  stade de l a  cul ture .  Ce sera i t  un composant de poids 

moléculaire é levé,  mé1a.n~ 6 par t i e l l enen t  aux au t res  const i tuants  ribosomaux 

mais qui s 'en  dis t ingue,  s o i t  par l a  canformation moléculaire (sUEOI~A. e t  

CIIENC, 1962 ; SINGH e t  KELLER, 1968), s o i t  par  l a  compositioii nucléotidique. 

Il s ' a g i r a i t  vraisemblablement de précurseurs d1A13i ribosonaux ou encore 

de ce r ta ins  types  d'Am messagers. 

- une dernière catégorie d'ARE r e s t e  f i xée  sur  l ' a lbunine 

méthylée après l ' é l u t i o n  sa l ine  (ARN " l i és"  ; (6 )  ) e t  peut ê t r e  éluée par 

l e  SDS à 70°c ; e l l e  e s t  évaluée à environ 20 $ d e  l a  r ad ioac t i v i t é  t o t a l e  

r e c u e i l l i e  e t  correspon4rait à l a  f rac t ion  messagère des ARN que nous 

étudierons. Le lavage u l t é r i eu r  de l a  colonne par une solut,jon de soucie 

( N ~ O H  1 N )  ne permet plus de déceler  de molécules radioact ives  dans Les 

e f f luen ts .  

Les r é s u l t a t s  obtenus sur  colonne de Y i  sont t r è s  reproductibles,  

dans l a  mesure où l ' o n  v e i l l e  soigneusement à l a  prgparation e t  à l a  

conservation de l'albumine néthylée . Ari cours du v ie i l i i s semer~t  (6  à 8 

semaines à hoc) peut apparaî t re ,  en e f f e t ,  un prodilit fa iblenent  basique 

susceptible de diminuer l a  capacité de ré ten t ion  de l'ARE rapidement 

marqué sur  l a  colonne ( ELLEM, 1966) . 

2') Evolution, des d i f f é r en t s  types dtmN 

Avant l a  mise en cul ture  des explanta ts ,  l e s  solubles e t  

ribosomaux sont synthét isés  au même rythme, corne l e  montrent l eu r s  a c t i v i t é s  



spécif iques respect ives   ableau au 41 ) . La conparaison des d i f f é r en t e s  f r a c t i o n s  

TABLEnU 4 1: Evolution des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  obtenues après  sépara t ion ,  sur 

cnloiine de MAK, des ARN e x t r a i t s  d ' exp lan ta t s  de f e u i l l e s  d'endive 

avant l ' ensemncemfc t  ( JO)  OU après  2 (J2) OU 7 j w x s  ( J ~ )  de 

c u l t u r e .  

L ' a c t i v i t é  spécif ique ( A  S ) e s t  l e  r a p p o r t  e n t r e  l a  r a d i o a c t i v i t é ,  exprimée en coups 

pclr minute (c.p.m) e t  l a  q u a n t i t é  d'ART, exprimbe en u n i t é s  de d e n s i t é  optique (6 .0 . )  

Ces c h i f f r e s  i cprésen ten t  l a  moyenne de 3 mesures indépendantes. La q u a n t i t é  d'AB1 

des f r a c t i o n s  solubles  e t  ribosomales e s t  évaluée en pour-cent du t o t a l  ; 

il en e s t  de nême pour l a  r a d i o a c t i v i t é  dont  l a  valeur  t o t a l e  c o ~ p r e n d  en p lus  l e s  

AniJ "liés" à l a  colonne. Nous n'avons t o u t e f o i s  pas t e n u  conpte de l a  r a d i o s c t i v i t é  

associée au  m a t é r i e l  de f a i b l e  poids moléculaire  p résen t  au  début  de l ' é l u t i o n .  

dlARN obtenues, en fonction du moment de prélèvement ; nous permet de f a i r e  

un ce r t a i n  nombre de remarques: 

Après 2 jours de cu l t u r e ,  la quant i té  d'AR3 t o t a l  e s t  comparzb1.e 

à c e l l e  observée sur l e  l o t  témoin, l e s  pourcentages en ARU solubles e t  

ribosomaux r e s t en t  également t r è s  semblables. Bien q u r i l  y a i t  une augaenta- 

t i o n  gSn6rale de l a  synthèse de ces  h R N ,  l ' i ncorpora t ion  d.u précurseur 

rad ioac t i f  e s t  plus l e n t e  au niveau da Z'ARN riboçomzb que de l ' A R E  soluble.  



Parallèlement,  on note une trSs n e t t e  augmentation de 1'incorpora;tion dans 

l a  f r a c t i o n  des ID.?$ " l i é s "  dont l e  pourcentage de rad ioac t iv i t é  a prat ique- 

ment doublé. Il fau t  t ou t e fo i s  s igna le r  l a  ?résence d'un troisième p i c  

de r ad ioac t i v i t é ,  élu6 après  l e s  ARN ribosomaux, qui n ' e s t  décelable que 

durant c e t t e  période ( ( 5 )  Figure 22). 

Au 7e jour de cu l t u r e ,  L'AIIN ribosonal  devient prépondérant ; 

il e s t  synthét isé  à un rythme rapide e t  son pourcentage augmente, a l o r s  que 

c e l u i  de 1 'ARN soluble diminue. Dans l e  même temps, l e  taux de l a  raà io-  

a c t i v i t é  apparente au niveau des ARN " l i és"  ba i s se  notablement bien q u ' i l  

r e s t e  supérieur à ce lu i  observé sur  l e  l o t  témoin. 

3O) Discussion 

La plupar t  des méthodes de fractionnement de 1 ' A R N  sont basées 

su r  des d i f férences  de poids moléculaire e t  ne sont pas suscept ib les  de 

permettre l ' i so lement  des cla.sses d'AI?N hétérogènes ou polydisperses de 

type messager. La chromatographie sur  colonne d'albumine méthylre d i f f è r e  

des au t r e s  méthodes de fractionnement t e l l e s  que gradient  de densi té  e t  

électrophorèse s u r  ge l s ,  c a r  l e s  séparations ne dépendent pas seulement de 

l a  t a i l l e  des molécules. S i  l e  mécanisme n ' e s t  pas encore compléterrient 

é luc idé ,  on reconnait  que l a  s t r uc tu r e  secondaire e t  l a  composition en base 

peuvent inf luencer  1.a séparat ion des acides nucléiques. Ce sont ces  f a c t eu r s  

qui  ont  é t é  exploi t  6 s  pour séparer  1 'AR)! polydisperse de 1 IARN ribosomal . 
Plusieurs  l abora to i res ,à  p a r t i r  dlesp$ces végétales va r iées ,  ont 

a i n s i  montré l a  présence d'ur, p i c  d'Am rad ioac t i f ,  élu6 jus te  après 1'ARll 

ribosomal l e  p lus  lourd ( 2 5  S) ; il e s t  hgtérogène e t  a une composition ec  

bases semblable à c e l l e  de l ' A D N .  C'es t  sourquoi, conme dans l e  cas des cel-  

l ue s  animales, il a é t é  appel.& "DNA-lilre" ou "c-RNA" (KEY e t  IIdGLE, 1964 ; 

e t  S H E B ~ D & ~ ,  1964 ; ï??GLE e t  ~ o l l . ,  1965 ; ~ I N G  et C ~ R R Y .  1967 ; 

JOBRI e t  VAIITTER, 1970 ; KEY e t  Col1 . , 1972 ; .BEISENRERZ, 1972 ; JULLIEId e t  



GUITTON, 1972 ; KEY e t  SILFLOW, 1975 ; NITTA e t  SHIROYA, 1976). La synthèse 

du "D-RNA" s e r a i t  nécessa i re  à l a  croissance des  p lan tes  e t  présent?r r t i t  

des p r o p r i é t é s  d1AI?N-messager (IBY e t  INGLE, 19611, ; INGLE e t  KEY, 1965). 

Une seconde f r a c t i o n  dlARN, ayant des p r o p r i é t é s  s i m i l a i r e s  au 

"D-RNA", mais r e s t a n t  l i é e  à l a  colonne de 14M après  l ' é l u t i o n  s a l i n e ,  a été 

découverte (TESTER e t  DURE, 1967 ; J O H R I  e t  YAFüUER, 1970). Cette  f r a c t i o n  

de "TB-RNA" ( tenacious ly  bound RNA) peut r ep résen te r ,  dans c e r t a i n s  c a s ,  

p lus  de 60 % de l l A X X  nouvellement synthét i s6  (ELLEM e t  SHERIDMJ, 1964) ; 

e l l e  e s t  récupérée en s o l u b i l i s a n t  l 'albwnine méthylée 2 l a q u e l l e  l ' a c i d e  

nucléique e s t  l i é .  

Récemment "D-RNAf' e t  "TB-IINR" ont é t é  p u r i f i 6 s  e t  c a r a c t é r i s 6 s  

5 p a r t i r  de t i s s u s  de s o j a  (KEY e t  Coll . ,  1972). kous deux sont polydis-  

pe r ses  e t  contiennent des propor t ions  élevées d ' N P  e t  d ' W .  Le "TB-X?A" 

a cependant une teneur  p l u s  importante en Al@ (40 %) que l e  "D-RNA1' (30 %) 

qui  présente  par contre un pourcentage p lus  é levé  en W@. La l i a i s o n  s u r  

colonne d'albumine méthylée s e r a i t  d ' a i l l e u r s  en r e l a t i o n  avec I a  r i chesse  

en AMP (JACKSON e t  IMGLE, 1973 ; VAT1 SITTEHS e t  Col l . ,  1975). 

Les e s s a i s  r é s , i s é s  pour é t u d i e r  l'ART4 messager des  p lan tes ,  

dépendaient donc du marquage de f r a c t i o n s  d'Am polydisperscs  "r iches" 

en MC. Cependant, 1 û  chromatographie su r  colonne de VAK ne permet pas 

tou jours  de séparer  l e  "D-RDA" e t  l e  "TB-RNA" (IMGl3 e t  Co l l . ,  1965, 

KOCH e t  KUBIMSKI, 1964 ; ELLEM, 1966 ; VmDERHOEF e t  KEY, 1968 ; JOmI 

e t  VARNER, 1970 ; KEY, 1972 ; KEY e t  Co l l . ,  1972),  Cet te  sépara t ion  

p o u r r a i t  dépendre d'un c e r t a i n  nombre de f a c t e u r s  t e l s  que l a  q u a l i t é  

de l 'a lbumine méthylée e t  l a  na ture  du gradient  s a l i n .  Ains i  l e  "9-RBA" 

p o u r r a i t  ê t r e  s o i t  avec l e s  m'u' iibosomaux 2 la f i n  du gradient  s a l i n ,  

s o i t  avec l e  "TB-RL~!~'~ en diniini~ünt,  pay exemple, l a  concentrat ion en s e l  

e t  en augmentant l e s  va leurs  de gf! ; l 'ecccroissenent du pII ayant pour 



effet de diminuer la concentration en sel requise pour Gluer 1'ARN 

ribosomal (JACKSON et INGLE, 1973). Des modalités d'élution différentes 

pra.ture peuvent également être observées en modifiant la pression et la tempe 

d'élution (CHANDRA et ABDUL-BAKI, 1977). 

Le "TB-RNA" extrait des racines de lentille a d'ailleurs pu être 

scindé en plusieurs fractions qui ont été analysEes séparèment (PENOM, 1970 ; 

1972). En présence de SDS, llélution à 35'~ fournit deux pics (a et B ) ,  et 

à 70°c apparaît un troisième pic (Y). 

- le pic a serait constitué dfARN polydisperses, de 

constante de sédimentation supérieure à 35 S, très Lnstables,"riches" en 

uracile (environ 30 $)  et d'origine nucléaire. 

- les pics i3 et y se composent dlAHN cytoplasmiques 

à propriétés messagères : ARN polydisperses, instables, présentant une 

abondance de matériel de 12 2 18 S et qui sont "riches" en adénine. 

L'ARN du pic serait similaire au "TB-RNA" décrit par JOIIRI 

et VARRER ( 1970) alors que le pic a s'apparenterait au "D-RNA" mis en 

évidence par ces mêmes auteurs. Bien qu'il semble que les ARN du pic 

a constituent bien des catégories de molécules différentes de celles 

gluées par le NaCl (MIASSOD et Coll., 1970), la distinction entre ce 

pic et les autres formes messagères, davantage liées à la fraction ribo- 

somale, pourraient dépendre de l'albumine méthylée et du gradient salin 

utilisé. 

Les méthodes pour extraire le "D-RNA" des cellules végétales 

(augmentation de la température ou du PH) indiquent que cet ARR est asso- 

cié à l'ADN du noyau de la cellule. Le '%-RNA1' serait la forme naissante, 

nucléaire de l'AR3 et se transformerait en "TB-RllA'9 qui serait la fome 

messagère cytoplasmique (ATTARUI et Coll., 1966 ; DmNELL et Çoll., 

197 1 ; 1973 ; TEISSERE et Coll. , 1912 ; SCILh4ID et Coll. , 1972 ; VATi DE \.?ALLE 



e t  DELTOUR, 1374 ; BRATJDIIORST e t  hic CONKEY, 1975 ; CHAPNAIJ e t  INGLE, 

1976 ; 14OLLOY e t  PUCKETT, 1976). Toutefois ,  c e r t a i n s  chercheurs pensent 

que l e  'ID-RNA'' pou r r a i t ,  au moins en p a r t i e ,  ê t r e  composé de précurseurs 

d'mN ribosomaux (SELTZ e t  RICHTER, 1970 ; SEITZ e t  SEITZ, 1971 ; 1972 ; 

GRIERSON e t  LOFSING, 1972, 1974 ; C E C C H I X I  e t  MIASSOD, 1976 ; EQCHE, 1976 ; 

ZBELL e t  REINERT, 1977). 

NOS r é s u l t a t s  confirment que 3.'0n peut mettre en évidence, après 

deux jours de cu l t u r e ,  un p ic  de r ad ioac t i v i t é  élu6 par Le gradient  s a l i n ,  

en même temps que l e s  ARN ribosomaux ; ce pic  e s t  absent avant l 'ensenence- 

ment des explanta ts  e t  disparaTt après 7 jours de cu l tu re .  Toutes l e s  

conditions d ' ex t rac t ion  e t  de fractionnement é tan t  s tr ictement contrôlées 

e t  identiques,  il e s t  vraisenblzble que ce l a  correspond, en p a r t i e  au 

moins, au "D-RNA" m i s  en évidence par d i f f é r e n t s  chercheurs. Para l l è le -  

ment, on consta te  que l e  pourcentage des ARN " l i é s "  à l a  colonne e s t  

beaucoup plus  important après 2 jours de cul-ture. Il diminue ensu i te  mais 

r e s t e ,  après 7 jours ,  encore supérieur au pourcentage observé dans l e  l o t  

témoin. Comme nous 1 'avons s ignalé ,  ces  PBN " l i é s "  à 1 'albumine méthylée , 
peuvent, en Ta i t ,  ê t r e  iun mélange d'espèces molécula,ires dont c e r t a i ne s  

pourraient  slappa,renter au "D-RNA". 

Actuellement, on estime que l e s  f r a c t i ons  é luées  après l e s  mJ 

ribosomaux e t  c e l l e s  qui resteait f ixées  à l a  colonne de &WC comprenne:it 

l e s  ARN messagers des t i s s u s  de p lan tes .  Toutefois ,  l a  diff icul-ké que pré- 

sente  l e u r  i d e n t i f i c a t i o n  explique l e  p e t i t  nombre de travaux consacrés 

à ces  ARN, malgré l e u r  importance dans l e  contrôle  üe l ' express ion géné- 

t i que  au cours du développement (VANDE~HOEF e t  KEY, 1968 ; TLYIMOTO e t  

MASUDA, 1969 ; JULIEfJ e t  Coll. ,  1970 ; I W ?  e t  Coll . ,  1970 ; mm? e t  

AIJOJUIJ.J, 4970 ; KIRSSID e t  Coll., 1970). 



