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ATIA
AMP
APC
ARN

ARNMNM

+ . . L. .
ARN - poly(A) = Acide ribonucléique pourvu d'un segment poly (A) & son
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Activité spécifique
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MAK = Kieselgihr imprégné de sérum albumine méthylée
nn =  Nanomitre

poly (A) = Homopolymére d'acide adénylique

poly (U) = Homopolymére d'acide uridylique

POP =  2,5-diphényloxazole

POPOP= 1,k pis-2 (4-méthyl-5-phényloxazolyl) benzéne

RNase Ribonucléase

S =  Unité Svedberg

"

SDS (ousSLS) = Sodium dodecylsulfate (ou laurylsulfate)

"PB~RNA" - = "Tenaciocusly bound R N A" = A R N qui restent fixés sur
la colonne de M A K aprds le passage des solutions

de NaCl = "ARN 1iég"

tr/min, = Tour per minute
tris = Tris—(hydroxyméthyl) aminométhane
UMP = Uridine monophosphate

v/iv = Volume/volume



INTRODUCTION

Les tissus de racines, de tiges ou de feuilles cultivés "in vitro"
sont parfois capables de produire des bourgeons. La nécformstion de ces orga-
nes résulte toujours (BUVAT, 1944-1945) de la prolifération de cellules qui
se dédifférencient, acquidrent la structure cytologique de cellules méristéma-—

tiques et s'oOrganisent en méristéme caulinaire.

La culture des tissus de feuilles n'a &té réalisée qu'assez tardive-
ment, les chercheurs ayant été déccuragés par les &checs d'HARERLAND (1202).
De plus, les feuilles sont des organes fragiles, parfois difficiles & désinfec-
ter et leurs cellules treés spéeialisées exigent souvent l'emploi de milieux

complexes.,

Nous avons cependant choisi dfétudier la néoformation de bourgeons
adventifs par des fragments de feuilles étiolées d'endive qui sont capables,
comme les tissus de racines (GAUTHERET, 1941 ; 1942b ; BUVAT, 194k ; CAMUS,
1949) de former spontanément des bourgeons.

De nombreux travaux ont d8jd ét€ consacrés & 1'étude du bourgeon-—
nement (PREVOT, 193%s ; SKOOG, 19Lk ; 1950 ; 195h ; 1955 GAUTHERET, 1959
196k 5 1966 ; CHAMPAGNAT, 1961 ; DORE, 1965 ; PAULET, 1965 ; BUTENKO, 1968
BIGOT, 1971 ; MURASHIGE, 197h4). Nous aurcns lloccasion de les évogquer plus

en détail au cours des chapitres suivants.
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Tous ces travaux montrent néanmoins que l'on connait encore bien
mal le déterminisme de la formation des bourgeons. Certes, de nombreux su-
teurs ont confirmé 1'hypothése émise par SKOOG et MILLER (1957) pour qui les
phénoménes d'organcgenése sont réglés par un équilibre hormonal : auxine -
cytokinine ; l'auxine inhibant le bourgeonnement et favorisant la rhizogendse
et la kinétine ayant l'effet inverse. L'avantage de cette théorie est d'expli-
quer de facon simple les potentialitds organogénétiques des tissus par les
gradients d'hormones endogénes. Toutefois, la ndoformation des bourgeons est
aussi le résultat d'interactions complexes entre facteurs endogdnes et exogé-—
nes, stimulants ou inhibiteurs. Un autre mérite des travaux de SKOOG et de ses
collaborateurs est d'avoir souligné l'importance des substances gui intervien-
nent dans le métabolisme des acides nucléiques (SILBERGER et SKOOG, 1953 ;
SKOOG, 1954 ; 1955). Cependant, les publications concernant les mfcanismes bic-
chimiques de la néoformation des organes sont encore peu nombreuses et ne per-

mettent pas d'avoir une idée précise du phénomeéne.

La culture des tissus de feuilles d'endive ayant été réalisée pour
la premiére fois par TOPONI (1963a), nous en avons précisg les modelités et
€tudié l'action exercée, sur les phénoménes d'organcgensse, par un certain
nombre de facteurs. Nous avons ensuite tenté une approche, a 1'échelle molé-
culaire, des phénoménes 1iés & la néoformation des bourgeons. Le plan que
nous suivons dans ce travail est alors le suivant :

- apr@s avoir dfcrit le matériel et les techniques utilisées,
les résultats ont été scindés en deux parties :

. dans la premi€re, nous définirons un milieu minimum permet-—
tant un développement satisfaisant des tissus de feuilles d'endive. Nous
€tudierons ensuite 1l'influence sur la néoformation des bourgeons, de dif-
férents régulateurs de croissance ainsi que des bases puriques et pyrimidi-

ques et de quelques uns de leurs analogues structursux. Les résultats obtenus



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

. dans la seconde partie, nous avons donc cherché i mettre en
évidence les modifications biochimiques qui caractérisent les étapes de la
transformation histologique aboutissant & la formation des bourgeons. Cela
nous conduira &8 analyser plus particuliérement le métabolisme des acides
ribonucléiques.

- enfin, dans un chapitre de considérations générales, nous situe-
rons nos propres résultats parmi ceux de nos prédécesseurs. Cette analyse
prolonge et compléte les discussions des différents chapitres ; elle nous
permettra de dégager les idées susceptibles d'orienter la poursuite de ce

travail.



MATERIEL ET TECHNIQUES

A) LE MATERIEL VEGETAL

Pour étudier 1'organogendse et plus particulilrement le bourgeon-

P

nement, nous avons utilisé l'endive (Cichorium intybus L. cultivar "Witloof"),

> oS

lante commune de nos régions qui présente la propriété de se multiplier trés
b

P ”~

facilement par voie végétative.

N
o

Semées en plein champ au printemps, les plantes sont récoltées 3
1l'automne. Privées de leurs feuilles par section au niveau du collet et mises

en couches, elles subiront le forgage selon des technigues pratiqufes par les

-

producteurs. La chaleur du forgage permet la reprise de l'activité végétative

et le développement de bourgeons étiolés appelés communément "chicons'. Les
feuilles sont imbriquées les vnes dans les autres el atteignent 3 msturité
une vingtaine de centimétres de longueur. Ce sont principalement ces feuilles

Lo . . .
étiolées que nous avons utilisées d¥s la sortie des couches, afin de réduire

: fhes 3 1 'Atat crrd
les variations liges & L'état physisl
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La durée d'utilisation de ces tissus s'étend généralement du mois
d'octobre au mois d'avril mais dépend essentiellement des températures hiver-
nales. Des basses températures ralentissent.la reprise de l'activitd végéta-
tive des racines et favorisent 1l'é€talement de la péricde de production alors
que des températures clémentes provoquent l'effet inverse. En fait, la période

d'utilisation est déterminée expérimentalement chaque année 3 l'intérieur de

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

i
[

tion, les tissus de feuilles proliférent mal et produisent peu d'organes alors
qu'é la fin de cette période, si la prolifération et la production des bour-
geons sont satisfaisantes, les infections microbiennes augmentent notablement

s T . . .
en dépit de conditions rigoureuses d'asepsie.

B) LA CULTURE "IN VITROT"

La technique de culture de tissus employée, est celle décrite par
GAUTHERET (19L2a et c, 1959). Elle permet de cultiver des fragments d'orga-
nes en supprimant les phénoménes de corrélations, dans des conditions asepti-

ques et sur un milieu de composition définie.

1°) Préparation du matériel

Au moment de 1l'utilisation, les feuilles les plus externes gui
forment 1'enveloppe du "chicon" sont &€liminfes. Les autres sont séparées,
stérilisées par immersion pendant 20 minutes dans une solution d'hypochlorite
de calcium 4 T % puils lavées dans trois bains successifs d'eau stérile., La
‘solution d'hypochlorite de calciuﬁ est obtenue par asgitation de la poudre

(& 215° chlorométrique) 15 minutes dans 1'eau puis par filtration. Les explen-

tats sont alors prélevés au niveau de la nervure principsle, trés charnue,



4 l'aide d'un trocart de 16 mm de diamétre. Sur de tels explantats, nous
pouvons définir une partie basale et une partie apicale suivant l'orientation

par rapport & la feuille mere.

2°) Milieux de culture

Les milieux nutritifs que nous avons utilisés comprennent des sels

minéraux, du glucose (3 %) et sont solidifiés par de la gélose (0,9 7).

Afin de simplifier au maximum les conditions de culture, nous
avons utilisé le milieu nutritif de base préconisé par GAUTHERET (1942a) qui
comprend les macroéléments de la solution de KNOP (188L) diluée de moitié

et les microéléments de lz solution de BERTHELQT.

Nous n'avons pas entrepris 1'étude systématique de 1l'action des
€1éments minéraux sur le bourgeonnement mais pour juger des limites d'utilisa-
tion du milieu de base, nous avons été amené & le comparer d'une part, au mi-~
lieu de HELLER (1953) et d'autre part, au milieu préconisé par MURASHIGE et
SKOOG (1962) qui comprend en outre des constituants organigques : hydrolysat
de caséine (1 g/l), myo—inositol (100 mg/1l), glvcocolle (2 mg/l), acide uico-
tinique (0,5 mg/l), pyridoxine-HC1 (0,5 mg/l), thiamine-HC1 (0,1 mg/1) ainsi

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

Dans tous les cas, le pH est ajusté a 5,5 avec de la scude ou de
l'acide chlorhydrigue. Les milieux de culture sont répartis dans des tubes
(diamStre 20 mm x longueur 160 mm) bouchés par du coton hydrophile puis auto-

clavés a4 120°C pendant 20 minutes.

Les substances de croissance sont ajoutfes aux milieux avant stéri-
lisation sauf lorsqu'elles sont thermolabiles, comme en particulier ltacide

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

/2]

soit par 1l'@ther, soit aprés mise en solution, par filtration sur membrane



d'ester de cellulose (Millipore) retenant les particules d'un diamétre supé-

rieur & 0,45 u.

Les disques de feuilles sont alors ensemencés suivant des

modalités qui seront définies ultérieurement.

3°) Conditions de culture

Aprés ensemencement, les tubes de culture sont capuchonnés au moyen
de papier d'étain afin d'éviter une évaporation trop intense, puis placés
dans une piéce climatisée & 22°C, éclairée douze heures par jour. La lumiére

est produite par des tubes luminescents qui fournissent un €clairement de

1000 lux environ au voisinage des tubes de culture.

4°) Expression des résultats

”

Une série expérimentale comprend 24 explantats ensemencés & un
temps to et comparés entr'eux & un temps tx. Chaque essai est répété au
moins deux fois.

Nos résultats sont souvent discutés dans le cadre de chaque série
d'essais, pour éviter 1'écueil dali & la variabilité du matériel biologiqgue su
cours de l'année. En effet, la capacité organogéne des fragments des lots té-
moins peut varier sensiblement au cours des expériences successives. Toutefois,
& l'intérieur d'une méme série, il est possible de réduire ces variations, par
le contrdle rigoureux des conditions de culture, par le choix des explanﬁais

et par leur distribution aussi homogéne que possible entre les différents lots.

Sur le milieu de base, les bourgecns apparaissent entre le 10e et le
12e jour aprés l'ensemencement. Leur nombre augmente ensuite régulidrement

jusqu'au 30e jour de culture puis se stabilise (figure 1) ; c'est pourquoi les

. @énombrements sont effectués le L40e jour. Nous avons considéré comme btourgeon
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Figure 1 : Cinftique de l'epparition des bourgeons en fonction du temps
de culture.

Le pourcentage de bourgeons apparus i un roment donné sst &tabli
en fonction du nombre total des bourgeons formés aprés k0 jours
de culture.

toute &bauche caulinaire ayant formé au moins une feuille.

D'une maniére générale, nous avons calculé le nombre moyen d'orga-
nes néoformés par explantat. Dans les tableaux, nous avons également fait fi-
gurer deux autres valeurs :

- l'une donne le pourcentage d'explantats portant des bourgeons

- 1'autre donne le pourcentage d'explantats ayant proliféré.

Ceci est justifié par le fait qu'au sein d'un méme lot, tous les
explantats ne proliférent pas. De méme, parmi ceux qui proliférent, tous ne

_ sont pas organogénes.

o



L'intensité du bourgeonnement est alors évaluée en tenant compte
d la fois du nombre moyen de bourgeons produits par explantat et du pourcen-—
tage de fragments produisant un ou plusieurs organes. L'intensité de la proli-
fération sera exprimée par le pourcentage d'explantats manifestant des proprié-
tés callogénes. De plus; nous décrirons l'aspect de la prolifération cellulai-
re & chaque fois qu'elle sera difféfente de celle observée sur les explantats

du lot témoin,

b} evaluation de fa croissance

Indépendamment des phénoménes d'organogenése, la croissance d'un
explantat peut €tre suivie dans le temps par 1l'augmentation de sa masse de
matiére fralche et de matiére séche.

Les explantats sont alors extraits des tubes & essais, essuyé€s
afin d'éliminer tout le milieu pouvant adhérer & leur surface puls pesés
(poids de matiére fraiche, P.F.). Ils sont ensuite maintenus 3 1'€tuve 3

100°-105°C jusqu'd 1l'obtention d'un poids constant (poids de matiére séche,

P.S.).

C) LES TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

1°) Dosage de l'azote

Le matériel séché est réduit en poudre. Pour déterminer 1'azote
total, des prises d'essal de 100 4 200 mg sont minéralisfes, en triple exem-
plaires, dans des matras de Kjeldahl (BRUNEL, 1948) en présence d'acide sul-

furigue concentré et de catalysecur au sélénium (CuSOh : 1 partie ; X 80, :

2
1 partie ; Se : 0,2 partie). La minfralisation est poursuivie 6 heures aprés
rd - . - - . .

décoloration du mélange. La liqueur sulfurigue refroidie est alors amenée 3

.

50 m). avec de 1'eau distillée. Des parties sliquotes (2 ml) de cette liqueur

diluée sont mélangfes & 2 ml du réactif de Nessler (produit Merck ; mélange



en proportions égales des solutions A et B) et complétées & 25 ml dans une
fiole jaugée. Apr@s 5 minutes, 1'intensité de la coloration jeune obtenue est
déterminée au photocolcrimétre & 420 rm. Chaque série de minéralisations
comporte un témoin (sans azote) et des matras contenant des quantités connues

d'azote sous forme de sulfate d'esmmonium (de 500 & 3000 pg de (NHL})9 SOh).

On trace alors une courbe &talon qui permet de calculer les quantités d'azote

contenues dans les prises d'essais.,

L'azoté protéique es£ obtenu par contact de la poudre végétale avec
de 1l'acide trichloracétique & 10 % pendant 12 heures & 0°-4°C. Dans ces
conditions, les protéines précipitent et sont séperfes de la partie soluble
par filtration sur papier filtre sans cendre. Aprés plusieurs ringages avec
de l'acide trichloracétigue & 5 %, le résidu insoluble (filtre compris) est
mingralisé, puis dosé selon le protocole précédemment décrit.

La détermination du taux d'azote soluble est faite par différence

entre le taux d'azote total et le taux d'azote protéique.

2°) Dosage des scides ribonucléigues totaux

L'extraction des acides nucléiques peut s'effectuer suivent trois
procédés différents dont le principe général peut se résumer ainsi :
les tissus sont homogénéisés dans des solutions d'acides trichloracétique
ou perchlorique qui précipitent la fraction macromoléculaire totale ; cette
dernifre est délipidée, puis extraite, soit par un traitement i chaud avec

ces mémes acides (SCHNEIDER, 1945), soit par un traitement & froid (OGUR

et ROSEN, 1950), soit encore par une hydrolyse alcaline sflective gui libdre
les ribonucléotides (SCHMIDT et THANNHAUSER, 1945).

Ces procédés ont €t& mis au point essentiellement pour des tissus

~
Py

animaux. Or, sucun d'entr'eux n'est applicable directement & 1'&tude des

. L . . N R .
tissus vegétaux quir se pretent beaucoup plus difficilement gue les snimaux,

-

biochimiques. Ceci est 40 essentiel~

-

les bactéries ou les virus i des &tude
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lement & l'existence de nucléases trés actives, & la faible proportion (par

rapport au poids de tissu) d'acides nucléiques et 3 la présence de pigments

ou de substances qui interférent avec la détermination de ces acides nucléi-
ques (DE DEKEN ~ GRENSON et DE DEKEN, 1959 ; TSANEV ét MARKOV, 1960 ; INGLE,
1963 ; NIEMAN et POULSEN, 1963 ; FLECK et MUNRO, 1962, WOLLGIEEK et

PARTHIER, 1964 ...).

I1 faut donc adapter la méthodologie aux exigences des tissus. En
1961, HUTCHINSON et MUNRO, publient une dtude critique détaillée des diffé-
rentes méthodes d'extraction et recommandent, tout en la modifiant l&gdrement,
la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER. C'est en fait la seule qul ait été
retenue aprés de nombreuses &tudes ccmparatives (MUNRO et FLECK, 1966) : clest

pourquoi nous svons essayé de 1l'adapter aux tissus qui nous intéressent

Le matériel végétal (20 fragments) est congelé avec de 1l'azote
liquide et broyé dans de l'ac&tone a 80 %. L'homogénat est centritfugé et le
culot de centrifugation est repris par de l'acétone 2 80 % jusgu'd 1‘obten-
tion d'un surnageant clair. Toutes les opérations sont effectufes a 4°C et
les centrifugations sont réalisées, chacune 10 minutes, 3 20.000 g. Hous
avons ajouté cette étape 3 1a méthode originale de SCHMIDT et THANNHAUSER
car des solvants tels que 1l'acétone ocu le méthanol réduisent 1'activité nu-

cléasique et €liminent la plupart des pigments (SMILLIE et KROTKOV, 1960).

De la poudre zcétonique sont alors extraits les composés solubles
dans l'acide trichloracétique (ATCA). Cette fraction zcido-soluble est trds
hétérogéne ; elle regroupe des molécules de faible poids moléculaire dont le

seul point commun est la solubilité & froid en milieu acide.

Le culct de précipitation trichloracétique est alors lavé 3 trois

reprises psr de 1'€thanol satur® en acétate de sodium. Cette opération



est trés importante car, s'il subsiste des traces d'acide par suite d'un lava-
ge insuffisant, 1l'acide désoxyribonucléique peut subir des modifications
avec formation d'acide apurique (MARKO et BUTLER, 1951, BONAR et DUGGAN,
1955, STEELE, OKAMURA et BUSCH, 1964). Cette réaction a lieu & partir de
pH = 1,6 et peut &tre totale en 2L heures & 37°C. Ces conditions peuvent &tre
atteintes au cours des opérations de d&lipidation & chaud. L'ADN ainsi dégra-
dé qui se sépare mal de 1'ARN, peut provoguer des erreurs par excés de la
fraction ribonucléique,

Le résidu est alors délipidé par deux traitements successifs avec
un mélange : éthancl-chloroforme (3/1 ; v/v) puis &thancl-8&ther (3/1 ; v/v)

et enfin traité par de 1'éther.

Le résidu blanc, fibreux obtenu peut &tre conservé & -20°C
(BROUGHTON, 1970). Il est mis en suspension dans une petite quantité de potes~
se 0,3 N afin d'obtenir une p&te homcgéne ; on compldte ensuite & 20 ml avee
KOH 0,3 N. L'hydrolyse alcaline est effectuée a 37°C, pendant 16 heures. La
solution obtenue est ramenfe & 4°C et ajustée & pH = 1 par l'acide perchlori-
que 6 N froid. Aprés 3 & 4 heures de repos & 4°C, le précipité centrifugé
g 10.000 g, pendant 20 minutes, sera lavé & deux reprises par l'acide per-
chlorique 0,25 N. Les surnageants recueillis constituent la fraction d'ARH,
Le culot peut alors €tre traité par l'acide perchlorique (APC) & chaud pour
extraire 1'ADN., Les différentes phases de l'extraction sont résumfes dans
un schéma (figure 2).