Après l a  découverte de séquences polyadényliques au se in  de l a  

plupart  des ARN messagers d'eucaryotes, il 6 t a i t  possible de l e s  i s o l e r ,  

de l e s  pu r i f i e r  e t  d 'ob ten i r  des indicat ions  plus  précises sur l e u r  

métabolisme. Ceci e s t  d 'autant  plus in té ressan t  que des travaux récen ts  

(SCHI~ID e t  Coll. ,  1975 ; KEY e t  SILFLOW, 1975) ont montré que l a  présence 

ou l 'absence de séquences polyadényliques permet t ra i t  l a  séparation du 

"D-RNA" e t  du "TB-RNA" su r  colonne de IMM. Le "D-RNA" s e r a i t  cons t i tué  

d'un ensemble de molécules polyadinylées ou non, mais l e s  segments 

poly ( A )  présents se ra ien t  a l o r s  t r o p  p e t i t s  pour ê t r e  retenus par l ' a l bu -  

mine méthylée. MILLER e t  Coll.  (1976) pensent également que c e t t e  mgthode 

chromatographique sépare efficacement l e s  nolécul-es polyadénylées des 

au t res .  Dans l e u r s  conditions expérimentales, l a  largeur du p ic  d'Am 

+ 
poly ( A  ) r e f l è t e ,  dans une cer ta ine  mesure, l a  d i s t r i bu t i on  en t a i l l e  

des séquences polyadényliques. De même, l a  place de ce p ic  au cours de 

l ' é l u t i o n  peut ê t r e  une indicat ion de l a  Longueur moyenne des séquences 

poly ( A ) .  Selon ces auteurs ,  l ' o rd r e  d ' é lu t ion  dépendrait essentiel lement 

de l a  longueur des séquences polyadényliques. 

L'ensemble de ces r é s u l t a t s  nous a conduit naturellement à essayer 

de mettre en évidence l e s  ARN polyadénylés e t  à suivre l eu r  6volu.tion. 

Nous avons a lo r s  u t i l i s é  l e s  segments polyadényliques pour i s o l e r  ce  t y r e  

d '  ARN. 

B) M I S E  E N  E V 1 D E N C . E  E T  E V O L U T I O N  D E S  A R N  - 

1') Yise en évidence des ARN polysd6nylés - 
P 

La chromatographie sur colonne de sepharose-poly (u) d ' e x t r a i t s  

obtenus à p a r t i r  d 7  explanta ts  avant 1 'enserflcncement ( ~ n b l e a u  42) montre 



Frac t ion  non retenue 

Fract ion re tenue  

(en $ du t , o t a l )  

TABL/U h 2 :  Chromatogrzphie s u r  colonne de sépharoçe-poly ( u )  de 

l'ART g loba l  e x t r a i t  des fraw.ents de f e u i l l e s  avant 

l 'ensexencenent  . 
k s  ARî? qui  s 'hybr ieen t  aux séquences po1:i-uridyljqucs 

( f r a c t i o n  r e t e n u e )  rèprésentent  4 , b  5 environ de l a  rzdio-  

a c t i v i t é  t o t a l e  incorporée dans l e s  acides r ibonucléiques.  

qu'une partie de 1'ARM reste fixée aux séquences polyuridyliques conîplé- 

mentaires, adsorbées sur le sépharose. Cette fraction retenue, représente 

2,8 % des ARN extraits et 4,4 % de la radioactivite totale. Cornle en 

témoigne l'activité spécifique nettement plus élevée, il existe bien une 

incorporation préférentielle d'adénosine au sein de ces rnolécilles retenues 

sur le sépharose-poly (u). 

Pour isoler les séquences polyadényliques, on se base sur lelu. 

propriété de résister à l'hydrolyse des RNases A et Tl  (LEE et Coll., 1971 ; 

MENDECKI et Coll., 1972) ; en effet, la ribonucléase A attaque de manière 

spécifique les liaisons phosphodiesters proches des pyrimidines et la ribo- 

nuclease T agit préférenltiellement au niveau des liaisons avec la guanosirie. 
1 

Afin de disposer d'une quantité de matériel suffisante, nous avons 

réalisé des essais successifs  ableau au 42) puis rassemblé d'une part, les 

fractions dtARN qui se sont hybridées avec le sepharose-poly (u) et d'autre 

part, les fractions non retenues correspondsnles. Ces fractions sont soumises 

à l'hydrolyse enzymatique par les riboriucléasen A et Ti et chrornat~~rapkiiées 

sur colonne de sépharose-poly (u), Il appsraît qxe seule la fraction retenue 



( ~ n b l e a u  lr3) con t i en t  des s iqurnces pollyadényliques. De ? lus ,  ces  se?-uences 

i s o l % e s ,  rési .s t .mtes aux r ibonucléases A e t  T re;2résentent environ 22 $ 1 ' 
de l a  radioa ,e t iv i té  de ces IIRN. 

R a d i o a c t i v i t é (en c .p.n)  

Frac t ion  retsnue 

Frzc t ion  non 
retci.,e 

TAEmiU 43 : Chroiratop.apbie su:c colonne de s ~ p ~ ! a r o s c - ~ o l ~  (U) tics ~ é ( : u e f i c c ~  

polyndényl.ic~ües i s s ü e s  de llhyd:colyse cî iz : i~iet i~i ie  

de f r a c t i o n s  ii1AR;R:T re tenues ou non provensrii de 

se-srat ions sucesriives iden t iques  à c e l l e s  2'1 

tab leau  42.  

Ces f r a c t i o n s  i s s u s s  de fi-c~:~'ieiitr, de feui l l .es  avant  l a  mise en cul1:irc 

son t  p r é c i p i t i e s  en pr6sei:ce d ' a lcoo l  ( e t  d'fim en t ra îneur  l e  c a s  

échéant ) .  Tes acides riucl6igces son t  dissous dans une s o l u t i c n  t,a~jonri6e 

à p H  7,li de 'Pris 10 r2.I c t  de WcCl 300 I.&! p u i s  hydrolysts  # 3'7'~ pendont 

45 miriutes pcCr l e s  RKases A e t  Tl (floehringc-r SImnheim r é f .  151+10 e t  

154 1 1  ; 40 pg e t  20 u n i t é s  respec t iveeen t  pour 100 LIE  AR?:). Le 

milieil  d'iiicubiùation e s t  amen6 à l a  concentrat ion de 1 $ en S.D.S. p u i s  

dépro té in i sé  2 l ' a i d e  d'un n?élmge er; pi..?:ties égaler; de phénol e t  

de c h l o r o f o r ~ e  (conterisnt 1 % d 'a lcoû l  isoar2ylique). passage sur  

colonne de s6pharose-poly ( u )  scince l e s  d i f f é r e n t e s  f rac t ions  a i n s i  

t r a i t é e s  en.  urre p a r t i e  qui r , ' e s t  pas f i x é e  ( f i1 i ; ra t )  e t  en rine a u t r e  

qui s e  1-ie aiix séquences poly--uridyliques du s é p h z o s e  e t  qui s e r s  

éluGe (i-l.ur,t) dans l e s  condit ions pr6cfdsmment d 6 c r i t c s .  

Etant  donné l a  f a i b l e  quan t i t é  de n a t é r i e l  r zd iouc t i f  r e c u e i l - l i  

au niveau des séquences polyadényliques, il ne nous a pas été p o s s i b l e  

d 'en  é t u d i e r  l a  t a i l1 . e  moyenne de manisre syst6ma.tique. Cependa.nt, q u e l l e  

que s o i t  l a  longueur de ees  séquences, un e s s a i  réal-isé à p a r t i r  de d i f f s -  

r e n t e s  e x t r a c t i o n s ,  sans t e n i r  conipte de la. d w é e  de c u l t u r e  des t S i s s u ~ ,  nous 

a fourni  une va leur  de 94 $ en C e t t e  proport ion en Alv2 des séquences 

pol jr ( A )  obtenues 9ii.r chromatographie ( systènie solve.nt : acide  isobutyrique,- 

ammoniaque 0 ,5 N ( 10/6 ; v/v)  , 15 heures ?i 2 5 ' ~  ), selon une mgthode d é c r i t e  



par  a i l l e u r s  ( ~ ~ 1 . 1 1 3 0 ~ ~  e t  Col l . ,  1977),  n ' a  donc qu'une valeur i n d i c a t i v e .  

NOUS avons eg~ lement  v 6 r i f i é  que l e s  séquences poiy ( A )  sont totalement 

hydrolysa.bles par  l a  RPIase T , qui  at taque de manière spécif ique l e s  l i a i -  2 

sons e n t r e  l e s  nucl6otides puriques (PHLZIPSO~ e t  Coli., 1971). Dans c e  c a s ,  

l e s  séquences polyadényliques, en solu t ion  dans un tampon a c é t a t e  (PH = 4 , 5 )  

contenant 900 nI\l de NaCl e t  10 rd4 dlEDTA, sont  mises en pr6sence de 10 

unités/ml de T p  2 3 7 ' ~ .  Après 30 minutes d ' incubat ion ,  l e s  mol6cules radio-  

a c t i v e s  ac ido-préc ip i tables  représentent  moins de 1 $ de l a  r a d i o a c t i v i t é  

i n i t i a l e .  

Ces d i f f é r e n t s  éléments montrent donc bien L ' ex i s t e i~ce ,  au s e i n  

des  t i s s u s  de f e u i l l e s  d 'endive, dlARTu' polyadényl.6~. Cependant, par  s u i t e  

de l a  p e t i t e  quant i tg  de maté r i e l  dont nous pouvions d isposer ,  nous nous 

sommes contenté de su iv re  l t 6 v o l u t i o n  des ARN-poly ( A + )  au cours d e  1.8 cul t i i re  : 

au niveau de l'ARE g loba l ,  a i n s i  qu'au niveau des WtiN "l iésr '  à l ' a l h m i n e  

méthylée ( f r a c t i o n  "TB-RNA" ) après  é l u t  ion sa7 i n e  . 

2' )  Evolution des ARN polyadénylés d e  1'A.N global  ---- - 
L'ARN polyadénylé e s t  présent  quel  q m  s o i t  l e  noment du prélève- 

ment no able au 44) . 11 y a ,  en e f f e t ,  une incorpor~zt ion  p r 6 f é r e n t i e l l e  

d'adénosine au niveau des  f r a c t i o n s  retenues s u r  l e  sépharose-poly ( u )  t a n t  

au 2e qu'au 7e jour de c u l t u r e .  Toutefois ,  s i  l ' a c t i v i t é  spéci f ique  des  

N I N  polyadénylés e s t  1,5 f o i s  supérieure à c e l l e  des PBN non retenirs au 

temps JO, e l l e  e s t  m l t i p l i é e  par  3 après 2 jours  e t  pa r  4 ,  après 7 jours  

de c u l t u r e .  Ceci e s t  l a  conséquence de l ' i n c o r p o r a t i o n  pr.éfél-entie,le, de 

p lus  en p lus  importante, du nr6cursew r a d i o a c t i f  au niveau des fra.ctLons 

re tenues  sur l e  sépharose-poly (u) . De p lus ,  on consta te   a ab lem 45 ) , sur 

1'ARN e x t r a i t  des elsplzntats a~t-\razzt l 'ensemencer~ent ou après  7 j o n s  6.e 

c u l t u r e ,  que l a  f r a c t i o n  r é s i s t a n t e  2 l ' a c t i o n  des r ibonucléases A e t  T 
1 



r a c t i o n  re tenue  

(en P du t o t a l )  

Fract ion re tenue  

r a c t i o n  r- tenue 

TABLEAU 44 : Chroiriatographie sur  colonne de sépharose-poly (u) de llAWT gloka i  e x t r a i t  

de fragments de f e u i l l e s  d'endive avant  l a  mise en c u l t u r e  ( J  ) e t  
O 

après  2 ( J  ) ou 7 (J ) jours  de c u l t u r e .  Pour permettre une ccr-oaraison 2 7 
plus  f a c i l e ,  nous avons de nouveau f a i t  f i g u r e r  l e s  r é s u l t a t s  du 

l o t  tirxoin ( J  ) qui appara i ssen t  dans l e  tableau 42 . 

R a d  i O a c  t i v i t  6 (en c .p.n)  1 

du t o t a l  ) 

TABLi?.4U 115 : Chrorr.stographie s u r  colonne de sépharose-poly (U! d-s 

séquences polyadényliqires après hydrolyze enzymatique des  

f r a c t i o n s  dlkRI1 polyadfnylés ( f r a c t i o n s  retenues ; t ab leau  44 ) 
provenant d ' e x t r a i t s  e f ïec t i?és  a v a i t  ll~nsei-encernerit ( J  ) 

O 

o u  après 2 ( J 2 )  ou 7 jo=s ( J  ) de c u l t u r e .  7 



représente 22 $ de l a  r ad ioac t i v i t é  des mol6cules ayant une a f f i n i t g  pour 

l e  sépharose-poly (u )  , Pnr contre,  au 2e joizr de l a  cü l tu re ,  l e s  séquences 

polyadényliques ne reprgçentent que 11 % de l a  red ioac t iv i t é  des no1éc:lles 

d'MN polyadényl6. 

3') Evolu.tion des AR31 polyadényl6s de l a  f r a c t i on  -- "TB-RRA'' d e s  

l 
colonnes de YAK 

Les f r a c t i o n s  correspondmt aux ART? solubles d'une pa r t  e t  aux 

AR8 ribosomaux d ' au t re  p a r t ,  sont rassemblées, dialysges contre  de l ' e a u  

d i s t i l l é e  a b O c ,  puis  précjpi lges .  Les f r a c t i ons  "TB-RNA" sont d é p r o t ~ i n i -  

sées  puis l e s  ARE sont p réc ip i t és  par de l ' é t hano l .  Ces d i f f é r en t e s  ca%,éEo-- 

r i e s  de m o l ~ c u l e s  sont a l c r s  mises en solut ion fianu l e  t a n ~ o n  de l i a i so r i  

approprié puis  passées sur  colonne de séyharose-poly (u) selon l e  protocole 

d é c r i t  pr6cédemrnent. 

Après passage des ARN solubles e t  ribosomaux, il n'y a pas de 

ré ten t ion  par  l e s  colonnes de sépharose-poly ( u ) .  Ce type dlAR?J ne contlellt  

donc pas de séquences polyadényliques hybridables,  quel que s o i t  d ' a i l l e u r s  

\ l e  moment de prélèvement. Cela s 'applique également E l a  f r a c t i on  qui  e s t  

gluée avec l e  gradient  sa l in ,après  l e s  ABY ribosomaux ( ( 5 )  ; Figure 22) 

au 2e jour de l a  cu l tu re  e t  qui a é t é  t r a i t 6  en même temps qu'eux. Dans 

l a  f rac t ion  "l i6e1'  .?i l 'albumine méJchy16e, s i  l e  pourcentage dTARN polyadény- 

lé ( f rac t ion  r-etenue, Tableau 4 6 ) ,  augmente dès l e  2e jour de cu l tu re  

(il passe de 31 5 à 40 % environ),  au 7e jour ,  il en représente l a  majeure 

p a r t i e  (83 % environ) .  



R a  d  - 
T o t a l  

TABJXAU 116 : Chromatographie sur  colonùe de sép!iarose-poly ( U )  des 

f r a c t i o n s  " l i é e s "  ("TB-RNA") à l a  colonne de Y $  après 

i 
F i a c t i v i  ' y rec t ion  ; f i ac t ion  re .  

l ' é l u t i o n  s a l i n e .  Ces f r a c t i o n s  proviennerit d ' e x t r a i t s  

non 
reiicnae 

--. 

6.794 

4 ~ .  028 
- - - - - -- - - - - . 

6.398 

e f f e c t u é s  avan t  l ' ense~encement  ( J  ) o u ' a p r s s  2 (J ) ou 2 

reterliie ; tenue (en 7; 
! du t o t a l )  

2.296 / ( 3 0 , 6 0  Z )  
I 1 
I 

26.352 i (39,70 5 )  
1 

. - - - - - - -- - - - -4 .- -- - - - - -- -- - 
1 

30.862 j (82,83 $)  
1 

7 jours  (J ) de c u l t u r e .  
7 

C) D I S C U S S I O N  -- E T  C O N C L U S I O N S  

Aussitôt  apres l eu r  prslèvement, l e s  fragments sont incubés pendant 

5 heures dans l a  solut ion radioact ive .  Les syn%hhèses observges à ce stase 

correspondent, au moins en pa,r t ie ,  à l ' e x a l t a t i o n  des pliénomènes métaboliques 

provoqués par l e  tramatisme dû an prélèvement des t i s s u s .  On s a i t  en e f f e t  

que l a  fragmentation de f e u i l l e s  ou d'organes de réserve  t e l s  que rac ines  ou 

tubercules  ent ra lne  une augmentation de l ' z c t i v i t é  respi.rat;oire (1.1~ DOITAL9 

e t  DEICOCK, 1958 ; LIORET, 1960 ; T H o R P E  e t  I G I E R ,  1972), des synthèses dqA?N 

e t  de proté ines  (SETTERFIELD, 1963 ; C L I C K  e t  IIACKETT, 1963 ; bIASVDA, 1966 ; 

LAVEE, 1968 ; D!4ITRIEVA e t  BUTENKO, 1970 ; NAG e t  J O H I I I ,  1970 ; ROSE e t  

SETTERFIELD, 197 1 ) , de ce r t a i n s  systhèrnes ennymat iques (FQCÙW e t  ROBERTS, 

1965 ; LAVEE e t  GALSTON , 1968 ; RIRECYA e t  Coil., 1 gr/2 ; RRINRWJ e t  Col1 . , 
1973 ; BROSSARD, 1973 ; PITT, 1914) e t  en p a r t i c u l i e r ,  de l 1 a c t i v l t 6  r ibo-  

nucléasicpe (BAGI e t  FILKAS, 1967 ; UDVAI3L.Y et ColL. , 1969 ; 3TJ LEC e t  

SAGHER , 1970 ; 1971 ; P I T T ,  1971 ; PITT e t  GAI,PTIJ, 1971 ; T9TF;I.T e t  Co13. , 



1971 ; SACIlER e t  DAVIES, 19'74 ; SACEim e t  Coll.. , 19'75). Dqzut rcs  a u t e u r s  

s ignalent  que c e s  synthèses peuvent ê t r e  t r è s  spéci f iques .  FIT^ (1374) par 

exemple, montre que l a  sec t ion  de f e ~ i l l e s  de Solünum t u b e r o s h  eritsaîrse 

l a  s t i s lu la t ion  de l ' a c t i v i t é  r ibonucl6asique due 2 l 'augmentation de l a  

synthèse enzymctique pendant l e s  24 heures qui  suivent l a  coupure. D e  p lus ,  

SACHER e t  DE LE0 ( 1977) estiment que 1:~ sec t ion  de t i s s u s  de Phaseolus 

vu lga r i s  i n d u i t  l a  t r ansc r ip t io r ,  de del= ART? messagers, 7 ' ~ m  pour l a  F;?nçe 

(30 '  après  l a  s e c t i o n )  e t  l ' a u t r e  pour un répresseur  p r o t é i n i q ~ e  dont 

l 'accumulat ion provoquerait  l ' a r r ê t  de l a  synthèse enz;).matin,tic~ pal. un blo-- 

cage au niveau de l a  t raduct ion .  

Bien que l e  mécanisine s o i t  encore mal connu, l ' e x a l t a t i o n  du rnétabolisIr3 

agrès  t r auna t i çne  e s t  un phénom2ne g6n6ral chez l e s  p lan tes  s u p é r i e ~ r e s  e t  

/ a souvent é t é  i n t e r p r e t é  corne une conséquence de l a  dérépression du genomr 

(BACON e t  Col1 . , 1965 ; EDFI,4IRN e t  flALI,, 1965 ; I~ILLffJ,OT e t  STUBFF, 1967 ; 

ELLIS e t  MC DOIIALD, 1 967 ; CIIERRY , 1 968 ; UJ-TISAKA e t  >uiSLTA, 1 968 ; 2UDA 

e t  CEIERRY, 1971). Ains i ,  avec des t i s s u s  de moelle de tabac ,  SIIMRD (1371) 

s ignale  que l e  traumatisme e s t  à l u i  s e u l ,  casable d'augmenter de nan iè re  

s i g n i f i c a t i v e  (2 ,5  % environ) l e  taw: des  noyax'c incorporant de l a  thymi- 

dine t r i t i g e .  GUILLE e t  Coll . ( 1  960) montrent Égaiement que l'ADN nuclGaire 

es t  d'un trie p a r t i c u l i e r ,  r i che  en GIvP + CbP. L'augmen.tation de c e t  NiiC 

précède l e s  d i v i s i o n s  de ~ i c a t r i s ~ t i o n .  De même, dès ia 2e heure ap&ç 

l a  mise en c t i l t w e  des t i s s u s  de c a r o t t e ,  LACHARI@! et; STEItL4I.J ( 1370a e t  b) 

constatent  succeçç~vement : l ' l ïydrolyse des ARB s o l l ~ b l e s ,  l a  synthèse des 

ARN ritiosomaux, pu i s  l ' a p p a r i t i o n  d'une quan t i t é  importante dfARfJ de poids 

rnoléca3.aireç é l evés  (55 S) qui pourra ient  ê t r e  des PJ'i,:? inducteurs  de I n  

d iv i s ion  ce1 l u l a i r e ,  61.ï type des "D-XXJ-" . JAL01Zr)T et GONSCSARCFF ( 1973) 

observent que pendant l e s  ~ ~ e ~ l i è r t i s  n ~ i r r e s  qui  siliaen-t 1.a s e c t  Fon d 2  hypoco- 

t y l e s  de po i s  chiches ou de f sves ,  il y a u x  br'~sqv.c a i i p e n t a t i o n  des  pro- 



t é i ne s  précédant la, premi2re synthese d'Mn? qui  a ].leu vers  l a  6e heure. 

Cette phase précoce d ' ac t iva t ion  g6nétique permet t ra i t  l a  synthèse de nou- 

veaux A811 messagers capables de fonctionner sur  des ribosomes p réex i s tan t s .  

Sur des explanta ts  de f e u i l l e s  de begonia, BIGOT (1971 ) observe une augmen- 

t a t i o n  de l a  synthèse dTA?N l o ca l i s ée  au niveau de l a  zone de blessure .  

L'ensemble du fragment, par contre,  manifeste une r6ciuction de son métabo- 

lisme. C 'es t  seulement après k,8 heures que l e s  zones d5nii'ciaI,ion sor_t; 
1 

act ivées .  

Il e s t  cependant souvent d i f f i c i l e  de d i s soc ie r  l e s  rgact ions  

de blessure  de c e l l e s  provoquées par l e  passage sur un milieu n u t r i t i f .  

Aussi, n'avons nous pas t en tg  d 'analyser l e s  processus qui se  d6roulent 

au cours des preniières heures q-di suivent l a  mise en cu l tu re  c a r  notre  

matér ie l  semble peu approprié à une t e l l e  étude,  Par  contre,  noxo avons 

r é a l i s é  c e t t e  analyse à l ' a i d e  de suspensions c e l l u i a i r e s  de Si lene  a lba ,  

p lus  appropriées à ce genre de t r a v a i l .  Nous avons montré en p a - t j c v l i e r  

(DUBOIS e t  ~01.1. , 1976) q w  d?s l e  d-ébut de 1' ensemenccmerrt , il y a m e  

première synthGse d'AHW dont l ' i n t e n s i t é  maximum s'okserve après 6 heures ; 

e l l e  e s t  su iv ie  par une seconde beaucoup plus  importante vers  l e  3e jour 

de cul ture .  

Dams nos condit ions expérimentales, l e s  explanta ts  de f e u i l l e s  

d'endive m i s  à incuber avant cu l tu re  subissent  déj& un processus d 'ac t iva-  

tien m6tabolique. Au cours de l a  cultui-e, i l s  montrerit deux pgriodes où 

l e s  synthèses d'ART? sont ac t ives  ; ces périodes correspondent 2 des t rans -  

formations his to logiques  ca rcc t6 r i s t i çues .  L a  première s 'observe après 

2 jours de cu l t u r e ,  e l l e  s e  s ignale  par une synthèse iniportante Ge l a  

f r a c t i on  "TE-RIiA" e t  une baisse en ARiJ ribosomaux. La daü?;i;ime s c  proiruiz 

au 7e jour  de cu l tu re ,  les syup,hGseç sont qusnt i t a t  ivenent noins in?pox'- 

t an t e s ,  avec dirnin~.rtion de l 'Am soluble eJ zugmenta-kiion de 1' ARN ribosos;al. 

Parallèlement , 011 peut notcr  (~ableir12 47) : 



J:wi;en t ( fiactioi:  1 AXJ polya&r:~li.s,sn % : ( 2 )  1 Séquences 1 

T.ABLrAI.1 A7 : ~ é c a p i t u l a t i f  fies pr incipaux r g s u l t a t s  concernant l e s  AHN 

' Nous avons f a i t ' î i g u r e i -  : 

( 1 )  pourcentage de r a h o a c t i v i t é  de l a  f r a c t i o n  "TB-i?JTA1', qui  r e s t e  f ixée  sur 

l a  colonne de I.ini: ap rès  e l u t i ~ n  s a l i n e ,  par rapport  à l a  r a d i o a c t i v i t é  

de l'ARP? t o t a i  

(2)  pourr:entage dei, AX$ polyad6nyléç par  rapport  à l a  r a d i o a c t i v i t é  de 

l'mV + o t a l  e t  à c e l l e  de l a  f r a c t i o n  "TB-WdA" 

( 3 )  pourcentage de rad io .zc t iv i té  de:; séquences p o l y a d é n y l i ç ~ ? ~  p a r  rappor t  

à c e i l e  dsc, Alili' pol.jirdénylés. 

- une augmenta.tion de l a  proportTon des ARN poljr%d6nylés 

qui  représentent  a l o r s  15 % de 1.8 radioccctivite t o t a l e .  

- une diminution de l a  r a d i o e c t i v i t é  l i é e  à l a  f r a c t i o n  

"TB-RNA" a l o r s  que l e  pourcentage des ARB polyadénylés de c e t t e  f r a c t i o n  

augmente considérablement ( 8 3  7 environ) .  

L 'appar i t ion  d e s  premières ébauches de bourgeons e s t  donc accompa- 

gnée d'une syntnèse d'MN à renouvellemects sapides ,  dont p lus  de 80 % 

sont  des ARN messagers polyadényl6 S. 

LE propor-Lion des ARS polyaciényl6s e s t  relat ivement moins é levée  

au 2e jous de culture (9 ,5  5 au l i e u  de 15 $) ,  e l o r s  que la. r a d i e a c t i v i t é  

de l a  f r a c t i o n  "SB-RNA" e s t  p lus  importante (21 $1. Cx~me l e  poürcenloge 



+ 
des ARm-poly ( A  de c e t t e  frz.ctiori e s t  f a ib l e  ( b 0  $ env i ron) ,  on peut 

s e  demander que l l e  e s t  l a  na türe  des  ,k%J, non po.l.yn.66:iyl6s, qui  repi4sentcnt  

en f a i t  60 % de l a  f r a c t i o n  " l i é e "  à l ' a l b m i n e  rn6th:fiée, f l  peut y avoi r  

p lus ieu r s  p o s s i b i l i t  6s  : 

- en plus des  messagers d 'h is tones  qui a e  possèdent pas 

de séquences polyad6riyli-es (FDESILTIK e t  Co l l . ,  19721, c e r t a i n s  AETi rneçsa- 

gers  ont. l a  même p a r t i c u l a r i t é  ; i l s  peuvent reprgsent-r  ce 30 à 40 f de 

1' a c t i v i t é  messagère t o t a l e  (I~ILCAREIC e t  Col l . ,  1974 ; LCIYST:, 1911: ; 

GROOT e t  Co i l . ,  19714 ; BEIER e t  Col l . ,  1974 ; GRONEI? ei, C o l l e ,  1974 ; 

FRASER, 1975 ; l?HF,ELE3 e t  IWTLEY,  1975 ; FRO:'!SO!J e t  VT'IiiM., 1976 ; 

COVAY e t  GRIEBSON, 7976 ; L)ELSEII\iY e t  Col1 . , 1977 ; MGG e t  Coll .  , t 9'71 ) , 

Ainsi ,  LODISH e t  Col l .  ( 1974) s igna ien t  qu'un c e r t a i n  ?o;ircerit,age de 

l ' a c t i v i t é  messagère t o t a l e  peut ne pas s e  l i e r  2 l a  cel- lulose-ol igo (cl?') ; 

t o u t e f o i s ,  GRAY e t  CASI-II4ORE (1975) préc i sen t  qu.e s i  l e s  f r a c t i o n s  d'ARE 

polysomal contienl-ient des ARFI messagers polyadénylés e t  d ' au t res  qui  ne 

l e  sont pss ,  l e s  deux c las ses  codereient  pour l e s  mêmes poly-ept,ides. 

- l e s  A38 messagers posskderaient des séquences polya- 

dényliques t r o p  p e t i t e s  pour s ' hybr ide r  convenableiraent avec l ' a c i d e  poly- 

ur idyl ique  du sépharose. On observe, en e f f e t ,  au 2e j o ~ r  de c u l t u r e ,  

que l e s  seg!~ients polyad6nyliqu.e~ ne re-résentent  que 11 7; de l a  longueur 

des ARN polyad6ny16s au l i e u  de 22 5 .  

- l a  f r a c t i o n  "TS-T?,:GA" p o u r r a i t  ê t r e  conçti tuEe à l a  

f o i s  d'LlN "r iches"  en e t  dfaxLres qui  se ra ien t  p l u s  proches des es$ces 

moléculaires contenues dans l e  "9-RNA". AG Se jour de c ~ l t ~ e ,  il- apsersît 

en e f f e t  u.11 pic de radjose t iv i . té ,  élu6 itprzs l e s  !.C,RK rjbosomairx que mur; 



avons a s s i n i l é  connie rn certa ' in norn'3re d 'auteurs  (FCFJ' et IIqGZ??, 196Y ; 

JOmI etVARNER, 1970) au "D-RXA", La  prcsence de ce  type  dqAl??J, 5 ce 

s t ade  de l a  c u l t u r e ,  nous permet d '  envisager une av&:mcritatic:! s e i ~ ~ ~ l a b l e  

au s e i n  de l a  f r a c t i o n  " l ige"  s u r  l a  colonne de IYiK après  l e  passage du 

s a l i n ,  Toutefois ,  il f a u t  é l iminer  l a  p o s s i b i l i t é  d 'agrégation e n t r e  

molécules, qui a u r a i t  tendance à augmenter l e  pou;-centnge de r c d i o a c l i v i t ë  

retenue su r  l a  colonne par  rappor t  à c e l l e  qui e s t  gluée avec l e  gradient  

s a l i n .  Les expériences 011% é t 6  r é a l i s é e s  erl préserice d'EDIA e t  l e s  r 6 s i i l t a t s  

ont  tou jours  é t é  t r è s  reproduct i h l e s  . Par a i l l e u r s ,  l a  chroniatographie 

sur  colonne de b 3 K  depend d'un c e r t a i n  nonbre de f a c t e u r s  (albumine méthylée, 

na ture  du gradient  s a l i n ,  ternpSrature, pH, y r e s s i s l . .  . ) q u ' i l  e s t  néces- 

s a i r e  6e p r é c i s e r  e t  de v a i n t e n i r  airszi constants  que p o s s i b l e .  On peut 

cependmt penser qlJe <ans nos condi t ions  ex?érimeataïes, 1% frec-t ion 

"D-REA", apparen-te au 2e jom- de c u l t u r e ,  e s t  mal d g f i n i e  : éluGe en 

p a r t i e  à l a  f i n  du gradient  s a l i n  e t  en p a r t i e  avec, l a  flsactiorr "TB-RI\,I?'', 



C O N C L U S I O N S  

Au cours  de  ce t r a v a i l ,  nous avons voulu zppc r t e r  une c o n t ~ i b u t i o n  

à l ' é t u d e  de l a  r e g p l a t i o n  de l a  néoformation des bourgeons e t  t e n t 6  de 

comprenâre c e r t a i n e s  niodif i c a t i o n s  'biocliimiques l i é e s  2 c e  p'il6nomèiie. II 

nous p a r a î t  maintenant indispensabl-e de r e p l a c e r  nos r e s u l t a t s  dans un 

cadre p l u s  géné ra l  e t  de l e s  d i s c u t e r .  