La comparsison des spectres d'absorption des solutions d'ARN obte-—
nus par cette méthode et celui d'un ARN commercial traité de la méme manisre,
pour tenir compte de l'effet hyperchrome provogué par 1l'hydrolyse alcaline
(figure 3) montre que les premiers sont peu satisfaissnts. Cels incombe cer—
tainement en grande partie & la présence de composfs phfnoligues, toujours

abondants dans le matériel végétal (PAUPARDIN, 1970) qui possident des



Broyage des tissus
Acétone 80 %
Précipitation par ATCA 10 %

1
Lavages par ATCA 5 %

Ethanol saturé en acétate de sodium
Ethanol - Chloroforme (3/1)

Ethanol - Ether (3/1)

|

Ether

Poudre séche

KOH 0,3W, 16 heures, 37°C

SN

Résidus cellulsires Surnageant

(Acidification & pH® 1 par APC)

! !

Précipité (ADN + Protéines) Surnageant : ARY

APC 1N, 8<la°c, 30 mn

}

Résidu : Protéines Surnsgeant : ADN

Ltk
.-
FIGURE 2

Schéma de 1'extraction des acides nucleiques selon la méthode de SCHMIDT-THANNMAUSER (1945)
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Figure 3 : Spectres d'absorption d'meides ribonucleiques obtenus par Ia

wéthode de SCHMIDT-TANNBAUSER

a) ARN commercisl
b.c) ARK extraits de fragments de feuilles 4‘'endive

b} avent la mise en culture

¢} eprés 12 jours de culture.

propriétés d'absorption dans l'ultraviolet susceptibles de perturber les
spectres des acides nucl@iques. Ces substances provogquent un bruni;sement
progressif des explantats au cours de la culture ; brunissement qui se pro-
duit d'abord au niveau des zones de blessure et est 1ig€ 2 l'oxydatior des

composés phénoliques et & leur polymérisation. La présence de ces composés
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nous avait incité & utiliser de l'acétone & 80 ¥ susceptible d'en assurer une
bonne extraction (MACHEIX, 1974) en favorisant la rupture des liaisons qui
peuvent se former avec les protéines (ANDERSON, 1968). Tcutefois, dans nos
conditions d'extraction, si l‘'acétone extrait bien la totalité des pigments
chlorophylliens, il n'en est pas de méme des composés phénoliques qui sont
tr8s difficiles & éliminer {ROUX,1963). Ceux qui ne sont pas extraits,

sont oxydés au cours de 1l'hydrolyse potassique et donment une coloration
jaune pale aux eitraits. Duns le cas de 1'albumen immature de Mais, cette
pigmentation jaune des solutions d'ARN a €t€ attribufe & l'acide chlorogéni-

que (SEIGLE-MURANDI, 1971).

La présence de tels contaminants provogue un d€placement du minimum
d'absorption des spectres, en Jumiére ultra-violette, de 230 nm & 2140 nm.
Les rapports des densités optiques & 260 nm par repport & celles & 280 nm et
& 230 nm sont beaucoup plus faibles (Tableaun 1) gque ceux cbservés pour un
ARN commercial traité dans les mé@mes conditions qui sont respectivement
de 1,70 et 2,84, De plus, les résultats obtenus par le dusage du phosphore
et par le mesure de la densité optique & 260 nm ne sont pas concordants.

Le procédé de SCHMIDT et THANNHAUSER ne permet donc pas d'obtenir
une fraction dA'ARN dont le pureté soit suffisante pour permettre des études
comparatives. C'est pourquol nous avons essayé d'améliorer la qualité des
extractions soit en réduisant le temps d'hydrolyse (FLECK et MUNRO, 1962),

soit par une extraction préalable des tissus au chlorure de sodium, avant

1'hydrolyse potassique (GUINN, 1966).

b) procéds de FLECK et MUNRO

I1 est identique & celui de SCHMIDT et THANWHAUSER mais le temps de
contact des tissus avec la solution de potasse 0,3 N est ramené de 16

heures & 1 heure. Selon ces avbeurs, une durfe de traitement de 1 heure



METHODE D'EXTRACTION
Schmidt et Thannhauser Fleck et Munro Guinn
9o d1o 95 Iip 90 e
®

D.O. 16,9 32,9 12,8 19,2 13,1 18,2

Phosphore 13,4 18,8 12,9 18,1 13,5 17,9
_gg%_(1,70 1,25 1,02 1,60 1,56 1,67 1,67
%%% (2,84 1,17 0,95 1,55 1,48 2,29 2,26
TABIEAU 1 : Influence de la méthode d'extraction sur la pureté de 1'ARY extrait

des tissus avant la mise en culture (Jo) et aprés 12 jours de

culture (J1é)~

La teneur en A R N est &valufe par le dosage du phosphore et par la
. . . x
mesure de la densité optique 3 260 nm (” dans ce cas, le contenu en

phosphore est estimé sur la base de 9,1 % ; Ingle 1963). Les résultats

sont exprimés en pg de phosphore par gramme de watifre fraiche {ug P/g PF).

réduit auv minimum la contamination par les proté€ines et suffit pour rendre
acido-soluble la fraction 4d'ARN.

Pour vérifier 1'efficacité de cette méthode, nous avons utilisé des
fragments de feuilles ayant &té cultivés pendant 12 jours, ce qui revrésente
la date limite de nos dosages. De tels fragments doivent donc contenir un
maximum de substances susceptibles de contaminer les extraits. Les résultats
obtenus (figure 4) montrent qu'une durée de traitement de 1 heure par la
potasse suffit pour solubiliser tout 1'ARN et le spectre d'absorpiion est
comparable & celui obtenu pour 17ARV témoin (figure 2). De plus, les valeurs
obtenues par le dosage du phosphore et par la mesure de l'absorbance sont
comparables (Tableau 1) et les rapports des densités optiques 260 et 26C

. 280 230
sont nettement améliorés.
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Figure & : Spectre d'sbsorption de 1'acide ribenusleique odtenu par le
procdé de FLECK et MUNRO

$.'ARN (a) est obtenu par contoct des tissus 1 hewre avee la
golution de potmsse & 0,3 H. Le résidu cellulaire est i nouvesu

extrait par la potasse pendant 16 heures (b).

Ce procdé donne donc de bons résaltats. Par contre, la briéveté
de 1l'hydrolyse potassique ne permet pas la libération quantitative des mono-

nucléotides & partir de fragments polynucldotidiques.




¢} procidé de GUINN

En couparant différentes méthodes d'extraction, GUINN (1966) cons—
tate que les solutions de chlorure de sodium permettent d'extraire le maxi-

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

Nous avons utilisé cette propriété de la manidre suivante : les
tissus sont d'abord traités par l'acétone 4 80 %, par l'acide trichloracé-
tique puis d€lipidés selon le protocole déerit précédemment (figure 2).

La poudre séche obtenue est traitée 3 deux reprises par une solution de
chlorure de sodium & 10 % pendant 1 heure et & 100°C (figure 5). Aprés
centrifugation, les surnageants refroidis sont réunis et les acides nucléligues
sont précipités, pendant une nuit au congélateur, par deux volumes &'étha-
nol absolu froid, en présence d'acétate de potéssium (SCHAEFFFR et SHARPE,
1970). Le précipité centrifugé et séché, est hydrolysé par une solution de

potasse 0,3 N pendant 16 heures & 37°C, suivant le procédé de SCHMIDT et
THANNHAUSER.

Plus de 80 % des acides nuclfiques sont extraits lors du premier
traitement de une heure (S1) par la solution de Na(l. De plus, nous avons
vérifié qu'aprés une deuxicme extraction, le traitement des résidus
cellulaires (2) par la potasse ou par le chlorure de sodium 3 chaud, ne

solubilise plus d'acides nucléiques.

Les spectres d'absorption des ARN obtenus par ce procédé et par
celui de FLECK et MUNRO présentent un profil identique. Cependant, pour
1'ARN extrait selon le procédé de GUINN, les rapports des densités optiques
8 différentes longueurs d'onde sont plus élevés (Tableau 1), ce qui indique
un degré de pureté supérieur. De méme, les teneurs en ARN &valufes par le

dosage du phosphore et par la mesure de la densité opticue sont concordantes.

[4s)



“tossas

Poudre séche

a

NaCl 10 %, 1 heure, 100°C

/ \

Résidus cellulaires (1) Surnageant (81)
+

NaCl 10 %, 1 heure, 100°C

/ N\

Résidus cellulaires (2) Surnageant (52)

1/10 vol. acétate K & 20 %

<+

2 vol. alcool absoclu froid
(nuit au congélateur)

Précipité séché
+

KOE 0,3 N» 16 heures, 37°C

“ooes

Schéma de l'extraction des acides nuciéiques selon lz néthode de GUIKN (19
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d) conclusion

Les résultats obtenu; permettent quelques ccommentaires. Les spectres
d'absorption de 1'ARN extrait par la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER (fi-
gure 3) mettent en évidence des contaminaticns plus importantes lorsque les
tissus ont été cultivés pendant 12 jours. Parallélement, la teneur en ARN
augmente (Tableau 1). Cette augmentation pourrait résulter de 1l'accumulation
de matériel non pucléotidique,'venant interférer avec les méthodes. de dosage
des acides nucléiques. En fait, il n'en est pas ainsi, comme le prouvent les
résultats obtenus & 1l'aide des autres méthodes d'extraction. Cela démontre
néanmoins qu'il faut non seulement adapter les techniques au matériel utilisé,

mais aussi tenir compte du stade de développement de la plante.

La solution 4'ARN obtenue par la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER
est impropre & des dosagés spectrophctométriques comme le montre la forme
des spectres et les rapports des densités optigques (figure 3 ; Tableau 1).
De nombreux tissus de plantes donnent des résultats semblables (HOLDGATE et
GOODWIN, 1965). Toutefois, les modifications apportées & cette technique par
FLECK et MUNRO ou par GUINN se sont révélfes intéressantes. Elles permettent
d'obtenir des solutions 4'ARN dont les critl@res de pureté sont comparables

P4

i ceux trouvés dans la littérature et qui présentent une bonne concordance

entre les mesures colorimétriques et spectrophotométrigues.

Aprés hydrolyse potassique, il peut se produire une ancmalie prove-
nant de la précipitation incompléte de 1'ADN aprés scidification de l'extrzit
pér 1l'acide perchlorique (SMILLIE et KROTKOV, 1960). Cependant, les vérifica-~
tions effectuées sur les fractiops d'ARE 8 l'aside du réactif 2 la diphénylamine
ont abouti & des résultats négatifs. Les solutions A'ARN semblent done exemp-

tes 4'ADN.

Bien que ie protoccle expérimentel soit relativement long, c'est

(N

la méthode préconicée par CUINN gue nous avons retenue. Les extraits pré-



sentent une pureté suffisante et permettent 1'€tude de la composition ribo-

nucléotidique.

3°) Méthodes de mesure des constituants biochimigues

L'ARN est dosé par spectrophotométrie d'absorption & la longueur
d'onde de 260 nm en utilisant comme référence de 1'ARN de levure (SIGMA,

type XI) hydrolysé.

«}y mesure du phosphonre
Le phosphore est dosé selon la méthode de ALLEN (19L0).

Le principe consiste & détruire la matiére organique par un mélange HZSOh m
HClOu et 4 transformer 1l'acide phosphorique en acide phosphomolybdique que
l'en rédnit par 1'amidol.

La mingrslisation est effectuée dans des tubes pyrex & l'aide de
1 ml d'un mélange d'scide sulfurique (d : 1,83) et d'acide perchlorigue
(a = 1,61) dans les proportions volumiques 3 - 1. On ajoute 10 ml dlean
distillée et on porte & 1l'€tuve a 100°C, pendant 2 heures, pour hydrolyser
les polyphosphates. Aprés refroidissement, on introduit successivement :
1 ml de molybdate d'ammonium en solution & 8,3 % et 1 ml de solution réduc-
trice, préparée extemporanément en dissoclvant 1 g d'amidol (2,4 diaminophé-
" nol) dans 100 ml d'une solution aqueuse de sulfite de sodium anhydre & 20 %.

Les tubes sont complétés & 15 ml et abandonnés & 1l'obscurité pendant 1 heure

Le dosage est alors effectué au photocolorimétre & 725 nm. La courbe 4'dtalon~

nage est €tablie & 1l'aide de quantités variables de phosphore minéral anhydr

(KHQPoh).
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" Blmesunre de 2 ADN
L'acide déoxyriboﬁucléique est dosé€ selon la méthode de

BURTON (1956) & 1'aide du réactif & la diphénylamine. Dans des tubes 3 essais
on verse 1 volume (1 & 2 ml) de la solution & doser en milieu HCth 0,5 X
et 2 volumes de réactif. La coloration se développe pendant 20 heures & 30°C.
et 4 l'obscurité. La densité optique est mesurée au photocolorimdtre i
600 nm. L'étalonnage est effectué 4 1'aide d'un ADN commercial.

Le réactif est obtenu en mélangeant 1,5 ml d‘'acide sulfurique
concentré 2 une solution de diphénylemine & 1,5 % dans 1l'acide acétique ;
il se conserve a4 l'obscurité. A 50 ml de ce réactif, il faut ajouter, au

-~

moment de 1'emploi, 0,25 ml d'une solution aqueuse d'acZtaldféhyde & 16 mg/ml.

YImesure des notédines
p

Les protéines sont dosées selon la technigue de LOWRY et Coll.,
(1951). Le principe est basé sur la détermination colorimétrique du complexe
obtenu aprés réduction des prot&ines en présence du réactif phospho-tungsto-

molybdique de FOLIN et CIQCALTEU.

Le réactif se compose de plusieurs solutions

- solution alcaline (a)

, carbonate de sodium anhydre 2 g
. tartrate de sodium et de potassium 0,02 g

. soude 0,1 N » Q.8.P, 160 ml



"
Led

- solution cuivrique (b)

. sulfate de cuivre, 5 HEO 0,5 g
. acide sulfurique concentré une goutte
. eau distillée Q.S.P. 100 ml

- solution de FOLIN et CIOCALTEU

[

(réactif Mérck, prét & 1'emploi)

A 1 ml d'une solution protéique, on ajoute 3 ml du réactif
obtenu en mélangeant extemporanément 50 ml de la solution (a) et 1 ml de
la solution (b). Aprés agitation, on laisse reposer 30 minutes 3 i'cobscurité
puis on ajoute 0,3 ml de réactif de FOLIN et CICCALTEU dilué de moiti? en
agitant immédiatement. La densité optique des solutions obtenues est mesurde
aprés 30 minutes & 750 nm. La courbe étalon, de 10 & 100 ug, est établie

8 partir d'une solution d'albumine de sérum de boeuf.

4°) Déterminaticn de 1'activité ribonucldasigue

Le principe consiste & svivre l'apparition de produits de dépo-
lymérisation résultant de 1l'action d'un extrait enzymatique sur un substrat
constitué par de l'acide ribonucléique (ARN de levure de boulanger, Signma,
type XI).

Le matériel végétal, préalablement congelé i 1l'azote liquide,
est broyé dans un mortier en présence de sgble lavé aui acldes et dfune

solution tempon (Tris-HC1 0,05 M de pH = 7,5 contenant 0,01 M de NaCl)

jsord

raison de 10 ml pour 5 fragments., Toutes les opfrations sont effectuées

jor¥d

4°C. Aprés centrifugation pendant 10 minutes & 3000 g, l'activité ribonucléa-—
sique est ddternminfe selen la méithode déerite par CWOZD: 3 B8
q st déterminée selon la méthode d€crite par GWOZDZ (1973) aui a 818

adaptée aux tissus de Teuilles d'endive. Le surnagesnt enzymatique (0,

\Jt
=
=



est incubé pendant 230 minutes & 37°C, en présence de 1,5 ml de tampon acéta-
te de sodium 0,1 M & pH = 5,0 et de 1 ml de substrat (solution 4'ARN 3 5
mg/ml dans du tampon acétate de sodium). La réection est stoppée par 1l'addi-
tion de 1 ml d'une solution dfacétate d'uranyle & 0,75 % dans de l'acide
trichloracdtique. Les produits non dégradés sont précipités une heure dans
un bain de glace (GRELLET et Coll., 1968) et &liminés par une centrifugation
de 10 minutes & 20.000 g. Une fraction aliquote de 1 ml est prélevée du
surnageant et diluée avec T ml d'egu distiliée. La quantité des nucléotides

acido-solubles est alors évaluée au spectrophotométre a 260 nm.

L'activité enzymatique correspond 3 1l'accroissement de densité
optique entre l'essai et un témoin qui comprend tous les constituants du
mélange réactionnel mais dans lequel la solutlon enzymatigue n'est ajoutée
qu'aprés l'incubation et aprés l'addition du mélange acétate d'uranyle-
acide trichloracétique. On définit alors une unité enzymatique comme étant
la quantité d'enzyme produisant une augmentation de densité optigue de 0,1

& 260 nm pour une incubation de 30 minutes.

Les résultats sont exprimés en unités enzymatiques par mg de
protéines contenues dans 1'extrait (activité spécifique). Dans ce cas, le
dosage des protéines est effectué sur la fraction de 1l'extrait qui n'a pas
été utilisée pour la réasction enzymatique.

Les protéines sont d'abord précipitées par de l'acide trichlora-
cétique dont la concentration dans le milieu sera de 5 %, puis centrifugées.
Le culot est ensuite lavé deux fois par l'acide trichloracdtique & 5 %, puis
solubilisé par de la soude 1 N pendant 12 heures & 37°C. Aprds dilution
par de 1l'eau distillée de menidre 3 ce que la concentration finele en soude
s01t de 0,1 N, les protéines sont dosées par ls méthode de LOWRY et Coll.

(1951).



5°) Détermination de la composition ribonucléotidique

La soluéion d'ARN obtenue selon le procédé de GUINN a subi
une hydrolyse par la potasse 0,3 N pendant 16 heures et comprend un mélange
des L4 nucléotides 2' et 3' phosphates. Cette solution est acidifiée Jjusqu'd
PH : 2 avec 1l'acide perchlorique 6 N & 0°C et le précipité de perchlorate
de potassium est €liminé par centrifugation. Le surnageant, aprés neutralisa-
tion par la potasse et &limination du perchlorate est réduit par &vaporation

sous vide puils amené 3 une concentration en HC1l de 0,05 N.

Des parties aliquctes de 0,5 & 1 ml sont alors anslysées selon
la méthode de KATZ et COMB (1963). L'échantillon est déposé au sommet d'une
colonne (0,9 cm de diamétre x 5 cm de hauteur) de résine cationique Dowex
50 x 4 (200 - 40O mesh) sous forme 0l équilibrée par HC1 0,05 H. ILa
séparation des nucléotidec est réalisée par Je passage d'scide chlorhydri-
gue 0,05 N pour 1l'acide uridyligue et par l'eau distillée pour les autres
nucléotides ; l'ascide guanylique précéde les acides adénylicue et cytidyli-
que qui sont €lués ensembles. Une bonne résolutiocn nécessite le dépot de
volumes inférieurs ou voisins de 1 ml, pour une quantité de ribonucléctides
comprise entre 5 et 15 unités de densité optique. De plus, 1'écoulement ne
doit pas €tre supfrieur & 1 ml/minute. L'élution des différentes fractions
est suivie & 1'aide d'un dispositif enregistreur Gilson (& 265 nm). Les
nucléotides sont déterminés quantitativement par leur absorption en spectro-
photométrie & 260 nm (UMP) et 4 257 nm (GMP). Par ailleurs, un systéme 4'équa-—
tions, basé sur les propriétés particulicres d‘'absorption des acides cyti-
dylique et adénylique 2 279 nm et & 257 nm respectivement, permet de définir
la densité optique propre & chacun des constituants. En utilisant les
coefficients d'extinction molaire des différents nucléotides cités par
KATZ et COMB, les résultats servont exprinds en pmoles de nucléotides pour

100 umoles du mélange.
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L'incorporation d'éléments radioactifs rend toutefois nécessaire la
séparation des acides adénylique et cytidylique afin de déterminer la radio-—
activité propre & chacun d'eux. Dans ce cas, le mélange des deux nucléotides,
en solution dans l'eau, est passé directement sur une petite colonne (0,9 cm
de diamétre x 1 cm de hauteur) de résine Dowex 1 x 8 (200 - LOO mesh) sous
forme formiate. La séparation est effectuée en passant de l'acide formique
0,05 N pour l'acide cytidylique et 0,4 H pour 1l'acide ad®nyligue. On peut alors
mesurer directeme;t l'absorbanée 2 279 nm (CMP) et & 257 nm (£MP) ainsi que

la radioactivité de chacune des fractions.