L a  néoformation des bourgeons peut sercbler ind6pendalite de l ' â g e  

des  t i s s u s .  Ains i ,  de t r è s  jeunes f e u i l l e s  ( ~ e ~ o n i a .  r e x  ; Peperomia magno- 

l i a e f o l i a  ; Liliurn martagon) s e  boutmeri t  avec l a  même f a c i l i t é  gue l e s  f e u i l -  

l e s  a d u l t e s  (BIGOT, 1966b) ; que c e s  f e u i l l e s  a i e n t  é t é  p ré l evées  sur des 

p l a n t e s  âgées ou t r S s  jeunes (AREASON e t  Co i l . ,  1967). T o u t c l o i s ,  dans eer-- 

t a i n s  ca s ,  i e  ponvoir de réGénéra,tion v a r i e  m e c  l ' â g e  des  t i s s u s  ou  la 

d i f f é r e i l c i a t i o n  des c e l l u l e s  ; a i n s i ,  l e s  f e u i l l e s  d' l leloniopsii;  o r i e n t a i i s  

(MTO, 1372 ; 19'74) perdent  leur  p o ~ ~ v o i r  de r6G6n&rer  des  o?g:znes en 



v i e i l l i s s a n t .  Parfois  même il 5. a uri ir6ritable gradient  diz pouvoir orga.rlogène, 

par e x e ~ p i e  sur  les. -i;i.ges f eu i ï ï 6z s  6e Pol-ytrlchm juniperi-nm (G~IY, 1968) 

l e s  f e u i l l e s  2u somnnet regSnèrent p lus  facilement des organes que c e l l e s  de 

l a  base. Ce n ' e s t  cependânt pas UI phénomène général puisque chez 

L i ï i m  longifiorum (HAC~ETT, 1969) l e s  explantats  prélevés sur l e s  6caiLLes 

âgées forrnent plus de bourgeons que cecx provenant des é c a i l l e s  i-nternes. 

De même, l e s  jeunes f r u i l l e s  de Bryolliyllum daigrem.ontianum ( V A R ~ A R  e t  

ACARER, 1957 ) ne forment pas de bourgeons épiphylles , e t  chez A t r o p ~  belladonna 

( ZE~XTELER, 1971 ) seules l e s  f e u i l l e s  aaul t  e s  donnenk na i s  sence des bourgeons. 

- 

L'âge des f e u i l l e s  e s t  d ~ n c  un rnac~rais c r i l è r e  pour & f i n i r  l eu r s  

capaci tés  organogènes (BOURIQL~S,  1966b). C'est nSarinoins un Lscteur extré-  

mement important dont peslt dépendre non seulemeni, L e  golnbre, mai s kgn:ement 

l a  nature des organes fomés .  Ainsi ,  l e s  jeunes f e u i l l e s  cl%cheveria elegans 

ne produisent que des racines  a lo r s  que l e s  feui.l l e s  2g6es forment essen t ie l -  

lement des bourgeons (RATU e t  ? J l 1 ; M ,  1970) ; l a  formation des bourgeon:; s e r a i t  

l i é e  à l ' i ~ p o r t a n c e  de l a  d i f fé renc ia t ion  vasculaire.  Dans l e  cas des f e u i l l c s  

d'endive, nous avons observé que ce sont l e s  p e t i t e s  f e u i l l e s  du centre du 

bourgeon é t i o l é  qui sont l e s  p lus  organogènes (VASSEUR, 9965b ; EOURIQrS,T 
I 

e t  VASSEUR, 1966), ce qui peut s 'expliquer parce cp ' e l l e s  sont plus jeunes. 

Sur l e s  f e u i l l e s  aàu l tes ,  l e s  t i s s u s  2 l a  pointe  des f eu i l l e s  pro- 

duisent plus facilement des bourgeocs que ceiix de lu base ; or ,  ni l e s  

données ~ e l a t i v e s  à l a  croissance des f e u i l l e s  r i i  les cc>i;pes h i s t o l ~ ~ i q i ~ e s  

(VASSEUR, 19652) ne  pesm=.ttent d.e d i s t i a m e r  l e s  deux catggories dfexp2an- 

tats dont l e  degré de di-fférenci.a.tion e s t  sensiblenent Idc:l-ti.que ; î1 faut donc 

admettre q11'i.T 3 8 eiltrc l a  basc e t  l e  somcet des f o u i l l e s  adu l tes ,  irne 

dif l e renc ia t ion  plus c c q l  exe , salx doirLe d 'crdrz physiolozicpe, La nature 



e t  l a  r épa r t i t i on  des r6gulateurs endogènes poix-raient par  exemple expliquer 

l a  capacité organogène des t i s s u s .  En e f f e t ,  un ce r t a in  nombre d'observa- 

t i o n s  montrent que l e s  ?eu i l l es  jetines e t  l e s  f e u i l l e s  a h l t e s  2euvent 

d i f f é r e r  par l eu r  iiiétabolisme (KUI~AEVA, 1967 ; JONES, 1975 1, par l eu r  

r ichesse  en substances de croissance (AVERY, 5935 ; AGHION-RRAT, 1965s et 

b ; WARDELL e t  SKOOG , 1969 ; ZETiTKEIZR, 1 c)? 1 ; UT0 , 1972) , air;si que par 

l e u r  réact ion à des fac teurs  t e l s  que l ' a c ide  gibbGrel1iy:re (MARcE~,I;E, 19631, 

l e s  cytokinines (BANERJI e t  -ULOWYA, 1963 ; Mc nALES et Dom, 1969) ou 

même l e s  rayons x (BOURIQUET e t  COCJEZ ,1967) . 
Certains travaux o s t  mis en Gvidence que l a  capaci té  d.e p ro l i fé ra -  

t i o n  des t i s s u s  e s t  en r e l a t i o n  avrc l eur  teneur en acitîes nuc:l6i~ücs e t  

en proté ines .  Ainsi,  Cians 3.es fe~ i i l . l e s  de Nicotiana r u s t i c a  ( W O L L G I ~ ~ N ,  

1967) l e  taux des acides nuciéiques e t  des proté ines  ~ugmerite FSL cours de 

l a  maturation des f e u i l l e s ,  puis diminue nettenient quand e l l e s  v i e i l l i s s e n t .  

De même, l a  p ro l i l 6 r a t i on  des fragzents de moelle de tabac prGlev6s à 

dj.ff érent  s niveaux de l a  t i g e ,  e s t  d i r e c t e ~ e n t  proportionnelle aux gradients  

d'Am e t  de protéines (LAVEE e t  GALSON, 1968). Avec des fragments de f eu i l -  

l e s  d'endive, nous avons pu également éiciblir une r e l a t i o n  entre  l e  gradient  

morphogène e t  l a  t e n e u ~  d.es t i s s u s  en ADN, en AFIN e t  en protéines.  En 

e f f e t ,  ces const i tuants  augmentent de l a  base à l ' apex e t  des f e u i l l e s  ex- 
1 

t e rne s  aux f e u i l l e s  centrales ; i l s  évoluent donc cornni? l e  youvoi.r orgcno- 

gène des t i s s u s .  Ces r g s u i t a t s  confirment ceux de KKLPB$*i; e t  Coll, (1968) 

qui nnntrent  que l a  teneur en acides nucléiques diminue au cours du 

vie i l l i ssement  des t i s s u s  f o l i a i r e s  d'orge e t  qu'en p s r t i c - d i e r ,  l e  rapport 

ARN/ADN baisse .  BOTTGER e t  T,lOLLGIEfJ;N (1958) ont également observé que l e  

rapport  W;X/prntéines e s t  plus élevé dans l e s  f e u i l l e s  jeunes 6e KicoUians 

tabacun. Les t i s s u s  qui manifestent ,me capa,cit& de pralif$raViori e t  d 7 o r g a o -  

genèse importante renfement. une quaz.itj.t6 Glevée d 'ac ides  nvccl6iyt:es e-t, de 



proté ines ,  Pour cer ta ines  enzymes : auxinee-oxydaçe, pero,yvdz.se e t  c ~ t t t l a s e  

(VASSEUR e t  LEGR4h3, 13'72) un gradient  identique a étk m i s  en évidence, 

La r é p a r t i t i o n  de ces cori@oçis e s t  donc susceptible d 'expliquer 1s capacité 

organogènc de disques de f e u i l l e s ,  prélevés à d i l fg r en t s  civectüx (1.d bourgeon 

d ' endive. 

Cependant, l e s  f e u i l l e s  adul tes  ayant corne l e s  p lus  jeunes, l a  

p o s s i b i l i t é  de former des "uwgeonç, on y u t  penser q u ' i l  s ' a g i t  d'une 

propr ié té  hé r éd i t a i r e ,  l i g e  à un caractère  ggnétique spScifique. C e  caractèr-e 

s 'exprimerait su s s i t ô t  après l a  sgparation de l a  plante  msre (PREVOT, 1939a) 

e t  concernerait l a  synthèse de substances organogenes (BIGOT, 196601, 

L'influence des caractères  génétiques sur  l a  capacité organogfne des 

t i s s u s  a, d6jà é t é  scul.ignée 3 na in t e s  r ep r i s e s ,  Xn effe t ,  s i  ce r ta ines  

espèces peuvent produire des bourgeons, dta,utres sont tot:i.l.ement incapables 

de l e  f a i r e  e t  jusqutà présent,  aucune substacce exogène n ' a  gu surmonter 

c e t t e  incapacit6.  Toutefois, l e  contrôle  gêiiéti que do i t  s 'exercer par 

l t i n t e m é 5 i a i r e  du métakolisrne de l a  p lante  e t  c ' e s t  9 ce niveau que noCs 

avons f a i t  por te r  nos invest igat ions .  

Le milieu peut modifier l e  développement de fragments d'organes. 

Son act ion sur  l a  p ro l i fé ra t ion  c e l l u l a i r e  var ie  sz~jvant l a  nature du 

t i s s u  (GAUTHERET, 1944) na i s  de ma.nière g é n é ~ a l e ,  le contact  du inilieu 
I 

aqueux favor i se  l e  86veioppement des racines  e t  g h e  ce lu i  des bourgeons, 

Pour cer ta ines  plantes ,  l a  nature physiq1e du mil.ieu. conditionne l e  

succès ou l 'échec de l a  t en t a t i ve  de cul ture  "in vi t ro" .  Une orchidge 

par exemple exige un n i l i e u  l i q c i d e  ( .~?~?AsEIGE, 1?74?alors que des cul- 

0 t u r e s  de bourgeons apicaux d1Aspara~2s r6cïament un ailievl gélose 

( b ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  e t  Coll. , 1972) . SKOOG (19Lb) a Sgaleiiient observé que l e s  

cul tures  de c a l s  de !u'icotianr tabacun dif ferencient  des bourgeons 



l o r s q u ' e l l e s  sont t r a n s f é r é e s  d'un mi l ieu  g61osé 5 un mi l i eu  l i q u i d e .  

De même, des exp lan ta t s  de r ac ines  de Cichorium intybus fornent des 

bourgeons v é g é t a t i f s  s u r  un mi l ieu  l iquide ,a l -ors  que s u r  un mi l ieu  s o l i a i f i é  

par  de l a  gélose,  i1.s prockisent  des bourgeons i n f l o r e s e e n t i e l  ç (I.:A?G~'?w? 

e t  BOUIVIOI,S, 1967 ; IJJ-RGARA e t  Col l .  , 1968). LE nature  physique du m i l i e u  

n u t r i t i f  joue donc un r ô l e  important e t  par cons6qdent, l a  concentra t ion  

en &lose  u t i l i s é e  p u r  s o l i f i e r  l e  mi l ieu  (RO:~IBFRL-EI~ e-E; TABOR, 1971 f . 
Ainsi ,  mTO (1974) s igna le  que l e  nonbre des bo'uigeons diminue l o r s -  

que l a  concentrat ion en agar  ba i s se .  Cela peut également avoi r  un r e t e n t i s -  

sement su r  l e  métabolisne. BOUNIOLS e t  EIARGA3A ( 1971 ) observent des diffg--  

rences dans l a  composition en ac ides  m i n 6 s  des fragments d-e r ac ines  àe 

Cichorium intybus c u l t i v é s  s o i t  sur un mi l i eu  l i q u i d e  s o i t  silr wl mi l ieu  

gélose  ; une r e l a t i o n  e n t r e  l a  na ture  du n i l i e u  e t  l e  ndtabcliçrnz protgique 

e s t  donc impliquée. D e  p l u s ,  l 'oxygénation du n i l i e u  de cinlture (SFZOC~~G,  1946 ; 

KESSEL e t  CARR, 1972) a i n s i  que l'ambiance aqueuse (SAUTHERET, 194.0 ; 194% ; 

1950) peuvent jouer un r 6 l e  déterminant slx l e s  ph6ncmènes dlorganogenèse. 

Il é t a i t  donc indispensable de dé te ra ine r  la concentra t ion  en gélose IR 

p lus  favorable au développement des  t i s s u s  d 'endive e t  de f i x e r  l e  pB du 

mi l i eu  de cu l tu re  qu i  modifie l a  s o l i d i f i c a t i o n  de la kélose.  

Toutes nos expériences ont  é t é  r é a l i s e e s  ?i un pH de 5,5 (G-~WHERXT, 

1959) ; dans ces condi t ions ,  l a  concentrat ion en gélose  l e  mieux adaptée 

à l a  manifestahion des phénomènes dlorgânogcnèse e s t  de 9 S c .  Le mi l i eu  li- 

quide e s t ,  non seulement défavorable à Pa formation des bourgeons, mais 

encore il r é d u i t  l e  nom3re d ' exp lan ta t s  capables de p s o l i f e r e r  e t  r e t a r d e  

l ' a p p a r i t i o n  du c a l .  Le contac t  avec l e  mi l i eu  g c l o s j  Zui-m&ne, peüt ,  

dans c e r t a i n s  cas ,  inh ibe r  l a  p r o l i f é r a t i o n  et l a  néoforraation des bourgeons. 

Par  exensle,  qïuznd l e s  exp lan ta t s  sont ensemencés Cians I r  sens nornial, l e  

nombre t o t a l  des bourgeons e s t  r é d u i t ,  nais ces organes apperaissent  e n  

p lus  grand nombre dans l a  région ajsicale d.eç e x p l n ~ t a t s ,  maintenine hors  



du mi l ieu  de c u l t u r e .  