Contrairement aux autres méthodes basées sur 1l'utilisation de colen-
nes de résines échangeuses d'ions, la méthode de KATZ et COMB permet de sépa-
rer rapidement de petites quantités de nucléotides. Toutefois, ure ancmalie
risque de se produire et consiste, comme le signale KATZ et COMB, en une
radioactivité souvent excessive de la fraction UMP. Ceci serait dil & de
petites quantités de polyphosphates»BgP trés radiocactifs qui passent & tra-
vers la résine en méme temps que l'acide uridylique. Afin de supprimer les
possibilités d'erreurs dues & de telles interférences, nous avons passé nos

extraits sur une colonne de charbon (BROWN, 1962 ; SHORT et Coll., 1969).

La solution de ribonucléotides neutralisée puis ajustée & un pH

compris entre 3,5 et 4 avec de 1l'acide acétique est passée lenterment sur une

hrs

colonne (1,2 cm de diamétre) contenant un mélange de 250 mg de charbon Norit

et de 40O mg de Celite Hyflo Supercel (Touzart et Matignon). La colonne est

-~
B

alors lavée avec de l'eau distill€e jusquld ce que l'effluent scit & pH neutre.
L'é€lution des nucléotides est ensuite réalisée & 1'aide d'une solution d‘'étha~

nol & 25 % contenant 0,5 & (v/v) d'ammoniaque agueux {(d = 0,88). Il faut

-~

veiller essentiellement & ce que la colonne ne scit jamais 3 sec et que

et

o

Ve “ - ~ .
1l'écoulement ne d&passe pas 0,1 ml/minute. L'2luat (25 ml environ) est &vapo-

LN

ré a sec et les ribonucléotides dissous dans HC1 0,7 ¥ sont ensuite amen
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une concentration en HC1 de 0,05 N avant d'€tre passés sur résines échangeu-
ses d'ions. A partir d'un mélange t&moin des quatre mononucléotides, nous
avons pu vérifier que, dans ces conditions expfrimentales, les pertes sont

négligeables.

6°) Incorporation de précurseurs radioactifs et mesure de la

radioactivité

Afin de déterminer les modalités d'incorporation de précurseurs

s

. . . . . . . . i
radioactifs, nous avons choisi de suivre l'incorporation d'uracile- C dans
1'ARN. Le protocole expérimental est le suivant :

~
=)

les explantats, sortis des tubes 4 culture, sont mis & incuber en

. 1k .. . . .
présence d'uracile~ C (activité spéecifique 42 mCi/mM) & la concentration de

1 uCi/m} dans la solution nutritive. L'incubation est réalisfe & la lum

.
ére

1o

et & 22°C dans des boites de Pétri stériles ; chacune d'entr'elles contenant
19 fragments mis & tremper dans 10 ml de la solution radiocactive. La présence
de contaminations bactériennes &tant une source non négligeable d'erreurs,
toutes les opérations sont réalis€es en conditions aseptiques. Aprds des temps
d'incubation &chelonnés de 30 minutes d 10 heures, les explantats, & raison

de 12 par conditions, sont préleviés, rincés sbondamment & l‘'eau, séchés puis

congelés par immersion dans l'azote ligquide. L'ARN est ensuite extrait, dosé

et la radicactivité spdcifique (en c.p.m/ug A'ARN) est déterminée.

Ltactivité spéeifique augmente progressivement avec la durée de
l'incubation mais la courbe (figure 6) fait apparaitre deux phases distinctes.

cifigue

Dh

Pour des périodes d'incubation inférieures & I hewres, 1ltactivité sp
de 1'ARK ne croit que lentement alors qu'au deld de U4 heures, on note une

augmentation beaucoup plus rapide.
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Figure 6 : Incorporation d'uracile-1hc dens 1'ARN de fragments de feuilles
d'endive.

les explantats sont incubés dans la solution d'uracile-‘kc

{52 nCi/mM) 2 la concentration de 1 uCi/ml pendant des temps
vari€s. L'activit€ spécifique (A.S.) de )'ARN est exprimée en
¢.p.nfug d'ARN,

Les résultats obtenus lors de la premidre période sont assez irrégu-
liers ; en dehors du traumatisme créé par 1'excision qui engendre probablemént
de fortes perturbations métaboliques, 1'incorporation de 1'é1ément radioactif
dans 1'ARN peut dépendre de sa vitesse de pénétration dans les tissus et/ou de
la nécessité de la saturation d'un "pool" nucléotidique intratissulaire. Au
cours de la seconde péricde par contre, 1l'incorporation du précurseur augmente

proportionnellement & la durée de 1'incubation. Compte tenu de ces observations,

nous avons choisi de laisser incuber les tissus dans les solutions radicactives

P

. ik -
pendant 5 heures. Outre l'uracile~ C, nous avons employé d'auires précurseurs
radiocsctifs dont les conditions d'utilisation sont généralement celles gui

viennent décrites et qui seront, de toute manidre, reprécisfes dans le texte.



Pour évaluer la radicactivité des solutions, des parties aliquotes
(0,5 & 1 ml) sont mélangées & 15 ml de milieu de scintillation constitué
par : 0,3 g de POPOP, 5 g de PPO et 100 g de naphtaléne par litre de dioxane.
Nous avons également utilisé de 1'Instagel (Packard) qui présente l'avantage
de pouvoir &tre mélangé & un plus grand volume de solution aqueuse. De plus,
le comptage du 32p est souvent réalisé par effet CERENKOV (CLAUSEN, 1968 ;
LAUCHLI, 1969 ; HAVILLAND et BIEBER, 1970) : dans ce cas, on mélange 1 ml

de la solution & tester avec 10 ml d'eszu désionisée.

I1 est parfois nécessaire de précipiter les macromoldcules avant
d'en évaluer la radioactivité.On ajoute alors aux échantillons d'ARN,
100 ug/ml de sérum albumine bovine et un volumé égal d'une solution glacée
dtacide trichloracétique’é 10 %. Aprés 15 minutes dans la glace, le précipi-
té est filtré sur membrane "Millipore"(HAWP) de 0,45u puis lavé par une solu~
tion d'acide trichloracétique 4 5 %. Le filtre esl ensuite séché et la radio-
activité déterminfe. Le milieu de scintillation utilisé comprend : 0,3 g de
POPOP et 5 g de PPO par litre de toluéne.

La radioactivité est mesure 4 1'aide d'un compteur & scintillation
liguide (Intertechnique "ABAC" SL 40). Aprds soustraction du mouvement pro-

pre de l'appareil, les résultats sont donnés en nombre de coups par minute

(c.p.m).

7°) Extraction et fractionnement des difTérentes catéeories &'ARH
()

a) exinaction des ARN

8i la présence de la paroi sguelettigue peut rendre melaisé 1'obten-

D

tion de différentes fractions cellulaires, il est toutefois assez facile
d'obtenir des préparations A'ARV cytoplasmigues et d'ARN nucldaires en pra-

tiquant une extraction thermigue différentielle. L'extraction au phéncl 2
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L°C, selon la méthode de KIRBY (1965), libdre les ARN cytoplasmiques. Le
traitement ultérieur de l'interphase riche en noyaux par le phénol & 60°C
provoque leur &clatement et la libZration des ARN nucléaires.Cette méthode
au phénol chaud, décrite pour la premiére fois par SCHERRER et DARNELL
(1962), a été modifife par addition de chloroforme (PENMAN, 1966), ce qui
permet de récupérer convenablement 1'ARN messager (PERRY et Coll., 1972).
Toutefois, afin de diminuer les phénoménes d'agrégation, l'extraction est

réalisée a 55°C (WAGNER et Coll., 1967).

Les fragments de feuilles (100 en géndral, représentant 70 & 80

grammes de matiére fraiche) sont congelés dans de l'azote liquide puis

-

broyés au mortier jusqu'a l'obtention d'une poudre fine. On ajoute alors,

par gramme de matiére fralche

Tris-HC1 20 mM ; pH = 7,2
RaCl 10 mM

- 1 ml de tampon A
Acétate de magnfsivm 3 mM

Maceloide 0,2 %

et
Phérol distilléd 100 g
8 - Hydroxyquinoléine 0,1 g

- 1 ml de solution B M2ta - Crésol 14 g
Lauryl-sulfate de sodium 0,5 %

Tempon A 25 ml

Le tout est homogénéisé trois fois pendant 15 secondes & 15000 tr/min.
8 1'aide de 1l'appareil "Ultra Turrax" et & 4°C. Entre chaque opération,
le mélange est placé pendant deux minutes dans la glace. L'observation au
microscope optique montre que dans ces conditions, 1l y a &clatement des

cellules. La phase phénoligue est €liminée par centrifugation. La phase
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aqueuse, l'interphase et le culot sont alors agités 15 minutes & L°C avec un
volume égal de solution phénolique B. Le mélange est centrifugé etvles opéra-
tions sont répétées deux fois. Il en résulte une phase aqueuse qui contient
les acides nucléiques "extraits & froid". A cette fraction, on ajoute le
lavage de l'interphase résiduelle et du culot provenant de la troisiéme dé-
protéinisation par la solution phénolique. Le lavage est effectud i deux
reprises 3 1l'aide de la solution C composée de:
Tampon acétate de sodium 10 mM ; pH = 5,k
Acétate Mg 0,1 mM
Polyvinyl sulfate de potassium 50 pg/ml.
Le culot est alors mis en suspension dens 1 ml (par gremme de tis-
su frais) de chacune des solutions B et C. L'ensemble est agité 3 minutes
& 55°C puis refroidi brutalement par immersion dans un mélange méthanol-glace.
Aprés centrifugation, la phase phénolique est &liminée. La phase aqueuse,
le culot et 1'interphase sont traités pendant 3 minutes 3 55°C avee un
égal volume de chloroforme contenant 1 % d'alcool isosmylique. La phase

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

Ce protocole expérimental a &té réalisé avec succés pour la
séparation d'ARN d'origines différentes 3 partir de racines de lentille
(TEISSERE, 197Lk) et de suspensions cellulaires d'érable (MIASSOD, 197h).

Nous 1l'avons aussi employé pour analyser les acides nucléiques d'une suspen-
sion cellulaire de siléne (RAMBOUR et Coll., 1977 ; VASSEUR et RAMRBOUR,

1977). Toutefois, dans le cas des tissus d'endive, la quantité d'acide nucléi-
que fournie par 1l'extraction "& chaud" est tellement faible (environ 2 % de 1ls
radicactivité totale) qu'elle est inutilisable pour des analyses ultérieures.
Nous avons donc réuni les deux types d'extraits qui seront analysés ensemble ;
mais pour ne pas €tre amené& Z extraire la totalité des acides nucléiques & la
température de 55°C, nous avons préféré conserver les deux étapes successives

de l'extraction.

(W8]



Les acides nucléiques rassemblés et amenés & la concentration de
0,15 M en acétate de sodium, sont précipités par 2 volumes d'alcool absolu
a -20°C, pendant une nuit. Ils sont alors lavés d deux reprises par un mélan-—
ge d'alcool & T0°C et d'acétate de sodium (150 mM) pour &liminer les traces
de phénol qui pourraient sutsister. On les dissout ensuite dans une solution
tamponnée de Tris-HC1 10 mM, pH = 7,6 contenant 10 mM G'E D T A puls on les
précipite 4 nouveau. Ces opérations de dissolution-précipitstion, effectufes
a 4°c, sont renodvelées jusqu'é ce que la radiocactivité d'une partie aliguote,
précipitée par l'acide trichloracétique (concentration finale : 5 %), demeure
constante. Les acides nucléiques dissous dans une solution tampon pH = 7,2
(Tris-HC1 20 mM, NaCl 10 mM, Acétate Mg 5 mM), sont alors traités par la

.

désoxyribonucléase I (Boehringer Mannheim, réf. 15.469 ; exempte d‘activité

des nucl@iques. Les solutions d'ARN sont déprotéinisées par adjonction d'un
volume égal du mélange chloroforme-alcool isoamylique (1 %). Aprés agitation
et centrifugation, on répéte les opérations de déprotéinisation sur la phase
aqueuse isolée jusqu'ad disparition de l'interphase constitue de protéirnes

dénaturées, Les ARN sont ensuite précipités, en présence d'acftate de sodium,

par l'slcool absolu a —-20°C.

b) fractionnement des ARN swr colonne de MAK

Nous avons employé la méthode de chromatcgraphie sur colonne de

sérum-albumine adsorbée sur Kieselglihr (MAX = methylated albumin Kieselgihr)
essentiellement pour deux raisons. La premiére, est que cette méthode est liée
8 la mise en évidence des ARN messagers des tissus de plantes et que beaucoup
d'ARN & marquage rapide peuvent éire retenus par la colonne gui favorise ainsi
leur isolement. La seconde est d'ordre puremeﬁt technigue. Nous avons d&J8
signalé, en effet

que les solutione d7ARN obtenues sont contaminfes par

H

\

des composés polyphénoligues vraisemblablement 1i&s aux ARl et qui sont pré-



cipités avec eux en présence d'alcool. Aprds plusieurs essais de purification
dont certains sont restés infructueux alors que d'autres, obtenus en particu-
lier 3 1'aide de colonnes de Sephadex G x 50 (Raafat El-Cewely et Tyson,197%),
ont permis d'€liminer une partie des contaminants, nous avons choisi d'utili-~
ser les colonnes de MAK. Dans ces conditions, les substances colorées restent
fixées sur la colonne et ne perturbent pas les mesures, en lumiére ultra-

violette, des différentes fractions recueillies.

Les colonnes de MAK sont préparées, selon la technigue de MANDELL
et HERSHEY (1960), simplifiée par SUEOKA et CHENG (1962) ; nous l'avons

adaptée aux faibles guantités de matériel dont nous disposions.

a) préparation de L'albumine méthylie

On met en suspehsion 1 gramme d'aslbumine (fraction V 3 N.B.C.) dans
100 ml d'alcool méthylique absolu et on ajoute 0,84 ml d'acide chlorhydrique
12 N. L'albumine se dissout puis précipite 2prds un certain temps. Le mélange
est incubé & 37°C, & l'obscurité, pendant 5 jours en agitant de temps en
temps (HAYASHI et Coll., 1963). Il sc forme alors un précipité blanc gélati-
neux que l'on centrifuge 15 minutes & 1.000 tr/min. On le lave deux fois
avec du méthenol, puis avec de 1'éther, jusqu'd ce que le surnageant soit
neutre (2 2 3 lavages environ). Le précipité devenu grsnuleux est desséché
sous vide en présence de KOH. Il sera utilisé en solution dans l'eau ;

forme sous laguelle le produit est stable.

]

Blpréparnation de La colonne de MAK

On mélange 5 grammes de Kieselglihr & 25 ml de tampon phosphate de
sodium (0,05 M ; pH = 6,7) contenant 100 mM de NaCl et 1,5 m) de la solution
4 1 % d'albumine méthylée. Le mélange est agité doucement 3 L°C par un

agitateur magnétique pendant plusieurs heures, puis versé dans une colonne

& double enveloppe de 1 cm de diamétre & 1a base de laguelle on a mis un
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tampon de coton de verre surmonté d'une couche de cellulose. La partie supé-
rieure de l'albumine méthylée est alors stabilisée par une nouvelle couche
de poudre de cellulose, puis on lave avec 200 ml de tampon phosphate-NaCl
0,4 M & 1la vitesse d'environ 30 ml/heure pour €quilibrer la colonne aux
conditions de départ du gradient d'é€lution et €liminer 1l'excés d'albumine
méthylée. Celle-ci peut &€tre détectée par son spectre d‘'absorption, qui
présente un maximum 2 276 nm et un minimum 3 250 nm. Lorsque l‘'absorption
devient nulle, la colonne est préte & 1l'emploi et on peut la conserver sans

altération sous cette forme quelques jours & L4°C.

YIdépot de L'EZchantillLon et

clution

L'ARN & étudier (0,5 & 1 mg) est dissout dans le méme tampon phos-—
phate - NaCl O,4 M et il est déposé au sommet de la colonne. L'&lution est
réalisée a 20°C par un gradient linéaire de NaCl O,4 M (50 m1) 3 1,2 M
(50 ml) en solution dans le tampon phosphate de sodium (0,05 M ; pH = 6,7)
contenant 1 mM @'E D T A, Le débit &tant réglé & environ 30 ml/heure, on
recueille des fractions de 1,5 ml dont 300 yl serviront & déterminer le
taux de radioactivité et le reste 3 mesurer 1l'absorption dans 1l'ultraviolet
& 260 nm.

Aprés le passage de la solution saline la plus concentrée, la colonne
est lavée avec 20 ml de tampon phosphate sans chlorure de sodium, les ARN
qui restent 1iés & l'albumine méthylée sont alors &lués 3 la température de
70°C (ELLEM, 1966) par le méme tampon, contenant 2 % de SDS et 1 mM d!'EDTA.
Des parties aliquotes des différentes fractions servent & déterminer la radio-
activité soit directement, soit aprés précipitation des ARN par l'acide trichlor-
acétique  (concentration finale 5 %) & 0°C pendant 1 heure et filtration sur

membrane "Millipore' (0,45 u).



8°) Recherche d'ARN polyadénylés

Afin de choisir une méthode qui permette d'isoler spécifiquement
des ARN 1iés & des séquences polyadényliques, nous en avons essayé plu-
sieurs, parmi lesquelles : la filtration sélective sur filtre de nitrocel-
lulose ("Millipore" HAWP ; 0,45 u) selon LEE et Coll.(1971), PHILIPSON et
Coll.(1971), BRAWERMAN et Coll. {1972) ainsi que la liaison sur filtre
GF/C - poly (U). Dans ce dernier cas, 1'ARN polyadénylé est hybridé & 1l'acide
polyuridylique fix& sur la membrane "Whatman" par irradiation ultra-violette
(SHELDON et Coll., 1972 ; WEINBERG et Coll., 1972). Ces méthodes nécessitent
toutes deux un tampon de liaison de force ionigue élevée (XC1L de 300 3

500 mi) et présentent certains inconvénients. Tout d'abord la capacité d

4]

fixation dépend en grande partie de la vitesse de passage de la solution 2
travers la membrane. Ensuite, on peut observer des phénoméhes de rétention
non spécifiques provenant de matériel absorbant en lumidre ultra-violette,
en particulier de petites quantités d'ARN ribosomal (BRAWERMAI et Coll.,
1972). Enfin, par suite des résultats trop variables qu'elles fournissent,
nous avons renoncé & ces méthodes. Nous avons alors essayé d'isocler les
molécules polyadénylées par chromatographie d'affinité sur cclonne de
cellulose--oligo (4 T) (EDMONDS et CARAMELA, 1969 ; AVIV et LEDER, 1972 ;
RHOADS, 1975 ) et sur colonne de sépharose-poly (U) (LINDBERG et PERSSON,
1972 ; ADESNIK et Coll., 1972.)Les résultats, sensiblement identiques dans
les deux cas, furent trés satisfaisants. Pour cette 2tude, nous avons elors
utilisé le sévharose-pely (U) ; méthode gui exploite 1'hybridation sélective
entre 1'acide polyuridylique immobilisé sur le sépharose et la séquence poly—

adénylique complémentaire qui fait partie de la molécule 4'ARY messager.
Le sépharose-poly (U) (L B ; Pharmacia) est d'abord mis & gonfler
(300 mg) dans une solution tampon de Tris & pH = 7,6 contenant 1 M/1 de

1aCl. I1L est ensuite introduit dans une colonne & double enveloppe de 5 mm

27
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de diam@tre puis lavé par une solution tamponnée (pH = 7,6) contenant

10 mM de Tris, 100 mM de NaCl, 10 mM a'EDTA et 0,2 % de SDS. Les acides
nucléiques, en solution dans ce méme tampon (1 ml) sont déposés au sommet

de la colonne maintenue a 20°C. Aprés le passage de 1l'extrait, la colonne
est lavée progressivement par 20 ml du tampon dé liaison mais dés le

15e ml, il n'y a plus d'éléments décelables, par leur densité optigue ou
leur radiocactivité, a la sortie des colonnes. Cette fraction non retenue

est donc constitufe de molécules qui n'ont pas d'affinité pour le sépharose-
poly (U). La température est alors amenée & 50°C (ESNAULT et Coll., 1975)

et 1'élution est effectuée par 10 ml de la solution précédente sans NaCl.