Le mi l ieu  i n t e r v i e n t  non seulement par sa nature physique n u i s  a u s s i  

pa r  s a  composition chimique, Malgré ~ ' i n t é r g t  que c e l a  pouvail; préser,%er, 

nous n'avons pas é t u d i é  l ' a c t i o n  des éléments minéraux c o ~ s i d é r é s  habi tue l -  

lement comme n6cessa i res  à l a  croissance des v6gétôux. Nous nous sommes 

contenté de comparer l e s  e f f e t s  de quelques soluti .ons n u t r i t i v e s  f r6quement  

employées pour l a  culture de t i s s u s  avec l a  volonté de c h o i s i r  un m i l i e u  

de composition simple qui  permette un à6velop?ement s a t i s f a i s a n t  des organes 

néoform6s. Dans c e  but ,  nous avons sé lec t ionné l a  so lu t ion  minérale de KIJOP 

d i l u é e  au demi. D e  p lus ,  suivant  l e s  t i s s u s  u t i l i s é s ,  l e s  sucres  peuvent 

s t imuler  (CHLYAH, 1972 ; GSJC)ZDZ e t  SZIJEYKOWSICA, 1969), r édu i re  (PAULTF, 

1965 ) ou même suppr:imcr (bW.Gf*~~ ,  19698. ; LEFEBVRE, 1976 ) I c bouïgeorinetiient 

v é g é t a t i f .  Ces d i f  f'érences de compoi-tement s ' e x p l i ~ u e n t  eçsen:;i.c! lemcnt 

par un taux de g lucides  i r ~ t r a c e l l u l a i r e s  qui peut v a r i e r  avec l ' o r i g i n e  des 

t i s s u s .  Dans l e  cas  des t i s s u s  de f e u i l l e s  d1en6ive, il y a ataPbord stimu- 

l a t i o n  de l a  production des bourgeons l o r s q l ~ e  l e  glucose e z t  emgloyg à 

f a i b l e s  concentra t ions .  L ' e f f e t  opti~fium e s t  obtenu avec 3 $ de glucose q u i  

devient  ensu i t e  d ' au tan t  pl-us i n h i b i t e u r  que l a  dose e s t  p lus  élevée.  

Les t i s s u s  de Cichorium intybus sont  connus depu-is longtemps 

pour l e u r  capaci té  à produire spontailément des boi~rgeons (SCHOI~~~EDEN-IXRY, 

1920 ; GAWHERET, 1941 ; 1959 ; VASIL e t  HILDEBRANDT, 1966). Des fragmentes 

de rac ines  ont  é t é  u t i l i s é s  pour analyser  des  phéno~iènes de c?.6diff61*enciation 

(BUVAT, 191c4-lt5 ) e t  de d i f fé renc ia t ion  ce l lu la i . r e  ( CLWU, 1 9 4 ~ ) .  De nonibrenx 

t ravaux ont  montré (KLSEUCHA e t  C!ii4US, 1948 ; \T&91"91"IFCE e t  T~TtiR'iIIE, 1950 ; 

KULESCKCi, 1951) que l a  régénérat ion d'organes e s t  sous l a  dépendance àe l i z  t e -  

. . 
neur en auxine endogène des t i s s u s .  P.prSs l a  mise en 6v;denve de cjrtohl-rllnes 

dans Les t i s s u s  d 'endive (VARL)JP.N e t  RITUCH,  1961 ; EISSCH e t  CoZl., 1966 ; 

BUI-DPJG-IIA e t  XITSCiI, 19'70), il. û,pnsraît que l e s  phénomènes 6'organogen?se 



sont ,  comme pour l e s  t i s s u s  de tabac,  sous 1-a dépendance d'un équilibre 

auxines-cytokinines. Chez d ' au t res  *issus ,  t e l s  que l e s  écall les de ais 

(BIGOT, 1971) e t  l e s  f e u i l l e s  de b é g ~ n i a  (HEIDE, 196j ) ,  l a  capactté de 

bourgeonnement e s t  en r e i ~ t i o r n  é t r o i t e  avec l e  tWu de cytokinines endogènrs. 

La teneur en ces rggulateurs peut d ' a i l l e u r s  va r i e r  avec l e s  saisons 

(ELIASSON, 1971 ) e t  en  fonction de fac teurs  t e l s  que l a  lünnière e t  P a  tempé- 

r a tu r e  (HEIDE, 1964 ; 1967 ; NITSCH, 1962) . 
 adénine présente par fo i s  des e f f e t s  synerglques avec des Q t o k i -  

nines e t  6 pu ê t r e  consid6ré, chez l e  %.%bac, corne un précurseur de cytoki- 

nines endogknes (BITSCH e t  Coll . ,  1961). Toctefois,  avec l e s  fragxentç de 

f e u i l l e s  d'endive, l 'adénine a une a c t i v i t é  beaucoup plus  f s i h l e  que 18 

kinét ine  dont e l l e  n'augmei~te pss  11eTficaci t6  2 l ' égard  de 13 n6ofor~natian 

des bourgeons. A l ' inverse  de l a  k iné t ine ,  e l l e  n l i n t e r f S r e  pas aucc 

l ' auxine e t  ne peut pas davantage ê t r e  assimilée à, une source d1a2imen9; 

azoté a i n s i  que l' a sugg6r6 EBSEEIiETT (1970). Certes,  il peu?: exis ter  par- 

f o i s  une compétition entre l ' absorpt ion de l 'adénine e t  de l a  k in j t i ne  

r .  (OLSZEIJSKA, 1959 ; LEGUAY e t  Coli. ,  1370) ; mais il senble ra j t  que l ' a d e n l -  

ne stimule l a  néoformat ion des bourgeons simplement en t a n t  q~'Glérn%nt 

cons t i t i r t i f  des acides nucléiques. 

Les bases qui entrent  dans l a  compositi~l; cies acides nucléiques 

stimulent généraleaent 1.a formation 6es bourgeons &ais  à des degrés divers .  

Selon SKOOG e t  TSLJI (1948 ; 1951) l 'adénine s e r a i t  l a  base l a  plus ac t ive ,  

D'autre p a r t ,  PAULET e t  NITSCfI (1959) ont montré, avec des fragments de 

Cardamine   rat en sis, que l 'adénine e t  l a  thymine sont l e s  p lus  efficaces.  

De plus ,  sur l e s  t i s s u s  de llicotianâ tabacum (T~ULEI ,  1965), toutes  l e s  

bases sont ~ ~ c t i v e s  mais parmi l e s  bases pyrimidiques, 13. t h p i n e  e s t  pré- 

pondérante pu is ,  en ordre décroissant ,  I ' ur~lci . le  e t  er;fin la cytosine. 

Tami  l e s  $ases g U i ~ ? j e s ,  18 ,~uaniile agirsi% Sa~santage. En sehors de l'ad& 



./ .\ n ine ,  dont nous avons a e j a  p a r l é ,  l e s  diff6rent;es bases ne favor i sen t  pas  

t o u j o u r s  l e s  phénomsnes d'organogenèse (ITITSCEI e t  Cc11 . , 1967 ; DOEIiSCI.:US, 

1960 ; WARDELL e t  SKOOG, 1969). BICOT ( 1971 ) a  E~ES montré que l a  thymine 

e t  l a  guanine peuvent inh ibe r  l a  formation des bourgeons par  des f r agg~en t s  

de f e u i l l e s  de begonia. 

Les r é s u l t a t s  obtenus a-vec des fragments de f e u i l l e s  d'endive 

indiqdent  que l ' adén ine  e s t  l a  g l u s  a c t i v e  pu i s ,  par ordre  décroissant ,  

l ' u r a c i l e  e t  l a  thymine.Les mélanges équimolaires des bases ~ o r ~ e s p o n d a n t  

s o i t  à l ' A R N  s o i t  ?i l ' A D N  n 'ont  pas permis de d i r e  s i  c e t t e  ac t , iv i té  

correspond à un type d ' ac ide  nucléique p a r t i c u l i e r .  L'adénine e t  1'urecil.c 

jouent donc un r ô l e  e s s e n t i e l  dans l e  détel-iriiniçme du bourgeonnement des  

t i s s u s  de f e u i l l e s  d 'endive.  Mais l a  néoformation d'un bourgeon &an% l e  

r é s u l t a t  d'une a c t i v i t é  milot.ique in tense  ail COLLTS de l a q u e l l e  slorgarrLse 

peu à peu un méristème c a u l i n a i r e ,  on pouvait s ' a t t endre  à ce qu.e l a  thy- 

mine a i t  une e f f i c a c i t é  p l u s  importante. Le peu d ' ac t ion  exerc6e par  c e t t e  

base e t  par  l a  cytosine ou l a  guanine nous amène à penser que ces substanc:es 

ne pénèt rent  qiie d i f  f icileriient dans l e s  t i s s u s  ou que l e u r  accl~nulat iori  

r e s t  suscept ib le  de provoqyer une r é t r o - i n h i b i t i o n  des eazymes uecesss i r e s  

à l e u r  en t rée  dans l e  m6tabolisme c e l l u l a i r e .  

En présence d ' ac ide  g ibbére l l ique ,  l e s  réponses observtes  sont  

t r è s  va r i ées .  Sur l e s  tissus de rac ines  de Cichori-m intybus,  l ' a c i d e  

g ibbére l l ique  n ' a  pas dlinfli?.ence s i r  l e s  bourgeons qui  se forailent sponta- 

nément, mais inhibe l e  bourgeonnement indu i t  par  l a  kj.nét.ine ( B E S F Î ~ ~ R ,  

1968). Sur l e s  f e u i l l e s  v e r t e s  qui spontanément ne forment que Ces r a c i n e s ,  

l a  k i n g t i n e  peut i n i t i e r  des  bowgeonç ; ce processus e s t  inhih6 par 

l ' A G 3  (BEsEM?~R e t  Coll.  , 1969) .  De p lus ,  l a  formation des s u r  ces 

f e u i l l e s ,  e s t  inhibee par l a  kingt ine ,  mais ne çemO2.e pas affectée  par 

l ' a c i d e  g ibbére l l ique .  Avec des f e u i l l e s  6 t i o l 6 e s  d 'endive,  nous avons 



consta t6  que de f a i b l e s  doses d'aci.de g ibbgre l l ique  ne modifient pas l a  

format ion  des  bourgeons mais s t imulent  fâibl-emer~t c e l l e  des r ac ines ,  Au-delà 

- 5 de 10 M, il y a i n h i b i t i o n  de l a  formation des organes,  Associge à l ' a u x i n e ,  

l ' a c i d e  g ibbére l l ique  renforce  essenticl-lement l e s  e f f e t s  i n h i b i t e u r s  de 

c e t t e  substance s u r  l a  formation des bouigeons. Par  con t re ,  s u r  l a  rhizogen2se, 

l ' a c i d e  gibbérell-ique peut e x a l t e r  l e s  propriét6e s t i n u l a n t e s  de L'acide 

indolylacétiq!ne.,  Ces r é s u l t a t s  nous suggèrent que l ' a c t i o n  de l ' a c i d e  g ibbére l -  

l i q u e  s u r  l e  Doure;eonnenent p o u r r a i t  s ' exercer  par 1 ' in-terrriEd iüi . re  du nét abo- 

l isme auxinique. GAUTHERET ( 1961 ) montre 2a r  exemple que I 'AG r o m c  l e  3 ' 
k i n é t i n e ,  n ' e s t  a c t i f  qu'en présence d'auxine. Elaie c e l a  ne seinbic pas &né-- 

r a l  (THORPE e t  MEIER, 1/73).  De nêrne, s i  p a r f o i s  l e s  cgtokinines r6cluiser;t. 

l ' i n h i b i t i o n  de l ' a c i d e  g ibb6re l l ique  2 l ' é g a r d  de l a  i 'orxat io:~ des bourgeons 

(CHLYAH, 1969 ; ENGELICE e t  Coll .  , 7 973 ; K4T0 e t  HONG0 1974) cc n'est,  pas 

t ou jours  l e  cas  (SCHI~AUDOLF e t  RETNERT, 1959 ; MUEASBIGE, 1965 ; HEIDE, 

1969). Nous avons montré également que dans l e  cas  des  f e u i l l e s  d 'endive,  

l a  k i n é t i n e  n ' e s t  pas capable de l e v e r  l ' i n h i b i t i o n  produi te  par l ' A G 3 ,  

ce qu i  concorde avec l e s  r é s u l t a t s  obterius par BESEl+if:R e t  Coll.. (4969). 

La néoformation des bourgeons e s t  cependant b ien  p lus  complexe 

que l e s  e s s a i s  précédents ne semblent l e  l a i s s e r  supposer, En e f f e t ,  il 

a é t é  montré qu'un grand nombre d ' a u t r e s  f a c t e ü r s  p a r t i c i p e n t  2 l a  reePla- 

t i o n  des  phénomènes d1organogen5se, que ce s o i t  l ' a c i d e  absc iss ique  ou 

1' éthylène  (BOIJ~IQUET, 1972), l e  f e r  (LEGMTEI, 7975) l e s  phospha%es rn in6r~u .x~  

l a  t y r o s i n e  e t  l a  phénylalanine (SICOOG, 1970) a i r i s i  que l e s  phénols (PA-~PP~RI)ITT, 

1970). Ces d e r n i e r s ,  augmentent 1' e f f i c a c i t é  de l ' a m i n e  ( P ~ I N  e t  KLEIN, 

1957 ; III'TSCH e t  IJITSCH, 1959% ; PAULET e t  NITSCB, 7963 ; LEE e t  61 ;~0~ ,7 ->6~j  ; 

PAULET e t  LIORFT, 1966 ; RUCKï3R e t  P4411PAf?IN, 1969) ou be l ' o,cide g ibbér r l -  

l i q u e  (NITSCH e t  NITSCH, 1961 ) . L'midon, dont la synthèse e s t  l i é e  5 18 

présence de l u n i è r e ,  senble jouer égaI.encnt un r ô l e  i ~ i p o r t a n t  dans l a  



r e p r i s e  des  d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s  e t  dans l e s  ph&non?nes d10rganogen8se 

(TITORPE e t  F-V%SHIGE, 1!)6$ ; BROSSARD, 1970 ; l9?5 ; TEORPE e t  t.IF,IER, 

1972). Il p o u r r a i t  s e r v i r  de suppor t  énergét ique aux r é a c t i o n s  q u i  eceompa- 

gnent l e s  d i v i s i o n s  c e l l i r l a i r e s  c a r  l 'aninylogen~se s e  p rodu i t  e s s e n t i e l l e -  

ment dans l e  s c e l l u l e s  s u s c e p t i b l e  s de produi re  de s bourgeoris o-,n Zans 

c e l l e s  q u i  sont  sous- jacentes  ; l a  quantit .6 d'amidon formg s 'zmcnulçe à me- 

su re  que l e s  organes s e  développent .  L1auine (SCIBCZYK e t  SZWKYKOWSKA, 

1971) e t  l ' a c i d e  g i b b é r e l l i q u e  (TI!ORPE e t  NEIER, 1973) p o u r r a i e n t  i n t e r v e n i r  

dans c e s  phénomènes, On s a i t ,  par  exem?le, que l ' A G  peut  i n d u i r e  l a  
3 

formation d'a-amylase (VARNER e t  RA!! CIANDflA, 1964). P a r  ai1leiz1-s, l a  1cv6e 

d ' i n h i b i t i o n  des  bourgeons a x i l l a i r e s  du Cicer  arieziïiurn par  I n  Irin6tirLe 

(CODACCIONI e t  USCIATI, 1969) s e  p rodu i t  para l lè lement  à une m~riifica.-kion 

de l a  t eneu r  en miidon des  t.i s s u s  sou.s-jacents ; La k i n é t i n e  poiivant d a i  3- 

l e u r s  i n d u i r e  @alement l a  synthèse  d'a-cunylase ( c L L ~ ~ ~ I ,  1967 ; ?:CUGAREDE e t  

Col l .  , 1973). La n u l t i p l i c i t é  des  réponses observées avec des frt~grncntç de 

p l a n t e s  c u l t i v é e s  i n  v i t r o  e s t  donc l e  r e f l e t  d 'un grand nombre de f"sc"ceurs 

t e l s  que : l ' o r i g i n e  e t  l ' é t a t  physiologique des t i s s u s ,  l e s  cond i t i ons  

de c u l t u r e  ( s e l s  minéraux, suc re ,  lumière ,  tempéra,ture, subs tances  de 

c ro i s sance .  . . ) , l e  n 6 t a b o l i  anie ( composés phénoliques , mi don. . ,) e t c .  . 
Un a u t r e  Glément s ' a j o u t e  encore à l a  conp lex i t6  des  phénomènes, 

c ' e s t  l e  reoment d ' a p p l i c a t i o n  de c e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s .  QL?elques t r avaux  

ont. montrg en eifet que l ' o r a r e  dans l e q u e l  e i i s s e n t  l e s  subs tances  de c r o i s -  

sance,  peut, à6teyminer l e u r  e f f i c a c i t é  s u r  l e s  ph6i1umènes de prolif6rai;ioia 

e t  dtorganogcnèse.  A ins i ,  l a  p r o l i f é r s t i o n  des  t i s s u s  de moelle  d.e t abec  

ex ige  l a  présence d'une cy tokin ine  e t  d 'une anxine. La k i n é t i i ~ e  d o i t  i n t e r -  

v e n i r  d'a.bord ( 1  5 2 j o u r s )  et; er?sui%e l ' a u x i n e  q c i ,  contrairement  à l a .  

k i n é t i n e ,  s e r a i t  uti1.e en permanence ; l a  séqüence i n v e r s e  ne prod.uit 

quqi:ne croj.ssance f a i b l e .  La g i b b é r e l l f n e  n ' i n t e r v i e n d r a i t  cpe pour s ens i -  



b i l i s e r  l e s  c e l l n l e s  2 1' a c t i o n  &e l a  b.inGti.:îe. L '  aciCe g i b b 6 r e l l i q w  empli- 

f i e r a i t  l a  dér6press ion  des  gènes a c t i v e s  l o r s  du prglèvcnient des e x p l a n t a t s  

e t  une cy tokin ine  s e r a i t  ~ X o r s  kndlspcnsabLe pour "conài t ionner"  l e s  t i s s u s  

e t  l e s  rendre  czpables  de se a i v i s e r .  Il. y a u r a i t  a c t i - ~ a t i o n  des synUhèses 

n u c l é o l a i r e s  avec product ion c? 'AEN de t r e n s f e r t  a i n s i  qile der; ribosomes 

n é c e s s a i r e s  aux synthèses  pro t6 iqueç .  L'auxine i n t e r v i e ~ ~ d r a i t  dn.ns c e t t e  

d e r n i s r e  phase, c a r  e l l e  pro&ixit souvent une âugmenYat;ion ii;ipo:rtalz%e de 

1 ' A R N  ribosomal (NITSCII e t  BU1 DAîJG HA, 1367 ; TJITSCJi: e t  i9fZCZ-NCUGAREDE, 

1967 ; NITSC'H, 1968.3, b e t  c )  ; on peu.t donc penser  que c e s  substances 

i ndu i sen t  des  processus dont l ' o r d r e  s équen t i e l  e s t  inà ispensablc  2 3s 

m u l t i p l i c a t i o n  c e l l i r l a i r e .  Avec des  f ragment ,~  de t i g e  de t a b a c ,  'l'IIOI1PE: 

e t  MEIER (1973) montrent également que l ' a c i d e  g i b o é r e l l j q w  n ' e s t  vraiment 

e f f i c a c e  que s ' i l  e s t  a p p l i y ~ é  avant l a  for rna t im dzs  bourgeons. 

Ces r é s u l t a t s  suggèrent  donc que l e  déterminisme de  la r é g - ~ l . a t i c n  

hormonale s e  déroule  p a r  6 t apes  sucee r s ives  e t  s ' o r i e n t e  sous  l ' e f f e t  de 

substances v a r i g e s  au cours  des  d i f f g r e n t s  s t a d e s  d\L développe-s!ent. Nais l e s  

mécanismes semSlent dépendre du m a t é r i e l  u t i l i s é ,  Sur l e s  fragments de f e u i l -  

l e s  v e r t e s  de Cichoriurn in tybus ,  pour que l a  n6cfol-isidl;<ori des  'uourgeoils s o i t  

optimaLe, l a  k i n é t i ~ e  d o i t  a g i r  e n t r e  l e  %e jo-x- ire çu? ture  e t  l a  f i i l  de 

l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des  bourgeons. Lit k i n é t i n e  e s t  donc n é c e s s a i r e  p o u  

p répa re r  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des  boürgeons, n ~ a i s  a u s s i  Four l ' e n t r e t e n i r  

( B E S E ~ ~ E R  e t  Col l .  , 1969) ; l ' a c i d e  g i b b é r e l l i q u e  agl-cai-i; e n  xême t c w p  qüe 

l a  k i n k t i n e .  Les d i f î é r e c c e u  s ' accentuent  encore avec l e s  t i s s u s  de chou- 

f l e u r  ( I J ~ C I A R A ,  196gb) pour l e s q u c l s  l a  séquence auxine-cytokiniiîe e s t  la 

p l u s  e f f i c a c e .  Par a i l l e u r s ,  avec des  fra@.entrs fie f e u i l l e s  de hegonia,  

BIGOT (1971) montre que l a  néoformz-ti.cn des bourgeons e s t  stj.r:j~rl$e par 

l a  6-beilzylamj.nopu~iinp, m&!e 1or.sq.x c e t t e  si;'istsnce e s t  ap~?.icp6e peïidtnt; 

un Lemps t r è s  cour t  : de 3 rnim.xtes à. 3 heures  a2 rè s  l e  prélèvement des  



exp lan ta t s .  L 'acide g ibb6re l l ique  i n t e r v i e ~ d ï - a i t  de faqon s in i l l a i r e  : 

5 minutses d '  appl ic8t ion  6 t a n t  s u f f i s a n t e s  poW O?- t e n i r  1111 effe"c,inh?-bi t e ~ r  

dont l ' importance diminue en re t a rdan t  l e  moment d c u p p l i c a t i o n .  Selon 

l ' a u t e u r ,  l ' a c i d e  g ibbére i l ique  f re ine r r r i t  l e s  ~ h 6 n o n i ~ c e ç  de d6diI'f6renria- 

t i o n  e t  a g i r a i t  su r  la synthkçe des PRN qui précSdci?.i; l e  p,-elnier cycle  

mi to t ique .  Une cfcokinine s e r a i t  c~pabble de r é t a b l S r  c e t t e  synthèse en stimu- 

l a n t  l e  bourgeonnement, 

Ce type  d 'expérience e s t  cependant soumis à c e r t a i n e s  I j -ni i tat ions 

apportées par l a  technologie elle-même. En e f f e t ,  l ' a c t i o n  de l a  substance 

ne cesse  pas en mêne temps que l a  durée du t r a i t e n e n t  e t  il e s t  d i f f i c i l e  

de juger de l a  q u m t i t é  réel lement absorb6e. ??\!ée;nicoiris, l ' o r d r e  deris Icqirel 

l e s  substances hormonales in terv iennent  e s t  sans doute important ,  rriai s tmr ie  

avec l a  na ture  des t i s s u s  e t  l e s  condit ions de c u l t u l e .  

Selon SKOOG (1970), ces  substances hormonales agi ra ie i i t  en modulant 

l ' express ion  des g h e s  qui  s e r a i e n t  dérgpirnes l o r s  du prCl$vcment des  c?xrplantats 

e t  en p e m e t t  an t  1 ' o r i e n t a t i o n  du métabolisme dans uxie voie  pl.vtÔt que drns une 

a u t r e ,  sans a f f e c t e r  La n a t u r e  mais seulement l 1 é a u i 7 i b r e  des  p rodu i t s  

formés. Ains i ,  l e s  cytokinines exogènes pourra ient  inf luencer  l a  synt,hEse 

d ' a u t r e s  f a c t e u r s  de cro issance  indispensables comme l a  thiamine (LIIIS"T-~I, 

e t  SKOOG, 1966 ; D I G 3 Y  e t  SKOOG, 1966 ; DPAVKIEKS e t  Coli .  , 7 969) , 1' auxi-ne 

(LAU e t  YANG, 1973) a ins i  que l e s  cytokinines endogènes, Ces fa i ts  m i i i t c n t  

d ' a i l l e u r s  en îaveiir de l a  présence indispensable d'uïie a c t i v i t é  de type 

cytokinine dans l e s  L?N ?e t r ans fe r t . ,  O n  peut penser  en e f f e t  qJe des subs tan-  

ces  t e l l e s  qxe l a  kiné.l,ine qui  ne sont  pnr des cytokinines  nat,izrelles, püiçsent  

déclencher 5 l ' i n t é r i e - ~ r  des  t ? s s u s ,  Ta productioc Zc suCutm~ces e c t i v e s  se- 

r a i e n t  l e s  cytokinines nûtürt-l i-es , Cela pourre i t  sir p i c d c i r e  p:.r l t intc~-n&2ia;i-e 



dlARN de  t r c m s f z r t  clont ce rka ines  Lases r a r e s  peuvent p r é s e n t e r  des  e c t i v i t é s  

de t y p e  cy tokin ine  (BELL.M~Y, 1966 ; ~,mmù.q e.t; R ~ J J ~ B ,  1967 ; I:OTJOOR, 13133 ; 

ARbSTXOMG e t  C o l l . ,  1969) a De nombreux a u t e u s  ont  d ' a i l l e u r s  soulignE l e s  

r e l a t i o n s  qu i  e x i s t e n t  e n t r e  les ac ides  nucléiques e t  l e s  hormones vég&tales. 

(HEYES, 1963s ; TATA, 1966 ; DAVIES e t  Co l l . ,  1958 ; KEY e t  II!GLE, 1968 ; 

KEY, 1969 ; PAR:KASh, 1972 ; GüERN,  1372 ; PEAüU-LFNOEL e t  Col2 ., 1 f!72 ; 

DAVILS, 1973 ; KEY e t  VAND%3HOD, 1373 ; GWOZDZ, 1973 ; Gl?OZlX% e t  Col i .  

1974 ; JACOBSEII, 1977). On po~xvai t  a l o r s  scpposey l ' e x i s t e n c e  de Liens 

é t r o i t s  e n t r e  l e  métabolisme nuclé ique  e t  l a  n6of'orniation des bourgeons. 

La mise en  évidence de t e l s  l i e n s  n é c e s s i t e  cependant,  s o i t  c3c v é r i f i e r  

l a  s e n s i b i l i t é  du bourgeoiineineni; 2 des  substances suscep t ib l  es de perf x b e r  

l a  synthèse  des ac ides  nuc l6 iques ,  corme par  exemple l e s  analogues s t r v r t u -  

raux  des  bases  puriques e t  ~ ; ~ i n i i d i q u e s ,  s o i t  d t 6 t u d i e r  d i r ec t enen t  l e  rr!CUa- 

bolisme de ces  ac ides  nilcl-éiyues. Rous avons u t i l i s é  saccess ivexent  c e s  deux 

méthodes. 

Les e f f e t s  i n h i b i t e u r s  de l ' h y d r a z i d e  maléique ont  6 t é  s i g n a l é s  

pa r  de  nombreux chercheurs  ; a i n s i  par exemyle, Lors de I 'enracinemeat  des  

boutures  (SEN e t  BASU, 1960 ; GUILLOT, 1967) e t  de 1.a c ro i s sance  des r a c i n e s  

(BUSENKO e t  BASKFXOV, 1961 ; SCHAEFFER e t  SOROKIN, 1966). D e  T Z ~ I I I P ,  P'kydra,zi.de 

maléique peut  i n h i b e r  l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  e t  l a  formation des  hour- 

geons obtenus 2 p a z t i r  à ' e x p l a n t a t s  de r ac ines  d ' endive (C;AvlTI-IERET, l 9 5 2 b )  . 
De nombreuses hypotheses on t  é t é  proposées pour t e n t e r  d ' exp l ique r  l ' a c t i o n  

de l ' h y d r a z i d e  mal6ic;ue. Récemment, on a su.ggér6 que l ' h y d r a z j  2e m e 1 6 i q ~ ~ c  

e s t  un an tagon i s t e  de c ro i s sance  ps rce  cku'il i n t e r v i e n t  coiuse un analogue 

pyrimidique. Ce t t e  liypothèse e s t  basée e s sen t i e l l emen t  s u r  l a  p r o p r i é t é  que 

p o s ~ è ~ e  l ' u r a c i i e  de p réven i r  Tes e f f e t s  d e  l ' l lyr i razide mel6;que. T:ouç avoïis 

en e f f e t p u  nettl-c en h i d e n c e  l e  rÔ1-c de l ' h y d r e z i d e  en t a n t q u e  siibctence 

a n t i n 6 t a b o l i t e  cZc l 'ureci1.e  s u r  l e  hourgeonr,enient des  fragments de f e u i l l e s  

d 'ead ive .  Ccpenc?ant, c e r t a i n e s  expér iences  montrent que l e s  e f f e t s  in5 ib i . -  



teurs de l'hydrazide maléique ne sont pas toujours suoprimés par l'apport 

de bases pyrimidiques (LOVELESS, 1953 ; DEYSSON et DEYSSON, 1953 ; 

SCFIEFFER et SOROKIN, 1966 ; GUILLOT, 1967 ; CLEDJO et GASPAR, 1969 ; 

NOODEN, 1969). De plus, il ne semble pas exclu que l'hydrazide maléique 

soit métabolisé par les cellules et qu'il puisse donner naissance à une 

série de produits eux-mêmes inhibiteurs de la croissance (EISWAS et 

coii. , 1968) . 
Le traitement des fragments de feuilles d'endive par des analogues 

puriques ( 2,6 diaminopurine et 8-azagua,nine ) ou pyrimidiques ( 6-azaurac ile 

et 5-fluorouracile) affecte aussi bien le développement du cal que la 

néoformation des bourgeons. Seul l'hydrazide maléique peut, selon la concen- 

tration utilisée, n'inhiber que la formation des bourgeons. Ceci avait 

déjà été signalé par GAUTHERET (1952b) sur des fragments de racines d'endive. 

De même GUILLOT ( 1967) a observé que 1 ' hydrazide maléique pouvait inhiber 

complètement la rhizogenèse sans affecter la croissance des boutures de 

tomate. 

Un certain nombre d'analogues manifestent des propriétés d'antimé- 

tabolites uniquement pour la base correspondante : adénine (2,6 diamino- 

purine ) , guanine ( 8-azaguanine ) et uracil-e ( hydrazide maléique ) . Cenendant , 
les résultats obtenus avec le 6-azauracile et le 5-fiuorouracile sont 

moins nets car les inhibitions produites peuvent être supprimées soit totale- 

ment par l'ensemble des bases pyrimidiques (6-azauracile), soit seulement 

de manière partielle (5-f1,urouracile). 

blême si nos connaissances sur le métabolisme et les mécanismes 

d'action de ces analogues sont encore très fragmentaires, les résultats 

que nous avons obtenus soulignent le rôle important du métabolisme nucléi- 

que dans les phénomènes dlorganogenèse. Il était alors nécessaire d'analyser 

un certain nornbre de constituants biochimiques susceptibles de caractériser 

la néoformation des bourgeons. Pour cela., les techniques d'étude ont dû 



A 

etre choisies en fonction de la nature de notre matériel (MATERIEL ET 

TECHNIQUES, C, $ 2 ) .  En effet, la plupart des tissus végétaux et les tissus 

de feuilles d'endive plus particulièrement, contiennent des sut,stances sus- 

ceptibles d'interférer avec les méthodes de dosage. Il est d'autant plus im- 

portant d'en prendre conscience que ces substances évoluent au cours de la 

culture. Ainsi, nous avons montré que les résultats obtenus peuvent être erronés 

et à la limite, ne présenter de significations que pour les composés dont 

il aurait fallu s'affranchir. Ces composés qui sont souvent des flavonofdes 

et des acides phénol-carboxyliques (ROUX, 1963 ; SEIGLE-l.RJRAKDI, 1971 ), se 

lient aux molécules nucléiques par des liaisons qui ne sont que difficilement 

rompues lors des diverses opgrations de séparations et d'enalyses mises 

en jeu normalement. Par ailleurs, les difficultés liées à l'analyse des 

modifications biochimiques qui se produisent au sein des tissus soat consi- 

dérables, car le résultat d'un dosage correspond, en fait, 2 une valeur 

moyenne pour des milliers de cellules très diversement différenciées et 

avec des métabolismes différents. En ayant conscience des limites d'un 

tel travail, il reste néanmoins possible de relier les phénomènes morpho- 

génétiques aux transformations biochimiques qui ont lieu simultanément. 

Dans ce but, il était toutefois indispensable de préciser d'abord les 

étapes histologiques caractéristiques de la néofornation des bourgeons. 