[¢3]
[§4]
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CHAPITRE 1

CONDITIONS D’UTILISATION

DES DISQUES DE FEUILLES COMME

TEST DE BOURGEONNEMENT

Cultivés "in vitro" sur le milieu préconisé par GAUTHERET, les
fragments-de feuilles d'endive donnent d'abord naissance 3 de petites pus-
tules blanchitres au niveau des nervures puis, par suite de la prolifératiocn
cellulaire, les mamelons grossissent et se soudent pour former un cal unique,
homogéne, toujours localisé & la partie basale des explantats. Les régions
apicales et latérales ne manifestent aucun phénoméne apparent de proliféra-
tion. Comme les organes prennent naissance au niveau du cal, la croissance
et le développement des explantats scat donc nettement polarisés. Toutefois,

cette polarité n'est pas absolue car un certain nombre de bourgeons peuvent
P g

prendre naissance dans la région apicale des explantats.

Dans les expériences qui vont suivre, les fragments sont placés

horizontalement, la face ventrale ou interne, au contact du milieu de culture.



A) PRELEVEMENT ET CULTURE DES EXPLANTATS

Dés le début de nos expériences, nous avons enregistré une grande
variabilité des résultats obtenus sur des milieux de culture de composition
identique. Il nous a donc fallu préciser 1l'influence exercée par des facteurs
tels que : le stade de développement des bourgeons &tiolés utilisés, le lieu
de prélévement des explentats ainsi que leur taille et leur.mode d'ensemence-
ment. - j

1°) Le stade de développement des bourgeons étiolés

Les feuilles externes du bourgeon d'endive parvenues 3 maturité
ont une vingtaine de centimétres de longueur. 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 organogénes i celles
des feuilles de 20 c¢m de longueur. Dans tous les cas, des disques de 16 mm
de diamétre sont prélevés au niveau de la nervure principale et dans ia par-
tie médiane des feuilles moyennes,

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

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

% D'EXPLANTATS
TATLLE DES NOMBRE MOYEN DE |, 0 nrne oo S 4 DE BOURGEOCHS
BOURGECNS ETIQIES BOURGEONS/EYPLANTAT | PROLIFERER TREASS A L'APRX
sivgan sy

20 cm 2,32 86,4 67,1 20,5

10 cm 2,88 . 88,6 70,3 24,8

5 cm 3,99 g5,h 78,9 31,6
TABLEAU 2 : ©Nombre de bourgeons néoformés par des fragments prdlevée eu milieun

de feuilles moyennes de bourgecns &ticlés de tailles différentes.

les explantats sont dfposés la face ventrale au contact du milieu de

culture.
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Parallélement, il y a davantage de bourgeons qui apparaissent & la partie
apicale des explantats. Les capacités de prolifération et d'organogenése

sont donec plus importantes sur les tissus jeunes.

On pouvait se demander s'll existait des variations semblables
au sein d'un méme bourgeon d'endive, en fonction du lieu de prélévement

des explantats.

2°) Le lieu de prélévement des explantats

L'endive posséde des feuilles réguliérement imbriquées, se recou-
vrant partiellement par verticille de trois. Cette disposition nous a permis
de les prélever une d 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 moyennes
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 (Tableau 3)
en passant aux feuilles moyennes (M) puis & celles du centre (C). Il en
est de.méme quoique de maniére moins nette de la base (1) au sommet (3)
des feuilles moyennes. De plus, la proportion des bourgeons qui apparaissent
dans la région apicale des explantats est plus élevée sur les fragments
issus du sommet des feuilles et sur ceux gqui froviennent des plus Jeunes
feuilles du centre,

L'étude de la néoformation des racines (Tableau L) fournit des
résultats identiques. Dans ce cas cependant, &tant donné le petit nombre
de racines obtenues sur le milieu de base habituel, nous avons ajouté aux

6

milieux de l'auxine & la concentration de 10 M. Il faut toutefois noter

qu'aucune racine n'apparalt dans la région apicale des explantats.



LIEU DE PRELEVEMENT KOMBRE MOYEN DE % D'EXPLANTATS % DE BOURGEONS
CAPABLES DE ORGANOGENES ,
DES EXPLANTATS BOURGECNS/EXPLANTAT| PROLIFERER A L'APEX
1,21 hh 1 29,2 16,7

RULISRORY DETSRR LEL.TRNUUNURNS NUSUUP-L-2% SUNNNN NUURN. .15 SUN S 22,2 ..
2 2,25 80,4 T1,1 23,3
;'"3 ................. s g R eenanes R
/
3,83 99,6 8k4,3 32,8

TABLEAU 3 Influence du lieu de préldvement des explantats sur la néoformetion
de bourgeons.
Les préldvements sont effectués sur des feuilles externes (&),
moyennes (M) ou centrales {C), ainsi que dans la région basale (1)
moyenne {2) ou apicale (3) de la feuille. Les explantats sont déposés
la face ventrale au contact du milieu de culture.
LIEU DE PRELEVEMENT NOMBRE MOYEN DE % DE FRAGMENTS CAPARLES % DE RACINES
DES EXPLANTATS RACINES/EXPLANTAT DE PROLIFERER A L'APEX
0,70 ko,9 0
EURLYSUN I 0 230 b O i,
2 2,75 78,3 o]
3 50 . ”.”._..”.B%;B .............. L e P
4,30 100,0 0
TABLEAU &4 Influence du lieu de prélévement des explantats sur la néoformation

de racines.

Les prélévements sont effectuds sur des feuilles externes (E), moyennes (M)

ou centrales (C), ainsi que dans la régicn tasale (1), moyenne {2} ou
apicale (3) de la feuille. Les fragments sont ensemencds 1la face ventrale
su contact du milieu nutritif qui est additicnné d'acide indolyl-acdtique

(10"6M/1).
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Nous avons également montré (BOURIQUET et VASSEUR, 1973) que la

néoformation des boutons inflorescentiels ob€it aux mémes régles.

Les fragments prélevés d'une part sur les feuilles du centre et
d'autre part 3 1l'apex des feuilles les plus externes possédeht dénc la
plus grande aptitude & se développer en culture "in vitro". Ces tissus
semblent moins différenciés et possddent une aptitude 3 proliférer plus
intense. De plus, si l'on compare les tissus des feuill€s centrales (c ;
Tableau 3) des bourgeons arrivés i maturité 3 ceux issus des feuilles
moyennes des plus petits bourgeons &tiolés (5 ecm ; Tableau 2), on constate

que leurs capacités organogénétiques sont sensiblement identiques.

3°) La taille des explantats

Afin d'examiner 1'influence de la taille des explantats sur la
néoformation des bourgeons, nous avons prélevé au trocart des explantats
de b mm & 20 mm de diamétre.

L'intensité de la prolifération cellulaire et du bourgeonnement
(Tableau 5) augmentent parallélement & la taille des explantats qui joue
égalemenfwug rdle dans la vigueur des nfoformations : les fragments de

grande taille portent les bourgeons aux feuilles les plus développées.

Cependant, les résultats obtenus avec des fragments de 4 mm de
diamétre sont tr@s variables. Plus de 40 % d'entr'eux sont incapables de
se développer et se nécrosent alors que les autres ne présentent que quel-
ques bourgeons issus d'un cal 3 peine visible, situd toutefois exclusiveﬁent
8 la partie basale. Comme DUHAMET (1953, 1955) 1l'avait déjd remarqué, la
prolifération des explantats de petite taille est caractérisée par une
grande variabilité,

Pour vérifier si 1'augmentation Gu nombre des bourgeons était

en rapport direct avec le diamétre des explantats ou si 1'importance du cal



hIAMETRE DES | NOMERE MOYEHW % D'EXPLANTATS NOMBRE HMOYEN
Ial
EXPLANTATS | DE BOURGEONS/ | CAPABLES DE .. 1% DE BOURGEONY DE BOURGECNS
ORGANOGENES PAR CM DE
EXPLANTAT PROLIFERER A L'APEX AR CM
(en rm) PERIMETRE
20 , 2,90 83,3 . 83,3 11,6 0,46
18 2,50 85,9 75,2 '20,9 0,4k
16 2,25 85,1 74,3 21,5 0,4k
1% 2,15 82,3 70,k 21,4 0,48
12 2,10 76,2 69,8 23,1 0,55
10 1,95 17,5 67,5 25,7 0,62
08 1,80 75,0 65,0 26,4 0,71
06 1,85 70,7 57,7 26,3 0,98
ok 0,85 58,3 29,2 37,5 0,66
TABLEAU 5 : Influence du diamétre des explantats sur la néoformation de
bourgeons.

les fragments de feuilles sont ensemencés, la fece ventrale au

contact du milieun de culture.

était prépondérante, nous avons calculé le nombre moyen de bourgeons pour

1 cm de périmétre. Nous observons alors que la densité des bourgeons diminue
lorsque le périmétre augmente. Cela peut provenir du fait que 1l'importance du
cal et corrélativement le nombre des bourgeons, augmente moins vite que 1'im-

portance des parties latérales pratiquement inactives.



Le nombre des bourgeons péoformés s'accroit donc lorsque le diamétre
des explantats augmente. De plus, comme la prolifération cellulaire évolue
dans le méme sens, les deux phénoménes semblent étroitement 1iés. Dans le
méme temps, le pourcentage des bourgeons qui apparaissent & la partie apicale

diminue.

A la suite de ces résultats, nous avons choisi d'utiliser des disques

de feuilles de 16 mm de diamdtre.

4°) Le mode d'ensemencement

Les explantats peuvent etre posés la fgce ventrale (V) au contact
du milieu de culture comme dans les expériences précédentes, mais ils peuvent
également €tre & 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, I).

Lprsque les explantats sont placés horizontalement (V), on constate
que 78,5 % des bourgeons apparaissent & la partie basale (Tableau 6).
Par contre, si l'ensemencement est réalisé dans le sens normal (N), le cal
se forme alors dans le milieu de culture et seulement 58,7 % des bourgeons
naissent & ce niveau., Au contraire, si l'ensemencement est réalisé dans le
sens inverse (I), 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 nocmbre.

Pour que la polarité puisse s'exprimer librement, il est nécessaire
de placer les explantats horizontalement & la surface du milieu. Toutefois,

dans ce cas, nous avons observé parfois des résultats assez irréguliiers, dus



MODE NOMBRE MOYEN DE % D'EXPLANTATS % DE BOURGEONS
5 HOGENE 'APE : BASE
D'ENSEMENCEMENT | BOURGEONs/EXpLAnpaT |CAPABLES DE |ORGANOGENES A L'APEX | ALA
PROLIFERER
v 2,05 76,9 66,4 21,5 78,5
N 1,73 78,7 70,9 k1,3 58,7
I 2,25 82,1 76,4 3,6 96,4
TABLEAU ¢ : Influence du mode d'ensemencement sur les phénomdnes d'organogenése manifestés

par des fragments de feuilles :
V : fregments ensemencds horizontalement : la face ventrale repose sur le milieu de culture

N : fragments dont la partie basale plonge dans le milieu de culture (sens normal par

repport 3 l'orientation sur la feuille entilre)

I : fragment dont la partie apicele plonge dans le milieu de culture (sens inverse par

rapport & l'crientation sur la feuille entilre)

sans doute 3 la forme des explantats qui ne leur permet pas de reposer par
toute leur surface sur le milieu de culture ; ce qui, avec 1'épiderme, peut
ralentir 1'absorption de 1l'eau et des substances dissoutes. Les fragments
ensemencéds la face ventrale au contact du milieu nécessitent 1'utilisation
de concentrations dix fois plus &levées en substances de croissance que cel-
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 & 1l'endroit ol les organes sont néoformés c'est—3-dire au niveau du cal.
Pour €tudier l'action de substances stimuiantes ou inhibitrices sur la for-
mation des bourgeons, nous avons donc préféré ensemencer les explantats en
éens normal. La mise en culture des fragments en sens inverse est certes la
plus favorable & la prolifération et 3 1'organogendse mais elle implique un
transport des substances de la partie apicale gui plonge dans le milieu de

culture vers la partie basale ou prendront naissance les organes. Or, nous



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 avons choisi d'ensemencer les

disques de feuilles soit horizontalement, pour étudier les phénoménes de
9

polarité, soit dans le sens normal, pour analyser 1l'action de différentes

substances de croissance.

|

B) MILIEU DE CULTURE

Le milieu nutritif de base utilisé dans les expériences précé-
dentes comprend du glucose (3 %), de la gélose (9 % ) et les éléments miné-
raux de la solution de KNOP diluée au demi. Nous &tudierons ici 1'influence

exercée par chacun de ces constituants.

1°) Le glucose

Les fragments de feuilles sont capables de produire des bour-—
geons en l'absence de glucose ; toutefols, leur nombre est restreint et leur
taille réduite. Daﬁs de telles conditions, les explantats prolif@rent msl
et les cals demeurent & 1'état de petites pustules. Lorsque le taux de
glucose augmente (Tableau 7) la prolifération cellulaire et l'organcgendse
augmentent parallélement jusqu'd la concentration de 3 % qui s'avire
optimale. Au-deld, le nombre de bburgeons diminue rapidement et la proli-
fération se ralentit ; l'inhibitibn est importante 3 partir de 6 % et totale

aprés 8 %. Le pourcentage des bourgeons apicaux évolue de la mbme manidre.



) NOMBRE MOYEN % D'EXPLANTATS
GLUCOSE . _ % DE BOURGEONS
DE BOURGEQNS |CAPABLES DE
(en 7) PAR EXPLANTAT |PROLTFERER - | CRCANOGENES APICAUX
0o 0,72 36,3 22,7 8,1
/
1 0,94 58,5 30,2 11,9
2 1,29 64,9 48,1 16,7
3 1,96 87,8 75,6 23,9
4 1,78 77,3 6k 7 20,2
S 1,18 70,2 Sk, 13,2
6 0,91 68,3 k2,0 10,6
7 0,25 10,0 10,0 L0
8 0,13 6,1 6,1 0
3 0 0 0 0
10 0 0 0 0
TABLEAU T : Influence de la concentration en glucose sur la néoformation des

bourgeons.

les fragments sont ensemencés la face ventrele au contact d'un
milieu de culture composé des €léments minéraux de la solution

de KNOP dilufe au demi et de gélose (9 %).




2°) La g€lose

Les explantats sont placés la face ventrale au contact soit d'un
milieu de concentration variable en gélose, soit de papier filtre éans cen-
dres trempant dans la solution nutritive selon la méthode de Heller (19L9).

A part la gélose, la composition du milieu est la méme dans tous les cas.

La néoformation des bourgeons est optimale pour une concentration

en gélose de 9 % (Tableau 8). Il y a ensuite, de part et d'autre de cette

GELOSE NOMBRE MOYEN % D'EXPLANTATS 4 DE BOURGEONS
(en %) DE BOURGEONS |CAPABLES DE ) o0 oo '
PAR EXPLANTAT |PROLIFERER A L'APEX

o . 1,12 60,4 41,6 9.8

6 1,50 65,0 54,5 10,7

7 1,65 70,6 59,0 13,6

8 1,91 78,8 64,1 21,2

9 2,37 81,7 72,8 22,0

10 1,89 11,5 62,4 15,4

n 1,54 71,8 58,6 14,7

12 : | 0,9 » 70,0 L1,3 11,1

TABTEAU 8 : Influence de la concentration en gélose sur la néoformation des

bourgeons.

les fragments de feuilles sent ensemencés, la face ventrale
.o B ..
au contact d'un milieu de culture composé des €l&ments minéraux

de la soluticn de KFOP @iluée au demi et de glucose (3 %).

=
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concentration, une diminution lente mais réguliére du nombre des bourgeons

formés, ainsi que du pourcentage d'explantats capables de proliférer.

Nous constatons également gue lorsque le nombre des bourgeons
augmente, le pourcentage de ceux quil apparaissent & 1'apex s'accroit et

inversement.

Le milieu liquide réduit le nombre des bourgedns néoformés ainsi
que le nombre des explantats capables de proliférer ou de produire des organes.
De plus, sur ce milieu, les bourgeons n'apparaissent que le 1Te jour c'est-a-
dire avec 5 jours de retard environ et les cals présentent un aspect trans-

lucide dd & 1'hyperhydricité des cellules.

La nature du milieu peut donc Jjouer un rdle important dans la
mesure ol elle conditionne 1'hydratation des tissus et corrélativement

les phénoménes d'organogenése.

3°) La solution nutritive

Gréce 4 leurs réserves, les tissus de feuilles sont capables de
proliférer sur un milieu sans &léments minéraux mais dans ce cas (Tableau 9),
le nombre des bourgeons néoformés ainsi que le pourcentage d'explantats capa-—
bles de produire des organes restent faibles. Nous avons donc ajouté & nos

milieux de culture des éléments minéraux.

Sans entreprendre l'analyse systématique des effets exercés par
les sels minéraux sur la néoformation des bourgeons, nous avons voulu compa-—
rer l'action de gquelques solutions nutritives fréguemment utilisées pour la
culture des tissus végétaux ; d'une part, la solution préconisée par
GAUTHERET (19428 et c¢) qui a 8té utilisée dans les essais précédents et
qui est constituée des macro-€léments de la solution de KKOP diluée de

moitié et des micro-éléments de ls solution de BERTHELOT ; d'autre part, la

et

£
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MILIEU DE  [NOMPRE MOYEN % D'EXPLANTATS % DE EOURGEONS
CULTURE ;iRézziiisiiT e oan | oRomiocEwms | A LamasE oo o0 PRRTTES o n gy
Eau 0,47 50,9 25,0 82,k : 0 17,6
G. 2,k0 A 78,5 71,6 TT,h 0 22,6
H. 2,70 79,2 72,4 78,6 0 21,k
1 3,95 85,6 78,4 76,2 0 23,8
2 4,15 85,6 78,4 76,6 0 24,4
M.8. 3 3,75 87,9 78,8 75,9 e 2,1
4y 11,95 100,0 100,0 65,5 4,2 30,3
5 19,10 100,0 100,0 30,6 39,6 29,8 i
| j

TABLEAU 9 : Action comparée de différentes solutions nutritives sur la nfoformation

des bourgeons.

Les explantats sont ensemencés la face veantrale au contact d'un milieu

de culture contenant du glucose (30 g/1) et de 1a gélose (9 g/l). Ce

milieu témoin (eau) est enrichi scit de la solution minérale préconisée
par GAUTHERET (C.), soit de ceiie de HELLFR (H.), soit enfin, de celle de
MURASHIGE et SKOOG (M.S.). De plus, au milieu simplement minéral de
MURASHIGE et SK0OG (1), on ajoute d'abord des éléments organigues (2)

(e l'hydrolysatbde caséine, wn acide aminf : glycocolle et des vitzmines :
eneurine, pyridoxine, acide nicotinique et mdso-inositol) puis des substan-
ces hormonales : auxine & 10—6M (3) cu kindtine & 10*5 M (4) ; employées

sépardment (3) (k) ou associées (5)




solution utilisée par HELLER (1953) tant pour les macro- que pour les micro-
é1éments ; enfin, le milieu mis au point par MURASHIGE et SKOOG (1962) pour
les tissus de tabac. Ce dernier milieu est toutefois complexe et son effet
difficilement comparable & celui des deux autres solutions purement minérales
car il contient en outre tout un ensemble de substances organiques. Nous
avons donc réalisé plusieurs essais (Tableau 9), soit uniquement en présence
des €léments mi?éraux : macro- et micro-€léments (1), soit en présence des
é1éments organiéues d 1l'exception des phytohormones (2), soit enfin additionné
d'auxine (3) ou de kinétine (4). Dans leur solution type, MURASHIGE et
SKOOG utilisent ces deux derniers facteurs & des concentrations variables
suivant la nature des tissus utilisés. Cependant, compte tenu d'essais
antérieurs, nous avons employé l'acide indolyl-acétique & la concentration
de 10_6M et la kinétine 3 10-5M. De plus, afin de pouvoir Jjuger de leur
efficacité, ces deux substances sont ajoutées aux milieux de culture seules.
ou associées (5).

Le milieu minéral de MURASHIGE et SKOOG (M.S. 1) augmente davantage
la néoformation des bourgeons que le milieu de HELLER (H.) ou de
GAUTHERET (G.) qui présentent & peu prés la méme efficacité (Tableau 9).
S8i au milieu minéral de MURASHIGE et SKOOG (1) on ajoute des &léments orga-
niques (2) et méme dé l'acide indolyl-acétique (3), la formation des cals
et des bourgeons n'en est guére améliorée. Par contre, le milieu de
MURASHIGE et SKOOG complet (5) est nettement favorable 3 la prolifératioﬁ
cellulaire et stimule de maniére trés intense l'apparition des bourgeoné-
dont le nombre est presque d€cuplé. La kinétine (L) serait en grande partie

responsable de>cette action.

Sur le milieu préconisé par GAUTHERET, les bourgeons apparaissent
en majorité dans la région basale des explantats. L'analyse statistique

des pourcentages de bourgeons apparus dans la région apicale des fragments



ensemencés horizontalement sur le milieu de culture a &té effectuée sur

L0 lots de 24 explantats. Les limites de 1l'intervalle de confiance obtenues
selon la méthode de STUDENT-FISCHER dite "test T" (HELLER, 1968) pour une
probabilité de 99 % sont de 21,50 % z 3,80. Ce pourcentage de bourgeons
aplcaux n'est guére modifié par le milieu de HELLER ni méme par celui de
MURASHIGE et SKOOG soit minéral (1) soit minéral et organique (2) en présence
d'auxine (3). ToPtefois, sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG complet (5), la
prolifération céllulaire intéresse tout le pourtour des explantsts y compris
la face ventrale au contact du milieu de culture. Cette prolifération cel-
lulaire intense dissimule alors totalement l'explantat d'origine. Les bour-
geons, petits et trés nombreux, se forment partout ; aussi bien dans la

région basale que dans la région apicale et méme sur les parties latérales.

C) NATURE DES TISsSSus

Dans les expériences précédentes, nous avons employé des explantats
issus de la nervure médiane des feuilles étiolées. Nous avons ensuite voulu
comparer leurs capacités organogénes & celles de fragments provenant soit du
limbe de ces mémes feuilles &tiolées, soit des feuilles chlorophylliennes
d'endive.

Lorsque les explantats sont prélevés au niveau de la nervure médiane
des feuilles étiol€es, le cal se Torme dans la région basale et devient visible
& partir du 6e jour de culture. La plupart des bourgeons apparaissent 3.ce
niveau entre le 10e et le 12e jour de culture et quelques jours plus tard,
on peut noter exceptionnellemen?lla présence de racines. Contrairement aux
bourgeons dont 20 % environ sont.situés & le partie apicale des explantats,
les racines apparaissent uniquement sur le cal, & la partie basale des

explantats, leur néoformation présente donc une polarité trds stricte.



Si les fragments sont prélevés sur le limbe des feuilles étiolées

(Tableau 10), on observe d'abord l'apparition d'un cal au niveau de la nervure

i AOYED RE MOYEN
NATURE DES TISSUS NOMBRE HOYEN NOMB
DE BOURGEONS DE RACINES
nervure médiane 1,84 0,24
Feuilles E11i018ES5 eevsvuncrssrsorvssvnsrerasfoccrotnsssnnssnsssaeessrsacebonsnssossconssssssrsassossass
limbe 0,26 1,40
Feuilles chlorophylliennes 0,08 1,95
TABLEAU 10 : Influence de la nature des tissus sur les phénomdnes d'organogendse.

Tes explantats sont prélevés soit sur des feuilles dtiolées, au
niveau de la nervure médiane ou du limbe, soit sur des feuilles
chlorophylliennes formées & partir de fragments de racines d'endive

cultivés "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
des.nervures orientées vers la base de la feuille et sont d'autant plus volu-
mineux gue la nervure sur laguelle 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, apparsais—
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 néoformés par des fragments de racine d'endive cultivés
"in vitro", la prolifération est faible et il n'y a pratigquement que production
de racines. Lorsque les fragments proviennent de feuilleé chlorophylliennes
prélevées en plein champ sur des plantes entidres, les résultats obtenus

sont identiques. De plus, dans un cas comme dans 1'autre, la prolifération

et la production des racines sont en relation avec l'importance des nervures.

N
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D) DISCUSSION ET CONCLUSTIONS

Le milieu minéral de MURASHIGE et SKOOG favorise davantage les
phénoménes de prolifération et d'organogendse que les milieux de HELLER
ou de GAUTHERET. De plus, le milieu de MURASHIGE et SKOOG complet provoque
une croissance exubdrante et supprime la polarité des fragments de feuilles.
Parmi ces milieux, nous avons toutefois choisi d'utiliser celui préconisé
par CAUTHERET car tout en permettant un développement correct des tissus

de feuilles, il présente l'avantage d'€tre le plus simple. De plus, les

0ligo-é1éments de la solution de BERTHELOT 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'organogenése
restent inchangées en leur absence. Ceci n'est pas surprenant car les fragments
d'organes renferment en général des réserves et de plus, les milieux de

culture utilisés contiennent de la gélose qui apporte avec ses impuretés

de nombreux oligo-€léments. 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 % ) et les macro-£léments de la solution
de KNOP diluée au demi. Les explantats de 16 mm de diamStre seront prélevés
dans la partie médiane des feuilles moyennes des bourgeons éticlés d'endive.

A Par ailleurs, le gradient organogdne que nous avons observé peut &tre
mis en relstion avec 1'état initial des fragments de feuilles d'endive, avant
1l'ensemencement (VASSEUR et LEGRAND, 1972). En effet, le poids de matiére
s€che ainsi que la teneur en azote sont plus élevés & mesure que les fragments
sont plus proches de l'apex des feuilles et des feuilles centrales {Tablesu 11).
Simultanément, on observe toutefois que par rapport & 1l'azote total, il y a

une augmentation de la proportion d'azote protéique et une diminution de



1'azote scluble. Seul le poids de matiére fralche ne refldte pas la capacité

des tissus & former des organes.,

P.F. P.S. P.S. % N.T. N.P. N.S. NP % |N.5. %
mg/expl. | mg/expl.p.F. vg/expl. | ug/espl. |ug/expl. | NW.T. H.T.
i

E 591,3 32,3 5,4 712,2 120,4 591,8 | 16,9 83,0

T s68,2 35,8 6,3 919,8 166, 1 53,7 18,0 81,9

M2} 689,0 Lk ,9 6,5 965,4 | 178,2 787,31 18,k 81,5

31 646,5 LL 2 6,8 1022,8 191,8 831,0 18,7 81,2

c 64%0,3 59,1 1,6 1154,1 | 255,7 808,5 | 22,1 77,8

TABIEAU {3 : Poids de matidre fraiche (P.F.), de matidre s3che (P.S.) et teneurs
en azote total (N.T.), protéique (N.P.) et soluble (N.S.) de fragments

de feuilles d'endive selon leur lieu de prélévement.

le poids de substance séche et la teneur en composés azotés augmentent
paralldlement de la base (1) & 1'apex (3) des feuilles moyennes (M)
et des feuilles externes (E) aux feuilles centrales (C) du bourgecn

d'endive. Toutefois, par rapport & l'azote total,l'azcte protéigue

sugmente et l'azote soluble diminue.

Les teneurs en ADN et en ARN suivent celles des protéines
(Tableau 12) ; la quantité d'ARN en particulier varie du simple 2 plus du
double gquand on passe des feuilles externes & celles du centre. Les
rapports ARN/protéines et surtout ARN/ADN, plus &levés au niveau des
feuilles centrales et & la partie apicale des feuilles sont dus en grande
partie & la richesse de ces tissus en ARN. Les potentialités organogénes
des tissﬁs de feuilles sont donc en relation avecvleur'teneur initiale

en acides nucléiques et en protéines,



ARN ADN Protéines ARN AR (LgP)
UgP/explantat |MgP/explentat Ug /explantat ADN Protéines (mz
£ 5,08 0,43 752,78 - 11,77 6,75
LY 3T 031 1038, 5L b bs b1
M 2 T,65 0,51 1113,65 14,75 6,87
105-' ....... .8-’-);-1.‘ ......... feveeaa -o-’-Sai4 ......... - ------- 1 .1--9-8.;-5-5--..n-....--..-1-5-;-3.6. ................. :T.’..O.Q .........
c 13,96 0,60 1597,88 22,92 8,73

TABLEAU 12.: Tereurs en acide ribenucléique (ARN), en acide déoxyritonucléique (ADN) et en protéine

2]
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de fregments de feuilles selon leur lieu de prélévement. Les résultats sont exprimés en

microgrammes de phosphore (ugP) ou de protéines par explantat.

Le teneur en ARN augmente progressivement des feuilles externes (E)} & celles du centre(C)

dv. bourgeon d'endive. L'ADN plus stable provoque une augmentation du rapport AL3XN.

Pour les tissus d'endive, la production des organes a toujours lieu
a4 partir d'un cal dont la formation est liée & 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
capacité rhizogéne des feuilles vertes d'endive a d'ailleurs déja été
signalée par BESEMER et Coll. (1969) et par PROFUMO et DAMERI (1969).

Les organes formés varient donc.d'un tissu & 1l'autre mais la polarité
de leur développement ainsi que l'ordre dans lequel ils apparasissent

peuvent également &tre différents.



Une des premiéres études sur les possibilités de bouturage de frag-
ments de feuilles isolées a été publiée en 1931 par HAGEMAN. Parmi un grand
nombre d'espéces répertorifes, 66 % environ d'entr'elles forment soit unique-
ment des racines, soit des racines et des bourgeons, 32 % ne présentent aucun
signe d'organogenése 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 particulidres. 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-
noméne. Plus récemment, BIGOT (1965) publie un travail important dans lequel
il compare les facultés de bouturage de quelques espSces appartenant essentiel-
lement 4 quatre familles : Begoniacges, Gesneriacées, Piperacées et Lilia-
cées. Les résultats obtenus par ces auteurs ainsi que nos propres observa-

tions suggérent un certain nombre de remarques.

Les fragments de limbe des feuilles étiolées réagissent pratique-
ment de la méme maniére que les feuilles vertes d'endive. Or, ce limbe qui
présente un aspect jaundtre avant la mise en culture, devient rapidement
chlorophyllien & la lumiére ; il poss@de donc 1'équipement nécessaire & la
photosynthése. Dans les deux cas, il y a production de racines puis de
bourgeons au niveau du cal néoformé 3 la partie basale des explantats. La
polarité du développement ainsi que l'ordre dans lequel apparaissent les
orgsnes correspondent aux cas les plus couramment rencontrés. De plus, s'il
¥ a peu d'exemples ou les bourgeons soient seuls présents, le nombre des
espsces ne produisant que des racines est élevé. Cela a souvent conduit &
admettre que les racines sont nécessaires & la formation des bourgeons.

Par opposition, il nous a paru alors intéressant de noter en quoi consiste
l'originalité du développement des explantats utilisés, issus de la partie

médiane charnue des feuilles étiolées d'endive.



Sur le milieu de base tel gue nous l'avons défini, les racines
apparaissent toujours sur le cal mais, par contre, 20 pour 100 environ des
bourgeons sont formés & la partie spicale. La polarité du développement
des bourgeons est donc moins marquée que celle des racines. Les bourgeons
naissent en premier, suivis un peu plus tard de quelques racines. La forma-
tion des bourgeons semble donc indépendante du systéme racinaire. Il arrive

o~ . . . . - .
meme parfoils que certalnes racines apparalssent a la base des bourgeons

”

néoformés. Une telle succession dans la formation des organes a &té observée
dans un certain nombre de cas. CHOUARD en 1938 avait déja signalé que
quelques monocotylédones forment des bourgeons sans apparition préalable

de racines. Il en est de méme de 1l'épiderme isolé de feuilles de bégonia

(PREVOT, 1939b) ainsi que des &cailles de lis (WALKER, 1940 ; CODDEN et

WATSON, 1962).

Le développement des tissus a‘endive semble se rapprocher de celiui des
fragments d'écailles de lis., La comparaison ne s'arréte pas & une différencia-
tion organogénétique identique mais nous pouvons penser .que la simiiitude
de leur comportement est due 4 1l'absence de chlorophylle. Un argument suppl?-
mentaire est fourni par BIGOT (1971) qui observe que l'aptitude & bovrgeonner

des écailles de lis se perd au moment de la différenciation des feuilles

aériennes.

[£3]



59

CHAPITRE 2

ACTION DE FACTEURS CHIMIQUES

SUR LE BOURGEONNEMENT

La néoformation des bourgeonsvet des racines est influencée par
des facteurs chimiques et physiques. Ces derniers ayaht fait 1'objet d'une
étude particulidre (BOURIQUET, 1966a ; LEGRAND, 1972; 197h), nous nous
sommes intéressé aux facteurs chimiques. Les explantats sont ensemencés dans
le sens normal ; cependant, dans certains cas et afin de permettre 3 la
polarité de se manifester librement, nous les avons déposés la face ventrale

au contact du milieu nutritif.

A ACTION DE QUELQUES REGULATEURS DE

CROISSANCE

Pour tenter de préciser les conditions susceptibles de modifier
le bourgeonnement des tissus de feuilles d'endive, nous avons examiné
1'action exercée par des substances appartenant respectivement au groupe des
suxines, des gibbérellines et des cytokinines. Ces régulateurs de croissence

ont donné lieu & un grand nombre de travaux parmi lesguels nous avons



retenu plus particuliérement ceux qui analysent les phénoménes de proliféra-
tion cellulaire et d4'organogendse.

1°) Les auxines

Les nombreuses Studes réalisées sur les asuxines naturelles ou
synthétiques ont fait 1'objet de mises au point trés détaillées {GAUTHERET,
1947 ; 1959 ; BOURIQUET, 1960 ; PILET, 1961a ; GUILLOT, 1967 ; LEROUX, 1973).

On admet généralement que les auxines poss&dent la propriété d'induire

la formation des racines et d'inhiber celle des bourgeons ; nous avons tenu

a vérifier cette action sur les tissus de feuilles d'endive.

a) action de L'acide indolyl-acttique

- - - - - -y = o W o - = —— gy

J
Nombre moyen dorganes

par explantat:

bourgeons =g

racines eee@ecs ®
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Figure 7 : Action de 1'scide indolyl-sc@tique sur le nombre de bourgeons

et de racines produiis par des fragments de feuilles d'endive.



o1
L'acide indolyl-acétique, aux faibles concentrations, n'a que

-6,

trés peu d'effet mais il inhibe la nfoformation et le développement des bour-
geons aux doses égales ou supérieures & 10 '}

{ (Figure 7). La formation des
racines est au contraire stimulée de maniére importante ; la dose optimale est

voisine de 10 M. A cette concentration, les racines qui apparaissent dans le
hydriques.

milieu de culture sont épaisses et leur crocissance est ralentie. Une dose

plus €levée provoque l1l'apparition de cals translucides, aux cellules hyper-—

Nombre moyen d’organes
A |

par explantat:

bourgecons  w—g—

racines
° 1

X XIO XY

'°6
) .—«‘ ‘.Cf.
oo-@' ‘\Q\Q\A LI . Concentrations
0 10° 0% 107 w6t 10 10t

M/i
Figuare 8 : Action ¢z 1'acide 2,k-dichlorophéncxyacétique sur la nomtre de
bourgeons et de racires produits par des fragments de feuilles d'eadive.
geons formés 3 partir de 10

L'acide 2, -dichlorophénoxyacétique diminue le nombre dss bour-
8

Met 2 10 M, 1'inhibition est totale (Figure 8).



Il stimule par contre la rhizogenése jusque 10 °M, concentration au-deld
de laquelle il y a inhibition et formation de cals hyperhydriques. A la dose
de 6.10—6M, les cals néoformés sont volumineux et renferment un tré@s grand

nombre d'ébauches racinaires qui ne se développent pas.

2°) Les gibbérellines

En 1926, KUROSAWA montre que le déréglement de la croissance de
certaines plantuies de riz esg @@ a la présence d'un champignon parasite : 1é
Gibberella fujikurol et gque ce sont les gibbérellines secrétées par le
champignon qui sont responsables de son action. Depuis, ces substances
ont donné lieu & de tr&s nombreux travaux gqui soulignent la diversité de

leurs propriétés physiologiques (BRIAN, 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 :

- Stimulation :
. Cardamine pratensis (PAULET et NITSCH, 1959)
. Chondrilla juncea (KEFFORD et CASO, 1972)

- Pas d'effet ou Légene inhibition :

. Cichorium intybus (REINERT et BESEMER, 1967 ;
tissus de racines)

. Datura innoxia (ENGVILD, 1973)
- Inhibition :

. Begonia rex (SCHRAUDOLF et REINERT, 1959)
(BIGOT et NITSCH, 1968)
(PREVOT et CHLYAH, 1968)

. Bryophyllum tubiflorum (MARCELLE, 1970)

. Cichorium intybus (BESEMER et Coll., 1969 ;
tissus de feuilles vertes)
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. Nicotiana tabacum (MURASHIGE, 196k)
(THORPE et MEIER, 1973)

. Plumbago indica (NITSCH et NITSCH, 1967).

On note la méme diversité des réponses‘ en ce qui concerne la néofor-
mation des racines ; ainsi, l'acide gibbérellique peut &tre inactif (SPANJERSBERG
et GAUTHERET, 1964 ; BESEMER et Coll., 1969); inhibiteur (KATO, 1953, 1958 ;
PREVOT et CHLYAH, 1968 ; GAUTHERET, 1969 ; HEIDE, 1969) ou stimulant

(LEROUX, 1968 ; ANAND et Coll., 1972).

Ces différents résultats nous ont incité 3 &tudier l'action de cette

substance sur notre matériel.

e e e g guaiafub gl v Jtuiouupingiihuoginguhager iy

Nombre moyen d’organes par explantat:
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Figure 9 : hction de 1l'acide gibbérellique sur la néoforastion des bourgeoﬁs

et des racires par les frogments de feuilles d'endive.



Le nombre des bourgeons obtenus aux concentrations d'acide gibbérel-

lique égales 3 10—6M et 1O—SM n'est que légérement supérieur & celui du lot
témoin (Figure 9). Par contre, pour les doses plus fortes, on constate

une nette inhibition du bourgeonnement.

Sur la production des racines, l'acide gibbérellique agit de la .
méme manidre. Il y a d'abord une faible augmentation de la rhizogenése
'3 1077

Jusqu M et au-deld de cette concentration, le nombre des racines

” ” - .
néoformées diminue,

Le mode d'action de l'acide gibbérellique est encore mal connu
mais on sait que dans certains cas, il augmente la teneur en auxine endogéne
des plantes traitées (NITSCH et NITSCH, 1959a ; GOUKOVA et FAOUSTOV, 1962 ;
BOUILLENNE-WALRAND, 1962 ; KURAISHI et MUIR, 1964). Cela pourrait d'ailleurs
correspondre 4 une stimulation de la synthdse d'auxine (HAYASHI et MURAKAMI,
1953 ; VARGA, 1971) ou & un effet protecteur de l'suxine, l'acide gibbérel-
lique inhibant l'activité auxine-oxydasique (PILET, 1957 ; PILET et COLLET,
1959 3 1960 5 WATANABE et STUTZ, 1960 ; BUTENKO et Coll., 1962 ; GASPAR,
1965). C'est pourquoi nous avons voulu vérifier l'action exercée par l'acide

indolyl-acétique associé & l'acide gibbérellique.

Le nombre des bourgeons obtenus en présence d'auxine, gquelle que
soit la concentration employée, est 1légérement supérieur lorsque l1l'acide
gibbérellique est associé & la dose de 10_6M (Tableau 13). Par contre, les

5

doses plus &levées d'acide gibbérellique (10 °M 3 10—3M) renforcent 1'effet

inhibiteur de 1l'auxine.

Sur la néoformation des racines, la présence simultanée des deux
hormones (Tableau 1h) permet de mettre en évidence des actions synergiques.
Cela se traduit par une exaltation de la rhizogendse aux doses infra-optimales

ou optimales et par une toxicité accrue aux doses supbrieures,



Acide indolyl-acétique

(/1)
0 1077 1070 107° 107 1073
0 1,20 1,40 1,00 0,60 0,10 0
~6
10 1,50 1,60 1,30 0,80 0,20 o]
Acide -5
gibbérellique 10 152 1,40 0,80 0,35 0 (o]
(M/1)
_ -4
10 0,70 o,k2 o) o o} o)
..3 )
10 0,10 0 0 0 ) o}

TABLEAU 13:- Action conjuguée de 1'acide gibbérellique et de l'acide
indolyl-acétique sur le nombre moyen de bourgecns produits

par des fragments de feuilles d'endive.