Sur le milieu de base tel que nous l'avons défini, les bourgeons 

apparaissent en majorité au niveau du cal qui se forme 5 la partie basale 

des explsntat S. L ' étude histologique montre que les premières divisions 

cellulaires se manifestent vers le 3e jour de culture au niveau du parenchyme 

vasculaire ( COUILLEROT, 1973 : ; COUILLE3OT et Coll., 1978). Au fur et à r~esul-e 

que la prolifération slintensifie,d'autres tissus -<ont participer a 
l'élaboration du cal ; seul l'épiderne reste totalementinerte daas ces 



condit ions de cu l tu re .  Vers l e  6e jour ,  l e s  premiers mgristèines de bourgeons 

apparaissent  au niveau du parenchyme néofor-n~é, d 'or ig ine  vascula i re .  Le c a l  

qui  s e  développe .?i l a  parUie basale a donc une o r ig ine  profonde : c ' e s t  l e  

xylème qui e s t  en e f f e t  l e  premier t i s s u  2 r é ag i r  5 l ' i nduc t i on  morphog6né- 

t i que .  Ceci e s t  assez exceptionne1,ca.r dans l a  plupart  des cas ,  l a  caulogenèse 

de fragments de f e u i l l e s  s ' e f f ec tue  s o i t  5 p a r t i r  d'un c a l ,  s o i t  directement 

à p a r t i r  de c e l l u l e s  ou de groupes de ce l l u l e s  s i t uée s  dans l e s  t i s s u s  

supe r f i c i e l s  e t  c ' e s t  généralement l 'épiderme ou l ' a s s i s e  sous-épidermique 

qui  possède l a  plus grande ap t i tude  à l a  néoformation des bourgeons (BIGOT, 

1971, 1974, 1976 ; PREVOT, 1976). On peut rasprocher ces  r é s u l t a t s  du f a i t  

que chez ce r ta ines  espices ,  l e  xylème joue un r ô l e  p a r t i c u l i e r ,  en permettant 

l a  p ro l i f é r a t i on  des c e l l u l e s  de parenchyme médullaire,  ccmle par exemple 

chez T i l l i a  armorica (RARKER, 1953) ou Iiicotiana tabacum (JABLONSKI e t  

SItOOG, 1954). 

Chacune des deux é tapes  histologiques e s t  c a r ac t é r i s ée  ps, r une 

synthèse pa r t i cu l i è r e  d'mN t o t a l  : 

- l a  première a l i e u  avant t ou t e  d iv i s ion  c e l l u l a i r e ,  

se  c a r ac t é r i s e  par un rapport  AMP/UI4P élevé (=1,54) e t  semble r ég l e r  

l ' importance de l a  p ro l i f é r a t i on  tell-ulaire 

- l a  seconde, qui se  produit en même temps que naissent  

l e s  premieres ébauches méristéinatiques, présente un rappor t  lZlk@/UMP plus  

f a i b l e  ( 4 , 8 0 )  e t  do i t  o r i en t e r  quantitativement e t  qualitativement l e s  

processus de l a  d i f f6 renc ia t ion  organogène. 

Ces deux étapes peuvent se  d i f fé renc ie r  également par l a  nature  des 

espèces d 'ac ides  ribonucléiques synthétisées.  I l  y a d'abord, avant l e s  



premières divisions cellulaires, une stimulation importante de la synthèse 

de la fraction "TB-RNA" et un ralentissement de celle des ELRN ribosomaux. 

Par opposition, dans la synthèse qui prélude 5 la formation des nocules 

méristématiques, la part de l'Am ribosonal est alors que 

la radioactivité incorporée dans les ARV solubles et dans la fia-ction 

"TB-RNA" diminue. Les lLSN qui restent"ii6sn à la colonne de après 

l'élution saline (fraction "TB-RNA") peuvent être considérés corne la 

fraction messagère des ARN isolés et donnent une indication sur l'activité 

du &énome. La neoformation des bourgeons nécessite donc des remaniements 

métaboliques importants qui peuvent être révélés su niveau de l'expression 

des gènes. 

Quelques travaux metLent en évidence des modifications bjochimi- 

ques conduisant à la division cellulaire ou 5 la réalisation d'un processus 

morphogénétique. A partir de tissus de moelle de tabac par exemple, 

BUTENKO (1971) a montré, par analyse immunoélectro~horétique, que deux 

antigènes spécifiques disparaissent lors 2e l'inciuction de la division 

cellulaire alors qu'un antigène, caractéristique des méristèmes de la tige 

de la plante entière, apparaît. Ces antigènes pourraient servir de rn;ir- 

queurs dans l'étude du processus de la différeuciation cellulaire. De même, 

si la croissance des bourgeons de tubercules de topinambour est sous la 

dépendance d'un certain nombre de facteurs (COU??DUROUX, 1 9 6 7 ) ~  des modi- 

fications biochimiques accompagnent les différences morphogénétiques 

observées entre les pousses longues et les pousoes tu%érisées. La synth2se 

des AR3 et le métabolisme des nucléotides sont en rapport avec l'état 

physiologique de ces pousses ( GENDIIAUT) et TEPPAL-I?ISSOli, 1969 ; GE$?DP\A-UD, 

1975) dant la morphogenèse a égalenent pu être associée à la stiiriulation 

ou à l'inhibition de la synthèse de protéines spécifiques sous le contrôle 

de l'acide gibbérellique (TEPPAZ-MISSOIJ et GEBDEiiiÜD, 1970). Un autre 



exemple est fourni par les bourgeons axillaises de Cicer arietinum qui 

réagissent à une application de 6-benzylaminopurine par une levée d'inhi- 

bition dont la séquence des 6vènerneats a été déteminée (USCIATI et Coll. 

1969 ; 1970 ; CODACCIO?TI et USCIATI, 1970). Il n 'y a par contre, 5 notre 

connaissance, aucun travail identique concernant 1.a néoformation des bour- 

geons ; la seule approche a 6té réalisée par BIGOT (1371) qui a montré, 

avec des fragments de feuilles de %gonia rex, que la phese préparatoire 

à la formation des bourgeons se situe plus particulièrement au Se et au 

3e jour après la sgparation des explantats. De plus, conme l'adénine joue 

un rôle important dans l'initiation des bourgeons, cet auteur émet l'hypo- 

thèse que le conditionnement au bourgeonnement pourrait dépendre de 

certains ARX spécifiq~~es plus riches en adénine. 

Puisque l'on sait maintenant que Pa plupart des ARN messagers 

sont polyadénylés, nous avons cherché à les isoler en nous basant sur la 

propriété des séquences poly (A) de s 'hybrider à 1 'acide poljwridylique 

fixé sur du sépharose. ~ o u s  avons ensuite suivi ieiar évolution au cours 

de la néoformation des bourgeons. Toutefois, avant de situer nos résultats 

parmi ceux de nos prédécesseurs, il nous a paru souhaitable d'apporter 

quelques précisions sur la présence et le rôle des séquences polyadényl-i- 

ques au sein des ARN messagers (* > 

( * )  
GU caum de la dact!ylogmpkie de cc marrl~sc&i.t, i tou avaM eu c0nnL7M~mce 

de PJ pubficatiari. d ' w  Xkava i l  (DELSEi'JY, 79?8, Aizn. PioL. ; 77 ,  f - 5 9 )  

q u i  a z d g e  la p k o b l & n u  p o a b  pax l1XnoLc~ievt2  eA l a  cc~tract&rtinaLLon 

der, Am menoapm den c U e n  ci'tucm,yo2~~ e;t: des cQeel_leen vZg&Cdaf, 

p h h  ~ ~ c U & & . U I ~ C I & .  



A l'intérieur d.u règne vég6tal des séquences polyadényliques ont été 

découvertes chez des euglènes (SAGT~ER et Coll., 1974)~ des mousses (sTEGMAFIT? 

et KAHN, 1974)~ des champignons (LODISH et Coll., 1974 ; FXRTEL et Coll., 

1972), des fougères (LWAL, 1977) ainsi qce chez un certain nombre de végétaux 

supérieurs (HIGGINS et Coll., 1973 ; IV2JAHAi.I et AFP, 1973 ; VAN DE kJ-ULE, 

1973, VERIa et Coll. , 1974 ; DELSETE et Coll., 1974 ; YOSHIDA, 1974 ; 

ESNAULT et Coll. , 1975 ; TRAPY et Coll., 1975 ; KEY et SILFLOY, 1975 ; 

TOBIN et KLEIN, 1975 ; COVEY et GRIERSOIJ, 1976 ; GRIERSON et COVEY, 1976 ; 

GORDON et PAYNE, 1976 ; PAYh'E, 1976 ; RA?BOUR et Coll. , 1977 ; 

SIELI?,7ANOWICZ et Coll . , 1977 ) . 
e 

Les études sur la fornation de l'AN1 m-poly (A ) révèlent dexx 

mécanismes possibles. D'une part, le segment poly (A) ~ourrait etre ajouté 

aux longues chaînes dlARN nucléaires juste après la transcription, I.'ARN 

apparaîtrait alors dans le cytoplasme directement sous forme polyadénylée 

(DARBELL et Coll., 1971 ; JELINEK et Coll., 1973 ; BP&VEHsICJ\T, 1974). D1autre 

part, le segment poly (A) pourrait être lié I'ARB messager dans le cytoplas- 

me (SLATER et Coll.., 1973 ; DIEZ et BRAl;rCRb5KV, 1374). La taille de ces séquen- 

ces polyadényliques est très variable : de 20 à 50 résidus d1A14P (Mc LAUGELIN 

et Coll, , 1973 ; GRONER et Coll., 1974) 4 200 nucléotides et plus (Dm??ELL 

et Coll., 1971). Ces séquences sont liées de manière covalente à l'extrémité 

3'-OH des molécules dlARN messagers. Cependant, ries séquences internes ont 

été mises en évidence (LODISH et Coll., 1973 ; NAYAZATO et Coll., 1974) ; 

elles sont généralement plus courtes, d'environ 20 à 25 nucléotides et peu- 

vent être transcrites. 

Le rôle du segment poly ( A )  dans 1'ARN messager n'est pas encore 

clairement défini (BLEJT, 1975). 11 pourrait jouer un rôle dans le transport 

de l'ARN messager du noyau vers le cytoslasnie (JELLIJEK et Coll., 1973). 

Eais des segments poly (A) ont été signrz16s dans T'ARTJm des mitochondries 



(ROSEN et EDELMNI, 1976 ) et des chloroplastes (WTLLI~J.ISON et Coll. , 

1974). Il pourrait eGalement augxenter la stabilité de messager 

(SOREQ et Coll., 1974). Toutefois, on ne trouve aucune différence dans 

la stabilité de certains ARN m avec ou sans poly (A) (SIPPEL et Coll., 

1974 ; SJILLIAMSON et Coll., 1974). La présence de ce segment serait peut-être 

lié à la durée de vie de 1'ARN messager. En effet, une diminution de la 

longueur de la s,équence polyadénylique aussitôt après son apparition dans 

le cytoplasme,a pu être reliée 5 ime baisse de l'activité de 1'ARN n 

( SHEINESS et DARNELL, 1973 ; LEJ'Y et Coll., 1975 ; SHEIRESS et Co11. ,1975) . 
 alg gré tous ces aspects qui restent 5 préciser, de nombreuses 

observations montrent l'attachement des séquences poly (A) à une fraction 

qui présente des caractéristiques messagères (VCRI~A et Coll . , 1974 ; TOBIN 
et KLEIN, 1075 ; GORDON et PAYNE, 1976). Toutefois, la possibilité d'isoler 

et de caractériser des ARN messagers est encore trop récente pour qu.e cela 

ait pu susciter de nombreux travaux. Si on écarte ceux qui se limitent à la 

si~nple mise en évidence, bien peu ont essayé d'établir un parallèle entre 

les ARN polyadénylés et les problèmes de croissance et de développement, 

On peut cependant retenir que si l'acide gibb6rellique est susceptible 

d'augmenter la synthèse des ARN polyadénylés cytoplasmiques (JACOBSEN et 

ZWAR, 1974 ; HO et VARTJER, 1974) et même nucléaires (\JASILD?SI(A et 

KLECZKOi?rSKI , 1974 ) , 1 ' auxine (VER1fA et f NCLACHLAN, 1976 ) et la kinét ine 

(VANDERHOEF et KEY, 1968) pourraient avoir un effet contraire sur ce type 

de molécules. Par ailleurs, il y aurait une relation entre les périodes 

d'éclairement et la synthèse des ARP! messagers (SOEIX et KLEIN, 1975). 

En particulier chez les euglènes cuitivSes préalablement .?i l'obscurité, 

la lumière déclenche la formation de polysomes qui peuvent être groupés 

en polysomes "photo-actifs", qui disparaissent rapidement après interrup- 

tion de l'éclairement, et en polysones "photo-inàuits" dont l'édification 



se  poursuit 2 110b.;curit6 (VIZ~DIE~! et, Coll . ,  1973 ; 116121W.lYH, 1976). 

Les AN? l i é s  à des segments polyadSnylbs agpart izndraient  e s s e n t i e l l e ~ e z t  

à l a  c lasse  "photoactive" dont 1% synthese e s t  L i z i t é e  aux phaszs d P 6 c l a i r r -  

ment tandis  qire l e s  ARN polysomiques, rapidement ~ a r q u S s ,  non l i 6 s  à de 

t e l l e s  s éq~ences ,  f e r a i en t  p a r t i e  de 1s c l a s se  "photo-induite". C3n geut 

également c i t e r  l e s  travaux de STILES e t  DAVIES (1976) qui soulignent une 

augmentaticn de 1~. synthèse de toutes  l e s  espèces n o l 6 c u l a i r ~ s  dzARN, y 

+ 
compris llARN-poly (A ) jus te  après l ' induc t ion  flora!.e, l o r s  de l a  formatien 

des prircordiumç f loraux.  Cependant, s i  l e s  p r ~ p o r t i o n s  r e l a t i v e s  des ARnT 

solubles ,  ribosomux ou ~oiyad6nyLés r e s t e n t  i n c h a ~ g i e s ,  ces au-t;curs pr<cisent  

que c e t t e  s t i m l a t i o n  globale e s t  en r e l a t i o n  mec  m e  zugriientation des 

divisianû c e l l u l a i r e s .  CRIERSON e t  C W E Y  ( 1915) t en t en t  d16tablir m e  r e l a -  

t i o n  semblable e t  s ignalent  qulur.e augnlentation sapide du conterlu an ARB, 

dans l e s  premières f e u i l l e s  de Phaseolus a i reus ,  se produit ectre le 3e 

e t  l e  4e jour de germination. Prtrallglenent, l e s  d ivis ions  cel l -ula i res  

+- 
e t  1'ARiU messager-po1.y ( A  ) augmentent. De plus ,  il y a une Ciminution 

-4- 
rapide de l a  quant i té  d'ART?-2oly ( A  ) , contrairement sux ~t.ut,res f~rïûes 

s tab les  d'AmT, &près la cessation des divis ions  ce l l u l a i r e s .  