Acide indolyl-acétique

(M/1)
0 1077 1070 1070 w0 1073
0 0,40 1,30 3,20 4,80 9,70 5,70
107° 0,70 1,50 4,27 7,26 10,40 L ,08
Acide -5
gibbérellique 10 0,7k 1,90 5,73 8,15 6,70 3,03
(M/1)
107 0,50 0,80 2,95 3,60 2,76 1,64
107 0,10 0,30 1,02 0,72 0,88 0,69

- TABLEAU 1l : Action conjugufe de l'acide gibbérellique et de l'acide
indolyl-acétique sur le nomtre moyen de racines produites

par des fragments de feuilles d'endive.



3°) Les cytokinines

La premiére &tude consacrée & l'organogenése des tissus de tabac
cultivés "in vitro" a &té puﬁliée par SKOOG en 194k, Le matériel végétal
utilisé allait s'avérer fécond puisqu'il devait permettre la découverte
des cytokinines. Ce sont MILLER, SKOOG, VON SALTZA et STRONG en 1955 qui
réussirent 3 isoler, 3 partir d'un extrait de levure, un principe actif
sur la éroissangg des tissus médullaires de tabac. Peu aprés MILLER et Coll.,
(1955 ; 1956) caractérisent ce composé comme étant un dérivé de 1l'adénine,
la 6~furfurylaminopurine ou furfuryladénine et lui donnent le nom de kinétine.
DAS et Coll. (1956) &tudient 1'action de la kinétine sur la multiplication
des cellules de moelle de tabac, puis SKOOG et MILLER (1957) expérimentant
sur des fragments de tiges €mettent la théorie selon laguelle 1la division
des cellules exige & ls fois la présence d'auxine et de cytokinines, 1'équi-
libre de ces deux facteurs réglant par ailleurs l'orientation des phénoménes
d'organogenése.

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 ; XHAUFFLAIRE et GASPAR, 1968 ; NITSCH, 1968a ; SKOOG et ARMSTRONG,
1970 ; HALL, 1973).

Actuellement, on sait que des substances ayant des propriétés
analogues & la kinétine existent naturellement chez les végétaux. Parmi
les cytokinines celles qui ont‘été le blus couramment.ﬁtilisées sont la
kinétine et la 6-benzylaminopurine. Nous avons donc compar?d leurs actions

respectives.
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Ces deux cytokinines stimulent la néoformation des bourgeons

(Figure 10), & toutes les concentrations utilisées jusqu'd 10 M.

Nombre moyen de bourgeons
[

par explantat

107
94
8-

Concentrations

/L. A
T

0 1077 10-8 10~3 1074 M/1

Figure 10 : Action comparfe de la kinftine [r—wm—=j et de la 6 bensyl-
sminopurinefsceese jsur le nombre de hourgeons produits par
deg 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 qui
peut résulter du rdle limitant joué par les facteurs trophiques du
milieu,

Compte tenu de la similitude d'action de ces deux composés,

nous avons choisi d'utiliser la kinétine
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L'intervention de la kinétine sur la division cellulaire a été
démontrée A maintes reprises, mais dans la plupart des cas, l'effet stimu-
lateur n'est significatif qu'en présence d'auxine (DAS et Coll., 1956 ;

SKOOG et MILLER, 1957 ; PATAU et Coll., 1957 ; NITSCH et NITSCH, 1960 ;
GAUTHERET, 1960a et b ; 1963 ; 1966 ; JOUANNFAU, 1971 ; PEAUD-LENOEL et
JOUANNEAU, 1971 ; JOUANNEAU et TANDEAU de MARSAC, 1973). Nous avons donc
vérifié l'action exercée par ces substances de croissance sur la néoformation

des bourgeons.

La kinétine et l‘auxiné gmployées séparément n'augmentent gudre
1'importance des cals alors qu'associes, ces deux substances favorisent
la prolifération des fragments de f2uilles d'endive., De plus, si 1l'auxine
inhibe la formation des bourgeons, 2scociée & la kinétine, elle renforce
trés nettement 1'effet stimulant de cette dernidre (Tableau 15). Le nombre
le plus important de bourgeons est obtenu en présence de 10-6M d'auxine

5

et de 10 °M de kindtine.

Acide indolyl-acftique

(M/1)
- -1
0 10”7 107° 1070 10!
0 2,0 2,70 1,30 0,80 0,10
T
1077 2,60 2,80 3,30 1,60 0,10
) -6
Kinétine 10 3,05 3,10 3,80 1,50 0,20
(M/1) B
107° 3,40 4,90 7,05 5,60 0,40
_L}
10 L, 10 5,20 5,10 5,10 0,75

TABLEAU 15 : Action conjuguée de la kinétine et de 1'acide
indolyl-acétique sur le nombre moyen de dbourgeons

produits par des fragments de feuilles d'endive.
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Ces substances interviennent €galement sur 1l'expression de la polarite

des fragments de feuilles d'endive (Tableau 16). La cytokinine ,en effet |

augmente de plus du double le pourcentage des bourgeons apicaux. L'auxine

exerce une action encore plus nette puisqu'a 10 M, la totalité des bourgeons

apparaissent 3 la partie apicale des explantats

NOMBRE MOYEN —
DE BOURGEONS % DE BOURGLCNS
PAR EXPLANTAT A LTAPEX A LA BASE
Témoin 2,05 21,0 79,0 !
10”6 2,80 22,0 78,0
K 10"y 3,10 38,1 61,9
10—hM 3,80 44,6 55,1
16" °u 1,45 19,0 81,0 :
AT A 10™7x 0,90 36,4 63,6
-4
10 M 0,25 100,0 0

TABLEAU 16 : Influence de la kinétine (K ) et de 1'acide indolyl-

acétique (A I A) sur la polarité manifestée par des

explantats de feuilles ensemencés le face ventrale

au contact du milieu de culture.

L'acide gibbérellique, dont nous avons déjd signalé 1l'intervention

probsble sur le métabolisme auxinigue, peut jouer un rdle important dans les

phénoménes d'organogendse (LANG, 1970 ; ENGELKE et Coll., 1973 ; KATO et

%

HONGO, 157l4). C'est pourquei nous nous sommes proposé d'analyser ses effets

en présence de kinétine.

L'acide gibrérellique n'a que peu d'action sur le bourgeonnement

des fragments de feuilles d'endive alers que la kinfétine augmente Lrés net-
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tement le nombre des bourgeons formés. En présence des deux régulateurs de
croissance, les résultats obtenus (Tableau 17) montrent que l'acide

gibbérellique interfére avec la kinétine dont il réduit l'effet stimulant.

Acide gibbérellique

{(M/1)
‘ 0 107 107 107 1073
|
[
o] 1,48 1,50 1,65 0,83 0,37
-6
10 3,23 2,67 2,14 1,35 0,73
Kinétine i
(M/1)
1077 3,60 3,50 2,90 1,19 1,03
1074 3,90 3,62 2,32 0,86 0,91

TABLEAU 17: Action conjuguée de la kinétine et de
1l'acide gibbérellique sur le nombre moyen de
bourgeons produits par des fragments de feuilles

d'endive.

Les cytokinines &tant toutes des adénines.substituées sur
1l'azote 6, on peut se demander si la kindtine (6-furfuryl-sminopurine)
n'agit pas comme un dérivé de 1'adénine (6-aminopurine) et si son rdle
sur la néoformation des bourgeons est bien spéeifique. Sur les tissus de
tabac par exemple, SKOOG (19505 montre que l'addition‘d‘adénine peut
supprimer l'effet inhibiteur de faibles concentrations d'acide indolyl-
acétique. Selon cet auteur, 1'adénine peut €tre considérée comme une substan-
ce induisant la formation des bourgeons. ParAailleurs, 1'adénine qui inter-
vient sur la division des cellules (DEYSSON, 1954) et stimule la formation

des bourgeons (SKOOG, 194l ; SKOOG et TSUI, 1948 ; STERLING, 1950 ;
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JACQUIOT, 1951 ; MAYER, 1956 ; PLUMMER et LEOPOLD, 1957 ; PLUMMER, 1957 ;
PAULET et NITSCH, 1959 ; STICHEL, 1959 ; GINSBURG, 1966 ; MENHENETT, 1970),
peut agir en synergie avec les cytokinines (SKOOG et MILLER, 1957 ; NITSCH

et NITSCH, 1967 ; NITSCH et Coll., 1967 ; SKOOG, 1970).

Nous avons d'abord comparé l'action de 1l'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.
aJaction de R adiéindine et du sulfate
d'"adénine
Ces substances ne modifient pas la prolifération cellulaire et le

développement des cals est identique & celui observé sur les explantats té-

moins. Par contre, la formation des bourgecns est stimulée ; elle est optimale

3 107™°M et au-deld, des phénoménes 4'inhibition se manifestent (Figure 11).

Nombre moyen de bourgeons

A
3 par explantat

1
% Concentrations
: Lﬂ/ v v v v P oo
0 10~7 10°% 107 10~ M/I
Figure 11 : Action de 1'adénine { e—mww~] et du sulfate d'adéninefeccscoclsur le

nombre de bourgeons produits par des fragments de feuwilles &'endive.



Le bourgeonnement étant un peu plus important en présence de la

base libre, c'est cette forme que nous avons choisie d'utiliser pour les

expériences ultérieures.

Bl interaction adéndne-auxdine

Acide indolyl-acétique

! (M/1)
0 1077 1078 107 | o™
0 1,30 1,70 1,20 0,30 0
..7 .
10 1,40 1,60 1,30 0,20 0,10
L . -6
Adénine 10 1,50 1,90 1,30 0,80 0,10
(v/1)
~5
10 2,01 2,60 1,40 0,90 0,20
-4
10 1,70 2,10 1,20 1,10 0,20

TABLEAU 18 : Action conjuguée de 1'adénine et de 1'acide indolyl-
acétique sur le nombre moyen de bourgeons produits

par des fragments de feuilles d'endive.

L'action de l'adénine n'est pratiquement pas modifiée en présence
d'auxine, tout au plus la base peut—elle réduire les effets inhibiteurs
de 1l'auxine (Tableau 18). Cela est donc trés différent de ce que l'on

observe avec la kinétine (Tableau 15).



Ylintéraction

i

adénine

13

kinétdine

L'adénine est moins efficace que la kinétine (Tableau 19) et
Adénine
(M/1)
0 1077 108 10 107"
/ 0 1;k0 1,55 2,01 2,48 1,95
1077 2,00 1,82 2,59 2,66 1,89
Kinétine 1076 2,90 2,85 2,94 2,62 2,01
(M/1) '
107° 3,63 3,68 3,k9 2,88 2,38
107" 3,80 4,01 3,53 3,20 3,18
TABLEAU 19 : Action conjugufe de 1'ad?nine et de le kinétine

-~

fragments de feuilles d'endive.

sur le nombre moyen de bourgeons produits par des

associée & cette dernifre elle n'en modifie guére l'action & 1'égard de le

néoformation des bourgeons.

§) action

de soddilum

de

L'adéendine

e £

d u

ndLdtraite

L'adénine n'agit pas toujours comme une cytokinine. Dans le cas des

disques de feuilles de begonia par exemple, MEWHENETT (1970) suggdre que

1'adénine n'aurait pas de rdle spécifigue mais interviendrait comme source

d'azote. Etant donné que l'adénine a une efficacité nettement plus faible

que la kinétine sur les tissus de feuilles d'endive et gqu'elle ne manifeste

pas d'effets cumulatifs avec la cytokinine, on pouvait se demander &galement



NOMBRE MOYEN % D'EXPLANTATS
DE BOURGEONS
PAR EXPLANTAT ;igi;;EiERDE QRGANOGEHES
TEMOIN 4evuvrvsinennuoonanconns 1,36‘ 72,7 63,6
Adénine 10’6................... 1,61 T1.b 57,6
" 1072 e e, 2,L3 86,4 78,2
n 107 1,97 77,3 66,2
“ 1073 1,22 66,7 5k, 2
a) Nalo, 1078 . 1,75 74,2 58,3
" 1072 e, 2,01 74,3 58,1
" 107 e, 2,37 . 80,0 69,7
" 1073 s 2,65 86,9 78,3
TEHOIN teeene-aevoeseronnacaras 0,53 52,2 . 26,1
Adénine 10'6.................. 0,64 53,1 28,5
" 1072 s 0,96 65,0 12,2
" 1o"h.................. . 0,77 46,7 29,2
" 1073 0,73 29,2 25,0
b} NaNO, 1078 . 0,76 54,5 27,2
" 107 e, 0,86 58,5 33,0
" 107 1,11 66,7 47,5
" 1073 e, 1,40 71,8 53,6
TABLEAU 20: Action comparée de 1'adénine et du nitrate de sodium (concentrations

melaires) sur le bourgeonnerent de fragments de feuilles d'endive.
Des quantité d'azote (HaNO3) équivalentes aux différentes concentrations

d'adénine sont sjoutfes aux milieux de culture.

a) les milieux de culture contiennent initialement les &léments mindraux de la solubion

de Kriop diluée su demi.

b) les milieux sont &épourvus d'8léments minbraux.

{ qus
\NLfLL;}
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si cette base n'était pas simplement utilisée comme source azotée.

Pour cette étude, nous avons réalisé des milieux conténant, soit
de 1'adénine 3 des concentrations de 1070M & 1073M, soit du nitrate de
sodium en quantités d'azote €quivalentes a4 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 3 toutes les doses employées (Tableau 20 [a] ) ; de plus, il est plus
favorable & la néoformetion des bourgeons que l'adénine. La présence initiale
d'éléments minéraux dans les milieux de culture pouvait cependant fausser
la mise en &vidence des phénoménes.

Nous avons donc renouvelé cette expérience sur un milieu gélosé,
additionné de glucose mais sans apport d'éléments minraux autres que ceux
fournis &ventuellement sous forme de nitrate de sodium ; dans ces conditions,
il apparait (Tableau 20 [b]l) que 1'adénine n'intervient pas simplement comme
source d'azote; sinon on comprendrait mal qu'elle puisse €tre inhibitrice

5

au-deld de 10~ M, alors gque la quantité d'azote correspondante ne l'est pas.

4°) Action du lait de coco

La composition du lait de coco (endosperme de noix immatures)
est complexe et mal définie. On sait cependant qu'en plus d'acides aminés,
d'acides organiques, de sucres, de vitamines .... il contient également une
substance de type auxinique ainsi que des cytokinines. Pour cette raison,

nous avons vérifié l'action qu'il exerce sur les tissus de feuilles d'endive.

Ce liquide naturel stimule la prolifération cellulaire ; il y a
formation de cals volumineux surtout lorsgue les milieux sont enrichis 3
50 %. La néoformation des bourgeons va de pair avec l'importance du cal
(Tableau 21) ; elle est d'abord stimulée puis inhibée au-deld de la concen-

tration de 50 %. A cette dose, les bourgecns paraissent cependant plus
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NOMEBRE MOYEN

LAIT DE COCO | np mourgrons ;CAPAglEg'ﬁgPL2§Zi§:GENES igi;gi:ﬂ
(gx % ) |PAR EXPLANTAT | PROLIFERER DEs FRUTLIES

] 1,40 68,7 59,k 1,2

25 3,70 100,0 88,9 b5

50 4,10 100,0 89,5 L,9

75 2,90 100,0 88,2 5,0

TABLEAU 21 : Action du leit de coco sur les phénomdnes de prolifération

et d'organogendse menifestés par des fragrents de Teuilles &'endive.

vigoureux et la taille de leurs feuilles est supérieure & celle observée

sur les explantats des lots témoins.

BD) ACTION DES PURINES ET DES PYRIMIDINES

Les résultats de SILBERGER et SKOOG (1953), confirmés par de
nombreux chercheurs montrent gqu'il existerait une relation entre les phéno-
ménes de multiplication cellulaire et d'organogenése d'une part et la capacité
des tissus de synthétiser des acides nucléiques d'autre part. De méme, selon
NITSCH (1966), toute substance qui perturbe le métabolisme nucléique, modifie le
bourgeonnement. Nous nous sommes donc proposé de vérifier si les différentes
bases entrant dans la composition des acides nucléiques pouvaient influer
sur la formation des bourgeons. 'Nous avons ensuite testé l1l'action exercée par
guelques analogues structuraux sqéceptibles de perturter le métabolisme
nucléique. |

1°) Action des bases purigues et pyrimidiques

P . . . .
L'adénine, 1l'uracile, la thymine ou la cytosine sont ajoutfs au

milieu de culture sous forme de sclutions aqueuses. La guanine, peu socluble

-
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dans l'eau, est solubilisée en milieu alcalin.

Aucune des bases n'affecte le développement des cals. Sur la forma-
tion des bourgeons, c'est l'ad®nine qui est la plus active, suivie par
1'uracile et la thymine (Tableau 22) ; la guanine et la cytosine n'ayant

pratiquement pas d'effets.

CONCENTRATT ONS ' -6 -5 -4 -3
(en 1/1) 0 10 10 10 10
Adénine 1,60 2,53 2,81 2,05 1,k9
Guanine - 1,70 1,90 1,80 1,30
Acide inosinique - 2,27 2,53 2,k9 1,73
Uracile - 1,96 2,55 2,43 1,77
Thymine - 2,10 © 2,35 1,90 1,60
Cytosine - 1,65 1,84 1,80 1,70
Acide orotique . - 1,85 2,1k 2,28 1,81
Kinétine - 3,60 L 10 4,20 -

TABLEAU 22 : Action des bases puriques et pyrimidiques ainsi que des acides
inosinique et orotique sur le nowbre noyen de bourgsons formés
par des fragments de feuilles d'endive cultivés sur le milieu
de bése.

Nous avons &galement utilisé deux précurseurs, l'un, des bases
puriques : l'acide inosinique et 1'autre, des bases pyrimidiques : 1l'acide
orotique (Tableau 22). Ils ont tous deux une action faible sur le bourgeon-
nement et toujours inférieure & celle de la base correspondante la plus
active.

Les résultats obtenus meﬁtent l'sccent sur l'action exercée par
1'adénine d'une part et par l'urapile et la thymine d'autre part. Ces compo-
sés stimulent la néoformation des bourgeons mais leur efficacité est nette-
ment plus faitle que celle de la kinftine.

Nous avons renouvelé ces expériences en employant un milieu nutritif

plus riche, préconisé par MURASHIGE et SKOOG {1062) pour les tissus de tabac.



Nous avons utilisé 1l'auxine & la concentration de 10 "M et nous avons
remplacé éventuellement la kinétine par les différentes bases dont nous

désirions étudier l'action(Tableau 23). Dans ces conditions, la cytosine,

CONCEXTRATIONS - -6 -5 -4 -3
(en 4/1) o} 10 10 10 10
Adénine 3,7 4,0 L,b 6,9 €,0
Cuanine - 4,0 4,3 - “h,s 5,2
Uracile - 4,3 6,1 6,0 5,2
Thymine - k1 k5 L,5 4,0
Cytosine - 3,7 3,9 3,6 3,7
Kinétine - 7,2 30,9 33,k -

TABLEAU 23 : Action comparée des bases puriques et pyrimidigues sur le
nombre moyen de bourgeons formés par des fragments de feuilles
d'endive cultivés sur le milieu de Murashige et Skoog renfermant

10_6M/1 a'AIA.

la gusnine et la thymine sont pratiqueﬁent sans effet alors que 1l'uracile
et 1'adénine favorisent le bourgeonnement. Les stimulations observées sont
cependant nettement plus faibles que celles manifestées par la kinétine.

Ie fait que 1'2dénine et l'uracile soient les bases les plus
actives et que la thymine, spé&ifique de 1'ADN, le soit moins, laisse
supposer que le rdole de 1'ARN est prépondérant. Nous avons toutefois observé
que les mélanges éguimolaires des bases constitutives de 1'ARN, & daifférentes
concentrations, ne stimulent pas plus la néoformation des tourgeons que
chacune des bases prises isolément. Par ailleurs, nous avons fait asgir sur
des fragments de Teuilles d'endive de 1'ARN de transfert qui posséde une
activité de type "cytokinine" sur certains tissus (KOVOOR et RUCH, 196k ;
HALL et Coll., 1967 ; EALL et SRIVASTAVA, 1968 ; RAVELOMANANA et Coll.,1975
RIEDEL eﬁ Coll., 1977). Cet ARW de transfert (ARN de levure de boulanger,

Boehringer Mannheim ré&f, 15363), hydrolysé ou non, est pratiguement sans effet
{1 bl w) Y 3 &



sur les phénoménes d'organogenése, quelles que soient les doses utilisées.
Cela confirme 1l'expérience précédente réalisée en présence de mélanges équi-
molaires de bases mais souligne également que les bases mineures, 3 activité
de type "cytokinine" qui entrent dans la composition de ces ARN de transfert,
ne semblent pas agir sur la formation des bourgeohs. Leur spécificité (KOVOOR,
1968) pourrait expliquer leur manque d'activité sur le matériel utilisé, Il

a d'ailleurs été montré que 1'isopentenyladénine n'a qu'une action faible

sur le bourgeonnement des tissus de feuilles d'endive (THOMAS et Coll.,

1971).

2°) Action de gquelques analogues puriques et pyrimidiques

Une autre méthode pour préciser le rdle des bases puriques. et
pyrimidiques, consiste & bloquer les mécanismes dans lesquels elles sont
impliquées par des analogues structuraux. Ces compos&s provoguent la for-
mation d'acides nucléiques anormaux en s'intégrant & la place des bases
correspondantes. Le principe consiste donc & essayer de bloguer les phéno-
ménes d'organogenése par ces substances et & tenter de lever l'inhibiticn
par un excds de la base normale correspondante. Fn cas de réussite, cela
montre que l'analogue intervient en tant qu'antimétabolite et on peut

raisonnablement admettre que la base concernée joue un rdle essentiel dans

le phénoméne envisagé.

Des expériences préliminaires ont montré gue lorsque les analogues
suppriment totalement le bourgeonnement, les essais de reversion des inhibitions
donnent des résultats trés hétérogénes et méme, dans bien des cas, s'avirent
infructueux. C'est pourquoi, de maniére générale, nous employons les substances
& des concentrations qui laissent subsister 20 % au moins des bourgeons
par rapport aux explantats t€moins. C'est également pour cette raison que
BLAYDES (1966)_par exemple, utilise les analogues dans la limite ol 1'inhi-

bition produite est proportionnelle 3 la dose utilisée.



B e e L ap-pt

a)action de La 2,6-diamdinopuhrdine
et de La §§-azaguandine

Ces deux analogues des bases puriques réduisent la formation des

bourgeons pour des concentrations relativement peu élevées (Figure 12).

Nombre moyen de bourgeons
4

par explantat

Concentrations

B
B

0 10 108 10-3 50-¢ 10~3 M/l

Figure 12 : Action de la B-azagusning femm—— Jet de 1a 2,6-disminopurine feeesesl

sur le bourgeonnément de fragments de feuillss d'endive.

La 2,6-diaminopurine provogue d'abord une petite augmentation du nombre des

bourgeons puis 1l'inhibition se manifeste pour des concentrations supérieures

6

& 10 "M. A partir de 10 SM, la prolifération cellulaire se ralentit et progres—
sivement le nombre des explantats capables de proliférer diminue ; 1'inhi-

o, ) -3 . - . L. . .
bition est totale & 10 ~M, Bien qu'avec des modalités d'action voisines,



la 8-azaguanine s'est révélée &tre la plus active : ainsi, & 10 7M, ilyea

déj8 une diminution de la formation des bourgecns s

Blessadis de suppression des
Anhibitions

A 10*hM, la 2,6-diaminopurine (Tableau 24) réduit d'environ de

NOMBRE MOYEN 7 D'EXPLANTATS
DE BCURGECHS R .
CATABLES DE | grcanoGenEs
PAR LXPLANTAT| PROLIFERIR
TEMOIN wavueaaanssasnosensosanssanes 1,81 ' 95,0 70,0
2,6-diaminopurine 10l 0,76 66,7 57,1
v u " 4 adénine 1077 1,47 13,6 13,6
" n " 4 adénine 107" 1,63 52,9 52,9
" " LI " 10‘3 0’71 36,1‘4 18,2
" " " adénosine10-3 1,59 . 90,9 66,7
" n " + acide -3
mdénylique 10 1,79 88,k 63,2
AGBRIDE «vavanesanaaanrasanacae 1072 2,31 86,7 69,6
" edtaasma s ettt TO—h 1,85 91,3 52,2
" et iieaeiaaaaaeae 1072 1,26 86,7 48,1
AGENOSINE 4evasarnnanns Ceeeaas . 1073 2,53 86,9 73,9
Acide 2d8nyligUe ceeemeecevones 1073 2,8% 90,9 90,9
TABLEAU 2b: Action cormparée de l'adénine et de ses dérivés (concentrations molaires)

sur 1'inkibition du bourgeonnement produite per la 2,6-diamincpurine

-~

employfe & TO-hM/l,

moitié le nombre des bourgeons néoformés et diminue le nombre des explantats
capables de proliférer et de former des organes. Cet effet peut &tre 8limi-
né en grande partie par adjonction simultanfe d'adénine (10—hM) et en tota-
1ité par 1'adénosine ou l'acide adénylique employés i 103, Par ailleurs,
1'inhibition produite par la 8-azaguanine (Tableau 25) peut &tre levée
partiellement par la guanine et en totalité par ls guanosine ou 1'acide

anyligue lorsgue ces composés sont employés & des concentrations dix
guany.liq ' J

fois supérieures & celles de 1'znalogue.

D
s

o~
o)



NOMBRE MOYEN % D'EXPLANTATS
DE BOURGEONS | (,0 oo oe oo R
PAR EXPLANTAT |PROLIFERER PURATERES
TEMOIN v vvvirvnecssnsssoannsncancnnns 1,81 93,3 79,2
8 - azaguanine 1077 e e, 0,65 ks,0 45,0
" " " 4 guanine 10—h 1,33 85,7 71,5
" " " 4 guanosine " 1,84 9k ,1 76,5
" n " + acide
guanylique " 2,09 95,4 90,9
Guanine .........oiiiiiiiieii. 107" 1,70 91,3 82,6
Guanosine ....ccveeeececncanoeaas O 2,10 95,6 82,6
Acide guanylique ...eeeeeovecoee 2,36 79,2 75,0
TABLEAU 25: Action comparée ée la guanine et de ses dérivés (concentrations molaires)

sur 1'inhibition du bourgeonnement produite par le 8-azaguanine employée

& 107°M/1.

La 2,6-diaminopurine et la 8-azaguanine peuvent donc &tre consi-
dérées comme des antimétabolites pour les tissus de feuilles d'endive puisgue
les dérivés de l'adénine dans un cas et de la guanine dans 1'autre sont
susceptibles de supprimer les inhibitions produiteé. Notons également que
les inhibitions se manifestent en méme temps sur la formation des bourgeons
et sur le développement des cals, sans qu'il soit possible de dissocier

les deux phénoménes.

alaction du é-azauracdle et du

5-4Luorouracdile

A faibles concentrations, ces analogues augmentent légérement le
nombre des bourgeons mais sont inhibiteurs pour des doses €gales ou supfrieures

3 10771 ; le 6 — azauracile étant plus actif que le 5-Ffluorouracile (Figure 13)



Nombre moyen de bourgeons
4

par explantat

' ‘ Concentrations
-"7/1 v v T v ¥ .
-5 -5 gao® -4 M/

34070 610~ 10°4 33074 6.0

Figure 13 : Action du 6-azauracile e Jet du S-fluorcuracilef scesec]sur le
bourgeonnement de fragments de feuilles d'endive,

Blessadils de suppression des
Anhibitions

Employé & 5.10—5

M, le 6-azauracile réduit le bourgeonnement ainsi
gue le pourcentage des explantats capables de proliférer (Tableau 26).

Cette action peut &tre totalement élimin€e par les bases pyrimidiques

ou leurs nucléosides ainsi que par l'acide orotique, précurseur de ces mfmes
bases. Seules la cytosine et la thymine nfont pas d'effet ; la thymidine ne
léve que partiellement 1'inhibition produite. C'est donec l'uracile, 1l'uridine,

la cytidine et l'acide orotigue qui suppriment le plus efficacement l'effet
'y

inhibiteur du 6-azasuracile.



NOMERE NOYEN % DIEXPIANTATS
BOURGEONS \PABRLE 5 T
TEMOIN «ovevenrosasesrasacocssasnanenns 1,71 95,0 68,3
6 - azauracile 5.10 7 cuuersereeneeens. 0,50 25,0 25,0
" " " 4 yracile 5.10-h 2,33 - 95,2 71,b
" " " 4+ yridine " 1,69 69,6 56,5
" " " 4 cytosine " 0,Th 52,2 k3,5
" " " ¢+ cytidine " 1,66 80,8 53,3
" " " 4+ thymine " 0,75 5h,8 b7,
" " " 4 {hymidine " 1,13 ‘ 60,2 53,5
" " " 4+ geide orotique " 2,17 91,7 83,3
Uracile ceveeneeeecocrocanonenns 5.10’h 1,98 95,2 71,4
Uridine veeeeeveecnrereveneanees " 1,82 86,4 56,3
CYLosine sevieeveeeensnnscanenna " 1,74 83,3 62,5
Cytidine vuivienvencanosasncnsens " 1,83 82,6 66,5
ThYMINE tveveeveneseacvanonsones " 1,92 86,9 b7 ,b
Thymidine ..cevevvees-veovansnns " 1,69 86,7 53,5
Ac. 0rotigue sivsevviennnenaanns " . 1,87 85,0 éh 2
TABLEAU 26 : Action comparée des bases pyrimidiques, de leurs nucléosides et de

1l'acide orotique {concentrations molaires) sur l'innitition du bourgeonnement

-5
vroduite per la 6-azeuracile employde 3 5.10 “M/1.

La diminution du nombre des bourgeons, obtenue en présence de
. ""h -~
5-fluorouracile & 3.10 "M (Tableau 27), ne peut, par contre, &tre supprimée
que partiellement par l'uridine, la cytidine et 1'acide orotique ; les

autres bases ou leurs nucléosides sont sans effet.

L'emploi des analogues pyrimidiques montre également que 1'inhi-

P

bition du bourgeonnement est life 3 celle du cal.



HOMBRE MOYEN % D'EXPLANTATS
DE BOURGECHS ICAPARLES PE | cnoanocsnes
PAR EXPLANTAT [© =
TEMOIN veerusennnennssancosssnssanaasnn 1,73 95,k 68,2
5-fluorouracile 310 0,h0 21,7 21,7
L " 4 uracile 3.107" 0,67 15,8 29,2
" " om 34070 0,43 34,3 34,3
" " + uridine 3.1o"h 1,0b 56,5 k7.8
" "4 om 39073 1,35 63,5 54,8
" " cytosine 3.10 0,70 50,5 50,5
" no4om 3.1073 1,45 90,5 80,9
" " +cytidine 3A1O-L 0,71 : 60,0 60,0
" "4 wm 3.1073 1,28 ° 85,1 85,1
" " +thymidine3.10—h 0,46 38,3 k2
" o ow 3.1073 0,52 38,3 8,3
" " + acide -
orotique3. 10 1,17 82,6 56,5
" "o om 39073 1,58 91,7 83,3
Urocile wveeeveeeneeneneannnes 301070 1,65 88,3 69,6
" PP W T ot 1,25 66,7 5.8
Uridine veveveeneevoenncronens 3.10'h 1,7k 95,6 72,7
M 307070 2,43 10C,0 90,5
CYtOSINe teeveeerineeeeennenns 3.10"h 1,88 90,9 63,6
" e eeteteiieeeiieneee. 3,103 1,70 81,8 72,7
CyBAdINE =enrnenrnranenenennns 307070 1,73 9li, 1 70,6
" feeeieeeieeeereienee. 3,103 2,23 92,9 6l ,7
THymidine «eonensrrennenennens 321070 1,30 88,6 £6,9
u ettt 301073 1,56 73,9 60,9
Acide orotique .c..eeveecenen. 3.10"h 1,92 95,8 66,7
e e, 301073 1,39 82,6 56,5
TABLEAU 27 : Action corparde des bases pyrimidiques, de leurs nucléosides et de

1l'acide orotique (concentrations molaires) sur 1'inkibition du bour-
geonnerment produite par le 5-flucrouracile employée & la concentratica

de 3.10-hM/l.




Nous nous sommes ensuite demandé si la kinétine qui stimule nette-
ment ls formation des bourgeons, pouvait elle aussi ré&duire les effets inhi-

biteurs exercés par les différents analogues utilisés.

Les résultats obtenus (Tableau 28) montrent que la kinétine est

i

| ‘ '

Ty T H
NOMERE MOYEN #  D'EXPLANTATS
- ; o
DE BOURGEONS gﬁgé;ggiEgE ORGANOGENES
PAR EXPLANTAT - -

TEMOLN savtoneresssssesasnasnasnscnnsns 1,70 95,4 68,2
.. . -4 -
2,6~diaminopurine 10 M .iiiiieannennnn 0,76 66,7 57,1

" " 4 kinétine 10_hM 3,74 85,2 78,9 .
8 - azaguanine  107M .reernniinnns 0,65 45,0 15,0
" " 4 kindtine 10 M 2,96 9k,9 90,1
5 - fluorouracile 3.10-hM e 0,k0 21,7 21,7
" " ixinétine 10w 1,86 86,1 86,7
6 - azauracile 510 7M vereernnnenn 0,50 25,0 25,0
n " . 4kinétine 107 2,29 91,7 83,3
Kinétine «eveeveseueeeeeeeerenans 1074 3,95 ok, 7 ok, 7

TABLEAU 28 : Influence de la kinétine sur 1'inhivition du vourgeornerment produite

par les analcogues purigues ou pyrimidiques.

capable de lever les inhibitions produites par les analogues puriques et pyri-
midiques. Toutefois, dans nos conditions expérimentales, le bourgeonnement
n'atteint la valeur observée en présence de kinétine seule qu'avec 1'emploi

de 2,6-diaminopurine.

L'hydrazide maléigue découvert en 1949 par SCEOEHE et HOFFMAN est
un isomére de l'uracile et peut €tre considéré comme un analogue. Les effets

-

bioclogiques de cette substance sont trés variés et ont &té énumérés dans



Co
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des travaux de mises au point{PILET, 1956a ; HOFFMAN et PARUPS, 196L)

On admet généralement que les propriétés irhibitrices de 1'hydra-
zide maléique proviennent d'une action sur la division cellulaire (GREULACH
et ATCHISON, 1950 ; DARLINGTON et Mc LEISH, 1951 ; GREULACH et HAESIOP,
1954 ; GIFFORD, 1956 ; HABER et WHITE, {960 ; SACHS et LANG, 1961 ;

NOODEN, 1969) ol l'on observe souvent des anomalies chromosomigues
(LOVELESS, 1953 ; Mc LEISH, 1953 ; CARLSON, 195} ; MUKHERJEE, 1961 ;
SLOTCVA et Coll., 1971). Le mécanisme d'action est encore mal connu et
si 1'hydrazide maléique semble présenter des effets multiples sur le
métabolisme, trois hypothéses essentiellement peuvent etre retenues.

Il pourrait intervenir :

.« Sur le_métgbglésge;gégézal : au niveau des sucres (GORIS et
BOURIQUET, 1953 ; WIGGANS, 1954 ; ARNAULD et Coll., 1956) , des anthocyanes
(CLEDJO et GASPAR, 1969) , de 1l'azote (NAGUIB, 1966), de l'activité
respiratoire (NAYLOR et DAVIS, 1951 ; BAKER, 1961 ; BUSH et SIMS, 19Th)

et de certains systémes enzymatiques (MOREL et DEMETRIADES, 1955 ; NOODEN,

1973 ; DENCHEVA et Coll., 197k).

o Sur }e_m§t§b91isge_a2x£niqge et jouerait alors le rdle 4'une
anti-auxine (LEOPOLD et KLEIN, 1952). Cette interprétation qui semble
Gépendre de la nature des tissus (GAUTHERET, 1952a et b ; ABERG, 1953 ;
FORESTER et Coll., 1955 ; HABER et WHITE, 1960 ; TAYLORSON et HOLM,

1961 ; HOFFMAN et PARUPS, 196L4)est par ailleurs fort controversée(PILET,

1956a et b ; GALSTON et PURVES, 1960 ; GASPAR et CLEDJO, 1969).

cile (POVOLOTSKAYA et Coll., 1960 ; BUTENKC et BASKAKOV, 1961 ; BUTEHNKO,

-~

1968 ; COUPLAND et PEEL, 1972) cu de la thymine (KIM et GREULACH, 1963).
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Il pourrait €tre incorporé dans 1'ARN (CALLAGHAN et Coll., 1962 ; COUPLAND
et PEEL, 19T71) et bloquer les synthéses d'acides nucléiques (POVCLOTSKAYA,
1961 ; BISWAS et Coll., 1968 ; RAKITIN et STRELNIKOVA, 1970 ; LOBOV, 1971 ;
NOODEN, 1972 ; RAKITIN et Coll., 197k).

Nous nous sommes proposé de vérifier si cette substance pouvait
€tre considérée comme un antimétabolite d'une des bases entrant dans la
coﬁposition des acides nucléiques et si elle pouvait modifier l'efficacité
de l'auxine sur la formation des racines. Nous avons ensuite essayé d'agir
sur les phénomé€nes d'inhibition observés en associant 1'hydrazide maléique
a la kinétine.

a) action conjuguée de £'hydrazide
maléique et de difgernentes bases

L'hydrazide maléique (Tableau 29} stimule le bourgecnnemert jusqu's
hPh

¥

la dose de 10—6M et au-deld, il y a inhibition, qui devient totale 3 10

Par ailleurs, nous avons d8jd signalé (Tableau 22) que 1l'uracile augmente le

. ; . -}
nombre des bourgeons néoformés jusqu'2 la concentration opfimale de 10 M.

Hydrazide maléique

(r/1)

0 1077 107® 1077 5.107° T

0 2,20 1,87 3,17 2,08 0,37 0

107° 2,54 2,08 3,26 2,86 0,17 0
Uracile 107 3,32 2,50 3,95 5,47 0,34 0,10

(/1) -

107 3,95 b, 17 5,37 | 3,66 1,47 0,10
107 3,23 3,33 i,26 3,81 1,0k 0,15

TABLEAU 29: Action conjugufe de 1'hydrazide malfique et de l'urscile
sur le nombre moyen de bourgeons produits par des fragments

de feuilles d'endive.



En associant ces deux substances (Tableau 29), les résultats

oObtenus diffeérent selon les concentrations d'hydrazide maléique employées.

. Lorsque l'hydrazide maléique asugmente le nombre des
Y q gm

bourgeons néoformés, l'uracile peut en renforcer l'action.

. Quand 1'hydrazide maléique réduit la formation des
bourgeons, l'action de l'uracile dépend de 1'importance de 1'inhibition

5

exercée. Si elle est faible (10 “M), l'uracile peut, non seulement la
supprimer, mais aussi provoquer une nette augmentation du nombre des organes.
Si elle est plus accentuée (5.10*5M), l'uracile ne la 1léve que partiellement.

L

Enfin, & 10 M, la toxicité de 1'hydrazide maléique l'emporte et l'uracile

n'a plus aucune efficacité.

Afin de préciser le rdle de l'uracile et de vérifier s'il exerce
bien une action spécifique, nous avons cultivé les fragments de Teuilles
d'endive en présence de concentrations inhibitrices d'hydrazide maléique

p

(2.107°M et 5‘10—5M) auxquelles nous avons associé différentes bases

puriques et pyrimidiques ainsi que leurs nucléosides.

.« A 2,10 "M, 1l'hydrazide maléique diminue de plus de
moitié le nombre des organes formés (Tableau 30). L'inhibition est supprimée
en grande partie par l'uracile et en totalité par l'uridine. lLa cytosine,

la thymine et la thymidine n'ont que peu d'effet ; les autres basges ou

nucléosides sont sans action.