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus moii%rent une a t i m l s t i o n  

de l a  synthèse des AH? polyad6nylés l o r s  des phgnornènes de p r o l i î é r a ~ i o n  
1 

c e l l u l a i r e ,  i l s  scc t  donc à rapprocher de ceux de GflIERSOY et C07?EY 

(1975). Toutefois, nous avons mis en évidence un ce r t a in  nombre d 'é lénents  

nouveaux. Au Te jour de cu l tu re ,  l o r s  de l ' appa r i t i on  des premiers nûdules 

méris témat iq~es ,  l e s  ARN de l a  f rac t ion  "TB-RNA" r e n f e r ~ e n t  pius de 80 $ 

d 'ARN poïyrrd6nylds. L' appari t ion des organes se ca rac té r i se  donc eçscntie2.- 

lement par l a  synthèse de messagers pollyad6n~l6s. Twi: contre, 8u 2e jour 

. \ de cu l tu re ,  pendmt ï a  phase dfinductian mitct icpe es", avtlnt l e s  gremzeres 

divis ions  cell ir9aires,  l e s  ph6non81les o5seru6s sont difn"6rcctç. Tout 



d'abord on note une proportion plus importante C ? ' ~ N  retenus sur l a  

colonne de MAK (21 $) pa,rmi lesquels  environ 40 $ seulement sont palyadgny- 

l é s  ; l e  r e s t e  pourra i t  a l o r s  comprendre des AHIL' messagers non pol-y~dénylés 

ou présentant des séquences t r o p  coürtes pour s 'hybrider & l ' a c i d e  yolyurj-d;r- 

l i que  l i e  ail sépharose ou encore des ARN de l a  catégorie du "D-RNA" ; ces  

derniers  sont d '  a i l - leurs  préseri-1;s sur l e s  p r o f i l s  d161ut ion des colorlnes cl.e 

lm, au 2e jour de 3.a cuI.ture, jus te  après l e s  kI?Y ribosomaux. Il  e s t  a l o r s  

possible que dans nos conditions expérimentales, une pa r t i e  du "0-RIJA" s o i t  

gluée avec l a  f r ac t i on  "TB-RNAu. Cette phase de sÿntkèse,i-vvant l e s  d ivi -  

s ions  c e l k d a i r e s ,  pourra i t  donc ê t r e  ca rac té r i sée  davantage pax ce type 

dlARN, const i tué  de molécules de grnnde t a i l l e  qui sera ient  des pré- 

curseurs d'ARN ribosomaux ou représenteraient  l a  fontîc nucléaire,  i n i t i a - -  

t r i c e  des PJ?N messagers (TEISSFZE e t  Coll. ,  1972 ; ÇCHi.IID e-t Coll.,  1975). 

Quelques travaux ont moctré l ' in te rven t ion  possible de c e t t e  categor ie  

de molécules dans l a  régirlation de l 'express ion géngtique. Ainsi,  LACHARTE 

(1972) met en évidence des ARN de poids moléculaire élevé (32 à 55 S) 

qui joueraient un r ô l e  important dans l e  déclenchement des d iv i s icns  

ce l l u l a i r e s .  L'acide abscissique e t  l a  k inét ine  in terviendraient  sur  l a  

synthèse d'espèces mol6culaiïes de ce ty-pe (KHAN e t  AEOJULU, 1970 ; KILU 

e t  Coll . , 1970) . De plus ,  récemment, RICARD e t  Coll.  ( 1976) ont montré 

que l ' a m i n e  indu i t  l a  synthèse d'mN spéc i f iq t~es  reprSsent6s dès l e  

débtrt du trai tement auxinique ( 1  H 30) par  d'es ~ ~ ~ ' d ' o r i ~ i n e  nucléai re  

(UMP/AE@ : 1 ,121 puis  par des ARN messagers polysomiquea ( T ~ / ~ M P  : 0 ~ 4 3 )  

à mesure que l ' a c t i o n  homoaale se prolonge. 

S i  l e s  ARN polyadénylés sont prépondérants au moment 05 l e s  néristèrnes 

cau l ina i res  s 'o rgac i sen t ,  l a  péx-iode qui précède l e s  premières divis ions  eellu- 

l a i r e s  s e r a i t  donc caractér is6e  dmantage pas l ' appar i t ion  d'iuie catégor ie  Ü'AB2.i 

di f fé ren te ,  apparentée, au moins en p a r t i e ,  au "D-!?NAff . 



Certes,  c e t t e  h~ypothèse devra ê t r e  v é r i f i é e  c a r ,  s i  ces molécules 

dont on connait un  c e r t a i n  nombre de ca rac té r i s t iques  : renouvellement ra- 

pide ,  constante de sédimentation pouvant a l l e r  jusqu'à 60 S e t  p lus ,  

I l  r ichesse" en übP, ont été d6cr i t es  dans divers  types  de c e l l u l e s  animales, 

e l l e s  ne sont que rarement signalges dans l e  cas des c e l l u l e s  v6gétales. 

Ce type de molécule, dont l ' ex i s t ence  e s t  l i g e  au noyau c e l l u l a i r e ,  pose 

un problème p lu s ,  g6n6i-al, qui  , e s t  c e lu i  des l i e n s  étrentuels en t re  l e s  

ARN nucléai res  i n s t ab l e s ,  l e s  précurseurs des ARN ribosomaux e t  l e s  ARiY 

messagers c~rtoplasmiques. 

En conclusion, nous avons ncguis une bonne ma î t r i s e  de notre naté-- 

r i e 1  biologique e t  nous en avons f i x é  l e s  condit ions d ' u t i l i s a t i o n .  Mous avons 

ensu i te  v é r i f i é  l ' a c t i o n  d'un ce r t a i n  nom5re de fac teurs  chimiques, a f i n  

de déterminer l e s  propri.étés organogènes de ces t i s s u s  dont l 'emploi 

pour d ' au t r e s  recherches, e s t  maintenant poss ible .  Enfin,nous a.vons cherché 

à préc i se r  l e s  étapes biochimiques l i é e s  à l a  néoformation des bourgeons. 

La plupart  des techniques a.ue nous avons u t i l i s é e s ,  basées s -a  des 

p ropr ié tés  physicochimiqueç bien é t a b l i e s ,  sont cou rax~en t  employFes pour 

l ' ana lyse  des c e l l u l e s  a.nimalev o t  on t ,  l e  p lus  souvent, s e rv i  2 l ' g t ude  

du métabolisme des t i ç suc  vég6tawr, sans con.trôle de l e u r  e f f i c a c i t é .  

L 'appl ica t ion de ces technirp~es  2 notre  matér ie l  a cependant présent6 de 

nombreuses d . i f f icul tés  qui  ont  necess i t é  une 6tude c r i t i que .  Cela abou t i t  

à une méthodologie o r i g ina l e ,  a,dô.pt&e a m  exigences des t i s s ü s  que nous 

avons employés. 



JJ1 terme de ce  Vravail, rcus  avons l ' impression ce r t e s ,  à la~.roi r  

résolu  un ce r t a in  nombre de questions mais auss i  d'en avoir  posé bien 

davantage. Peut-ê t r t  est-ce 13 l e  r e f l e t  de l a  granfie comy;lexitG des phgno- 

mènes d'organogenèse ? Néanmoins, ces r é s u l t a t s  expérirnentrtwc nous pareisçent 

nécess i ter  d ' au t res  dévelappemonts. Er, pe>r t icu l ie r ,  Urie étude prospective 

sur l ' a c t i o n  des hozrnones appliquées de nani& r é g ~ e c t i e l l e ,  en associa t ion 

ou non avec d' au t res  fac.Leurs ( n ~ ~ t r i t i o n ,  lumière . . . ) peut apporter  des 

éléments nouveaux pour i n t e rp ré t e r  l e s  mCcanismes i6gulateurs  de l a  néofor- 

mation des organes. Par a i l l e ~ r s ,  l a  poursuite de ce t r a v a i l  nécess i t e  de 

t e n t e r  de ca r ac t é r i s e r  l e s  ARH m i s  en évidence a.u 2e Jour de l a  cul türe  

e t  que nous avons supposé ê t r e  du t3rpe 'ID--RNAv. Cette étude pouvant etre 

r éa l i s ée  conjointement à c e l l e  que nous avons en t repr i se  âvec l e s  

suspensions cell .ulaires de Si lene a lba  qui s e  prê tent  fiavantage à une 

analyse des mécanismes l i e s  ?i l a  d ivis ion ce l l u l a i r e .  Enfin, pu i sqü ' i l  

e s t  possible,  suivant l e s  conditions, expérimentales, de f a i r e  prodüire 

à ces t i s s u s  d'endive, s o i t  des bourgeons, s o i t  des racines ,  nous 

envisageons de comparer l e s  esyèces moléculaires dfLRIJ nécessaires à l a  

r éa l i s a t i on  de l ' u n  ou de l ' a u t r e  de ces programmes d1orga.nogel:èse. 



Lsétude de l a  néoformation des bourgeons a é t é  r é a l i s é e  à p a r t i s  

de fragments de f e u i l l e s  é t i o l é e s  d'endive (~ i cho r ium intybus L. var .  

wi t loof )  cu l t ivés  i n  v i t r o .  

Nous avons d'abord cherché à dé f in i r  un milieu de base, auss i  s i m -  

p l e  que poss ible ,  qui permette un développement s a t i s f a i s a n t  des explantats .  

Après une s é r i e  d ' essa i s ,  nous avons cho is i  un milieu s o l i d i f i é  par de 

l a  gélose (0,9 %d qui comprend l e s  s e l s  minéraux de l a  so lu t ion  de KNOP di- 

luée  de moitié e t  du glucose (3  %). Afin de t e n i r  conpte du gradient  organo- 

gène, nous n'avons u t i l i s é  que l e s  fragments (16 mm de diamètre) prélevés 

dans l a  p a r t i e  médiane des f e u i l l e s  moyennes des bourgeons ét.iolés d'endive. 

A 2 2 O ~  e t  é c l a i r é s  12 heures par  jour, l e s  explanta ts  nîanifestent 

une p o l a r i t é  t rès  marquée. Le c a l  apparaî t  à l a  p a r t i e  basale  des explantats  

e t  l e s  organes naissent ,  pour l a  p lupar t ,  à ce niveau. Cette po l a r i t é  e s t  

A t ou t e fo i s  influencée par d i f f é r en t s  facteurs :  age e t  t a i l l e  des explanta ts ,  

mode d'ensemencement, présence de phytohormones dans l e  mil ieu de culture... . 
L'apport de régulateurs  de croissance nous a permis de v é r i f i e r  

l eu r  r ô l e  dans l a  néoformation des bourgeons. La k iné t ine  augmente considéra- 

blement l e  nombre des bourgeons néoformés e t  l 'auxine renforce son e t f i c a -  

c i t é ,  ce qui explique en p a r t i e  l e  r ô l e  du l a i t  de coco. L'acide gibkérel- 

l i que ,  a jouté  au milieu de cu l tu re ,  n ' a  pra t iquemnt  pas d ' e f f e t  sur  l e  



bourgeonnement si ce n'est qu'il est inhibiteur au-delà de IO-~M. Cette 

hormone réduit l'effet stimulant de la kinétine et renforce les propriétés 

rhizogènes de l'amine.  a adénine stimule le bourgeo~nement moins efficace- 

ment que la kinétine et ne modifie pratiquement pas l'effet de cette 

dernière. Ceci exclut que la cytokinine puisse agir par l'intermédiaire 

de l'adénine, d'autant plus que les intéraclions adénine-auxine sont nette- 

ment différentes des interactions kinétine-auxine ; la cytokinine et 
1 

l'adénine possèdent dcnc apparamment un mode d'action indépendant. De plus, 

parmi les bases constitutives des acides nucléiques, 11ad6nine est la 

plus active, suivie par l'uracile et la thymine ; les autres bases puriques 

ou pyrimidiques n'ayant aucun effet. 

Nous avons ensulte essayé d.e bloquer les phénomènes dtorgmogenèse 

par des analogues susceptibles de perturber le métabolisme des acides nucléi- 

ques. Les analogues puriques : S,6-diaminopurine et 8-azaguanine , 2 concen- 

trations appropriées, inhibent le bourgeonnement. Cette inhibition est suppri- 

mée respectivement par l'adénine ou la guanine, Les analogues pyrimidiques 

semblent avoir des modalités d'action plus complexes. Si l'inhibition des 

bourgeons par le 5-fluorouracile est levée partiellement, celle provoquée 

par le 6-azauraciie est supprimée totalement à la fois par l'uracile, son 

nucléoside, la cytidine ou l'acide orotique. Contrairement aux analogues 

précédents, 1'hydrazi.de maléique peut réduire la formation des bourgeons 

sans affecter celle du cal. Cette dioinution peut être supprimée yar l'uraci- 

le mais les autres bases ou. leurs nucléosid-es sont sans effet. L'hydrazi.de 

maléique interviendrait 6onc corne un altimétabolite de l'uracile pour les 

tissus de feuilles d'endive. Notre connaissance imparfaite des mécanismes 

d'action de ces composes incite 2 beaucoup de prudence pour interpréter 

ces résultats ; ils soulignent néazqnoios les relations qui existent entre 

le métabolisme des acides nucl6iqu.e~ et les phénomènes d'organogenèse. 



Noua avons donc été à suivre  l ' évolut ion des acides nuclgi- 

ques au cours de 18 néofcrnatiori des bourgeoris. I 1 . a  f a l l u  t ou t  d'abord 

adapter l e s  techniques biochimiques au maté r ie l  u t i l i s é  e t  suivre  simultané- 

ment l e s  pr incipales  modifications histologiques qui accompagnent l a  néofor- 

mat ion des bo~~xgeons . 
Au cours Ùes transformations histologiques,  deux étapes nous psra is-  

sent  plus marquantes ; c ' e s t  au 3e jour de cu l t u r e  l e  début des divis ions  

ce l l u l a i r e s  puis  à p a r t i r  du 6e jour,  l ' appa r i t i on  des nodules méristénati-  

ques. Chacune de ces étapes s'accompagne d'une syrithise accrue dlARN, 

suivie  de synthèses de protéines e t  d'ADN. L'exaltat ion de l a  sj.ni;l:èse dYmJ 

e s t  l e  s igna l  t r è s  p réc i s  des modifications histologiques o b s e r ~ 6 e s .  Ii1jmpo~- 

tance r e l a t i v e  des synthèses d'ART au coure de ces d e u  périodes est va,riaSle; 

il y a  tou-tefois une r e l a t i on  en t re  e l l e s  comme entre  l a  p ro l i fg ra t ion  

c e l l u l a i r e  e t  l a . f o m a t i o n  de bourgeons au s e i n  du ca l  inorganisé.  

A l ' a i d e  de substances t e l l e s  que l 'auxine,  l a  k icgt inv e t  

l 'hydrazi  de maléique qui permettent d 1  in te rven i r  s u r  3 ' L e  ou 1 ' au t r e  

étape du bourgeonnenîent, nous avons montré que l a  première synthèse 

dtARN e s t  l i é e  à l a  p ro l i fé ra t ion  c e l l u l a i r e  Cent e l l e  règ le  l f i z~po r tmLce ,  

a l o r s  que l a  seconde, qui  correspond 2 l a  formation des nodules méristcrne- 

t iques ,  semble déterminer l ' i n t e n s i t é  du bcurgeonn&ment. 

32 Par incorporation de P dans l e s  acides nucléiques au cours de 

l a  cu l tu re  des t i s s u s  d'endive, nous avons pu montrer que l e s  cleux p6rioùes 

de synthèse d'Am t o t a l  se  dis t inguaient  par un rapport d i f f é r en t  en t r e  

l e s  nucléotides adényliques e t  iiridyliques. 

L ' u t i l i s a t i on  de colonnes d ' a lbmin r  méthylée e t  Se sépharose- 

poly (u) , nous permet ae  préciser  que pendant La periode qui ar6cède 

14 l e s  d ivis ions  c e l l u l a i r e s ,  l ' i n rorpora t fon  dtad6nosinc-- C e s t  pro2ortion- 

nellement plus importante au niveau des m!4 solubles e t  de ceux demeurant 



fixés sur l'albumine méthylée après l'élution saline. Cette fraction "TB-MA" 

comprend 40 $ enviren d1AF.1J polyadénylés ; les ARP? restant, dont la nature 

est discutée, doivent vraisembablement jouer un rôle inportant dans l'induc- 

tion de 1s prolifération cellulaire. 

Lors de l'apparition des nodules méristématiques, il y a par contre 

une synthèse préférentielle d'ARN ribosonaux, alors que la radioactivité 

incorporée dans les li?N solubles ainsi que celle associée à la fraction 

"TB-RNA" diminue. Cette fraction est d'ailleurs consti-tuée en majeure 

partie (83 % )  d'mT polyadénylés. La formation des ébauches de bourgeons 

est donc liée essentiellemnt à la production dlARN messagers polyadénylés. 
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