NOMBRE MOYEN % D'EXPLANTATS
DE BOURGECHS CAPABLE3 DE ORGANOGENES
PAR EXPLAFNTAT | PROLIFERER
TEMOIN «vvvvernnnnnoeonsnronsansnsnasnnnns 2,55 T1,k 71,4
Hydrazide maldique 2,5.10 2.eieuuvereenn.. 1,03 16,5 47,1
" n "4 uracile 2,5.107" 2,20 80,0 75,0
" " " 4 uridine " 2,46 80,9 72,7
" " " 4+ cytosine " 1,09 76,4 51,8
" " "+ cytidine " 1,31 Th,2 36,8
" - "™ "™ 4+ adénine " 1,25 750 50,0
" " v adénosiné " 1,48 76,2 52,k
" " " 4 guanine " 1,30 73,3 52,2
" " " 4 guanosine " 1,4b | 78,9 58,4
o " " 4 thymine " 1,h2 75,0 52,5
" " " 4+ thymidine " 1,50 78,2 59,1
Uracile «coveevennnennnercanascns 2,5.10"‘ 2,1 90,9 81,8
Uridine vovvvvevnieasenenrncuvnsaes " 2,64 77,3 68,2
CytoSine .uuuvervurvonncacensnnnn " 2,61 77,8 1,1
Cytidine tuveieverneennnneeenacens " 2,81 85,7 61,2
AQENINE uiviieereernnatieniniinana " 2,40 85,0 755G
AGENOSING 4eivenennsennrennananns . ", 2,38 83,3 66,6
GUENINe tiiveessenranvrnsconnocens " 1,92 69,9 60,9
GUANOSINe +evuiiverrernnnesanacanan " 2,05 85,7 6,2
Thymine ..veveseeeevueeaosncannnas " 2,33 83,3 72,2
ThymiGine seeeeeeriosneesernannnns " 2,53 100,0 90,0
TABLEAU 30: Action comparée des bases purriques et pyrimidiques et de leurs nucllosides

(concentraticns molaires) sur 1'inhibition du bourgeonnement produite

par 1'hydrazide maléique a4 la concentration de 2,5.10—5M/1.

5

. En présence de 5.10 M d'hydrazide maléique, 1'uracile
et 1'uridine ne réduisent que partiellement 1'inhibition (Tableau 21) et les

autres précurseurs d'acides nucléiques sont totalement inefficaces.

Suivant les concentrations utilisées, la diminution du bourgeonne-
ment peut donc &tre supprimfe totalement ou partiellement par l'uracile ou son

5

nucléoside. On noters également que 1'hydrazide maléique & 2,5.10 M n'agit
pas sur la prolifération cellulaire ; en effet, il n'affecte pas le pourcen-

tage des explantats capables de proliférer (Tableau 30). Les levées d'inhibi-

tion concernent denc essentiellement la néoformation des bourgeons.



NOMBRE MOYEN % D'EYPLANTATS
DE BOURGEONS | ypizvoe 1o RCAOGETES
PAR EXPLANTAT | PROLIFERER I
TEMOIN +evaveesarroosesncssaonsocnonanas 2,55 71,k T1,4
Hydrazide maléique 5.10—5............... 0,42 58,4 26,9
" " " 4+  uyracile 5.10")4 1,49 70,6 50,4
" " " + uridine " 1,65 72,0 56,0
" " " 4 cytosine " 0,63 68,4 31,6
" " " ¢+ cytidine " 0,56 68,2 18,2
" " " 4+ adénine " 0,26 47,8 13,0
" " " 4+ adénosine " 0,h3 47,6 23,8
" n " 4 guanine " 0,35 70,0 35,0
ﬁ " " 4+ guanosine " 0,49 . 73,7 32,6
" " "+ thymine " 0,62 72,3 27,3
" " " 4 thymidine " 0,52 Th,9 38,1
UrBCIde . ceserrsraeeennnensecnnnnns 5.1o"h 1,78 78,3 69,6
Uridine ceeviseneesueraneosonanans " 2,10 89,5 78,9
Cytosine ..uiiniiiecnnieeennnnnnnnns " 1,71 77,8 61,1
CytiGing veveveerenerennesencneane " 2,05 80,0 60,0
AdBNINe +viviiviveevrosavacnsanecns " 1,87 72,2 61,1
AQBNOSINE +ivvrrvennoscnsnnonnanans " 2,05 75,0 65,0
GUANINE tiviieernvirnasoansronnnas i 1,91 85,7 85,7
Guanosine ,..... ceeviesesterenanes " 2,06 88,5 71,9
Thymine e.iveieeenseeocoscsnancaanns " 2,13 90,0 90,0
Thymidili€ vuvveeessnconcenserecens " 2,27 92,0 92,0
TABLEAU 31 : Action comparée des bases puriques et pyrimidiques et de leurs ruclfosides

{concentretions molaires) sur 1'inhibition du bourgeonnement produite

par 1l'hydrazide maléique 3 la concentration de 5.10 M/1.

Bl act Lon

de

maliique eZ

conjugudte

' aecide 4ind

de
oLyl -

L hydrnazide

acitltigue

L'auxine inhite la formation des bourgeons et stimule celle des ra-

cines. C'est pourquoi nous avons analysé 1'action de cette hormone associée

& l'hydrazide maléique,

~

a 1

a Tois sur le bourgecnnement et la rhizogenZse

des tissus de feuilles d'endive.

D



Les résultats obtenus sur la néoformation des bourgeons (Tableau 32)
montrent, dans leur ensemble, que l'acide indolyl-acétique diminue le nombre

des bourgeons obtenus en présence d'hydrazide maléique.

Yydrazide maléique

(M/1)
0 1077 107¢ 107 | 2,5.107°] s5.107°

0 2,41 2,87 3,68 2,67 1,22 0,39

1077 3,15 | 2,61 | 2,21 2,29 1,95 0,32
Acide

indolyl-acétique 476 1,h2 1,46 1,58 2,37 1,67 0,21
(M/1)

1070 1,30 1,48 1,50 2,10 1,96 9,50

107" 0,35 0,39 0,39 0,46 0,50 o,h2

TABLEAU 32 : Action conjuguée de 1l'hydrazide maléique et de l'acide
indolyl-acétique sur le nombre moyen de bourgeons produits

par des fragments de feuilles d'endive.

Les effets produits sur la formation des racines sont différents
(Tableau 33). L'hydrazide maléique augmente de manidre faible mais reprcduc-

tible le nombre des racines néoformées jusqu'a 10"6M et au-deld, il y a

>

M, Associée d de faibles concentrations

6

inhibition qui est totale & 2,5.10
d'hydrazide maléique (inférieures ou égales & 10 "M), l'auxine n'a guére
d'influence sur la formation des racines dont le nombre est tout au plus 1légdre-—

ment accru. Par contre, les fortes concentrations d'hydrazide maléique di-

minuent nettement le nombre des racines obtenues en présence d'auxine.



Acide
indolyl-acétique

(M/1)

Hydrazide maléique

O
fa}

(/1)
0 1077 1078 107 | 2,510 s5.107°
0 0,h2 0,7k 0,77 0,65 o )
1077 1,45 1,46 1,22 0,80 0 0
1078 1,92 2,21__~_ 1,29 1,09 0,50 0
-ﬁ 107° 2,07 1,92 2,;;—. 1,80 1,17 0
107" 7,15 7,56 7,83 5,87 3,78 0,29
TARLEAU 33 : Action conjuguée de 1'hydrazide maléique et de l'acide

indolyl-acétique sur le nombre moyen dc racines produites

par des fragments de feuilles d'endive.

Ylaction

matiédqgue

e £

de

conjfjugute

£ a

de

kinéetine

L hydrazdide

Si en présence de kinétine on obtient d'autant plus de bourgeons

que la dose est plus €levée, les effets de 1l'hydrazide maléique,

comme nous les avons décrits, sont trés différents.

L'association de ces substances entraine la formation de

bourgeons en nombre plus important lorsque les concentrations d'hydrazide

maléique sont stimulantes (Tableau 34). De plus, la kindtine réduit les

effets inhibiteurs de 1l'hydrazide mal€ique et provoque méme 1'apparition

de bourgeons en présence de 10_hM d'hydrazide maléique, dose qui empéche

normalement la formation des organes.,



Hydrazide maléique

(M/1)
0 w0’ 1078 107° | 5.107° 107"
0 2,30 2,91 3,85 1,98 0,51 0
107 3,93 5,30 5,70 b8 0,99 0
Kinétine
(M/1)
107° 4,70 6,82 6,51 5,70 1,hh 0,98
10 5,07 L, 9k 5,03 6,04 4,70 2,12

TABLEAU 3% : Action conjugufe de 1'hydrazide maléique et de la kinétine

sur le nombre moyen de bourgeons produits par des fragments

de feuilles d'endive.

C) DISCUSSION ET

CONCLUSIONS

Les composés auxiniques, employés & faibles doses, stimulent fai-

blement la prolifération cellulaire et par conséquent la néoformation des

bourgeons mais, pour des doses plus importantes, ils augmentent considé-

rablement le nombre des racines néoformées. La kinétine, au contraire,

favorise nettement la nécformation des bourgeons. En associant de faibles

doses d'acide indolyl-acétique 2 de la kin€tine, on constate que le nombre

de bourgeons s'accroit fortement. La kinétine peut également lever

1l'inhibition produite par des concentrations élevées d'auxine. Par ailleurs,

comme c'est classigue, la kinétine réduit le nombre des racines formées

P ' . ~ ~ .
en présence d'auxine et peut meme, a4 fortes doses, supprimer presque

totalement 1l'effet stimulateur de 1l'auxine (VASSFEUR, 1965a). De nombreux

travaux, dont ceux de TOPONI (1963b) confirment les résultats que nous

avons obtenus et sont en accord avec la théorie de SKOOG. En effet



si la kinétine peut, & faibles concentrations, avoir des effets rhizogénes
(SKINNER et SHIVE, 1955 ; ALLSOPP et SZWEYKOWSKA, 1960 ; FRIES, 1960), 1le
plus souvent elle inhibe 1la formatioh des racines (HUMPHRIES, 1960 ;
PILET, 1961b ; TORREY, 1962 ; BONNET et TORREY, 1965 ; HEIDE, 1965 ; BIGOT,
1966a ; GUILLOT, 1967 ; LEROUX, 1973) et favorise la formation des bour-
geons (TORREY, 1956 ; DANCKWARDT-LILLIESTRSM, 1957 ; PLUMMER et LECPOLD, 1957 ;
SCHRAUDCLF et REINERT, 1959 ; HEIDE, 1965, BIGOT, 1966a, BIGOT et CHLYAH,
1970 ; VENVERLOO, 1973 ; HUNAULT, 1974). De plus, les tissus végétaux
réagissent souvent qualitativement au mélange auxine-kinétine (MILLER
et SKO0OG, 1953 ; SKOOG, 1954 ; DE ROPP, 1956 ; SKOOG et MILLER,
1957 3 DANCKWARDT—LILLIESTRSM, 1957 ; GAUTHERET, 1960a et b, 1966 ;
TOPONI, 1963b ; SOROKIN et THIMANN, 196% ; HEIDE, 1965 ; PAULET, 1966 ;
RINGE et NITSCH, 1968 ; YONEDA, 1969 ; BHOJWANI et JOHRI, 1970 ; MAROTI,
1970 ; TRAN THANH VAN et DRIRA, 1970 ;ARAO et Coll., 1973 ; TRAN THANH
VAN et Coll., 1974 ; LUTZ et BELIN, 1974 & et b ; KARTHA et Coll., 1975 ;
PIERIK et STEGMANS, 1975 ; WELANDER, 1977 3 ...). L'énumération de ces
travaux montre bien que dans de trés nombreux cas, la régulation des
phénoménes d'organogenese nécessite la présence simultanée d'auxine et
de cytokinine. Des résultats différents ont néanmoins &té obtenus par
GWOZDZ et SZWEYKOWSKA (1967) sur des fragments de racines d'endive.
Ces auteurs constatent qu'd faibles concentrations, la kinétine stimule
le bourgeonnement et la nécformation des racines, alcrs que pour
des doses plus fortes, elle inhibe la formation des organes. Il est
cependant possible que ces différences soient le reflet de la teneur
des tissus en substances de croissance endogénes.

La kinétine et l'auxine peuvent également intervenir sur ls
polarité manifestée par les tissus de feuilles d'endive. La cytokinine

provoque l'apparition dfun nombre de bourgeons proportionnellement plus

95



important éll'apex des explantats. Cela est peut~étre la conséquence du
role exercé par la kinétine sur la prolifération cellulaire ou la
circulation des substances de croissance endogénes. Le pourcentage des
bourgeons apicaux augmente aussi lorsque les concentrations d'suxine
s'élévent et 3 10-hM les guelques bourgeons qui apparaissent sont unique-
ment situés & la partie apicale des fragments. On peut penser, dans ce cas,
que si l'auxine circule de 1l'apex vers la base.des expléntats, c'est au
niveau du cal ou elle s'accumule que les bourgeons sont inhibés en
premier. De maniére générale, le pourcentage des bourgeons apicaux

s'accrolit lorsque les conditions sont défavorables ou au contraire trds

favorables.

Le lait de coco, dont les propriétés stimulantes ont été
découvertes pour la premidre fois par VAN OVERBECK et Coll. (19k1),
favorise généralement la prolifération cellulaire (DUBAMET, 1951 ; 1952
KOBLITZ, 1958) et a permis la culture de nombreux tissus de dicotylédones
(NOBECOURT, 1957 ; GAUTHERET, 1952¢ ; 1959). Il peut exercer également
une action favorable sur l'organogendse des tissus de tabac (SKOOG et
TSUI, 1948) et comme nous 1l'avons montré, augmenter le bourgeonnement
des tissus de feuilles étiolées d'endive. Ce serait la présence d'auxines
et de cytokinines au sein de ce liquide naturel (STEWARD et SHANTZ,

1959 ; KOVOOR, 1962 ; 196L) qui expliquerait en grande partie ses proprié-

e -~
tés organogenes.

En présence de gibbérellines, les effets biologiques observés sont
trés variés. DIGBY et WAREING (1966) montrent que l'acide gibbdrellicque
intensifie la proliffration cellulaire alors que l'auxine favorise la
différenciation (WAREING, 1958) ; mais, selon KATO (1953 ; 1958), 1l'acide
gibbérellique n'est pas capable d'induire la formation des cals sur des

explantats de tomate ou de tournesol, De méme, NETIEN (1959) constate que



cette substance ne peut activer la prolifération du parenchyme vasculairé

de topinambour et ceci quelle que soit la dose utilisée. SPANJERSBERG et
GAUTHERET (1964) aboutissent 3 des conclusions semblables sur des fragments
de rhizome de topinambour : l'acide gibbérellique & lul seul ne provogue
aucune prolifération mais renforce les propriétés callogénes de 1llacide
naphtyi—acétique et n'agirait donc qu'en présence d'auxine. Si dans certains
cas, lfacide gibbérellique stimule la formation des bourgeons (PAULET et
NITSCH, 1959 ; KEFFORD et CASO, 1972), il semble,de maniére générale,

qu'il puisse €tre considéré comme une substance inhibant le bourgeonnement.
Fn présence d'auxine aussi, les effets observés sont trés variables. L'acide
gibbérellique léve 1'inhibition du bourgeonnement produite par l'acide
indolyl-acétique (KEFFORD et CASO, 1972) ou l'acide naphtyl-acétique (HEIDE,
1969). De plus, l'acide gibbérellique réduit le nombre des racines formées
en prééence d'acide naphtyl-acétique (HEIDE, 1969). Par opposition,
SCHRAUDOLF et REINERT (1959) montrent que le 2,4-D restaure, non seulement
la formation des racines, mais aussi celle des bourgeons sur des feuilles

de begonia traitées par l'acide gibbérellique ; fait d'autant plus curieux,
qu'a 1la dose employée, le 2,4-D, & lui seul, inhibe le bourgeonnenment.

Sur les tissus de feuilles d'endive, l'acide gibbérellique stimule faible-
ment la formation des racines sans avoir d'effet marqué sur le bourgeonne-

>

ment et au-deld de 10 “M, cette substance devient inhibitrice. En présence
d'auxine, elle accentue les effets observés sur la formaticn des bourgeons et

des racines.

Dans un certain nombre de cas, 1'AG, bouleverse profondément

3
le métabolisme auxinique et ses effets peuvent &tre interprétés comme
des modifications de la teneur en auxine endogéne. Toutefois, 1'hypothdse

selon laquelle l'acide gibbérellique aurait un rdle protecteur de 1'auxine

n'explique pas tout; certes, cette hypothése peut 8&tre invoquée. quand



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 hormones ont des effets qualitativement différents.
Ainsi, KATO et KATSUMI (1958) pensent que l'AG3 n'exercerait pas d'action
inhibitrice sur la destruction "in vitro" de l'auxine et méme que cette
hormone n'agirait pas par 1l'intermédiaire de 1'auxine (KATO, 1958).
HILLMAN ‘et PURVE? (1961) montrent également que les actions primaires
de 1l'acide gibbé?ellique et de 1'auxine ne sont pas liées. Le mode
d'action de l'acide gibbérellique est sans doute plus complexe et peut
intervenir & de multiples niveaux du métabolisme (LABORIE, 1963 ; JONES,
1973). Sur des feuilles de Begonia rex par exemple (CHLYAH, 1972) une
simple addition de saccharose (3 %) peut supprimer partiellement 1'inhi-
bition de la formation des bourgeons provoquée par l'acide gibbérellique.
On peut donc penser que 1l'inhibition due & l'acide gibbérellique est liée
au métabolisme glucidigue, comme elle pourrait 1'@tre €galement avec
d'autres facteurs tels que la lumidre (GAUTHERET, 1969).>Certains auteurs
suggérent également que si les gibbérellines n'interviennent pas directe-
ment sur le métabolisme auxinique, leur réle régulateur pourrait se faire
par l'intermédiaire de composés phéncliques (GORTNER et Coll., 1958 ;
GALSTON et WARBURG, 1959 ; LEYH et Coll., 1963 ; GASPAR et Coll., 196k ;
1965).

Les résultats obtenus 4 1'aide des analogues structuraux des
bases purigques et pyrimidiques ont mis en relief un certain nombre de

faits. A faibles doses, les analogues employés augmentent le nombre des

bourgeons. Une telle stimulation par les faibles ccncentrations d'analogues

des bases semble d'ailleurs un phénoméne assez général (SCHAEFFER et
SOROKIN (1966). A doses plus importantes, il y a inhibition qui peut

€tre supprimée, selon la nature de 1‘'analogue utilisé.
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Les analogues puriques : 2,6-diaminopurine et 8-azaguanine inhi-
bent la formation des bourgeons,Ainhibition gui peut etre empéchée par 1'adé-
nine et la guanine. Bien que le mécanisme d'action au niveau cellulaire soit
encore masl connu, il est &tabli, chez les végétaux supérieurs, que les ana-
logues puriques sont des inhibiteurs de la synthése des purines et peuvent
étre incorporés dans 1'ARN (OTAKA et Coll., 1961 ; HEYES, 1963b ; RAGHAVAN,
1965 ; WEINSTEIN et GRUNSBERG, 1965 ; LEVIN, 1966 ; KEY, 1966 ; ZIM/ERMAN,
1968) ou dans 1'ADN (MANDEL et Coll., 1954 ; SMITH et MATTHEWS, 1957). Nos
résultats sont en accord avec ceux de MILLER (1953), PAULET (1965),
DOERSCHUG (1968) et BIGOT (1971). De maniére générale, les effets de ces
analogues sont supprimés par un apport du métabolite normal. Par contre,
les réversions des inhibitions produites par les analogues pyrimidiques
sont souvent plus complexes.

Les travaux concernant ies effets inhibiteurs du 6-azauracile
sont assez peu nombreux et portent par exemple sur les bourgeons axil- <f§§g)

\ i

laires de tabac (SCHAEFFER et SOROKIN, 1965), les gamétophytes d'Asplenium
nidus (RAGHAVAN, 1965) ou la floraison de Xanthium pennsylvanicum (COLLINS
et Coll.; 1963 ; SEARLE, 1965). Le plus souvent, les inhibitions peuvent
8tre supprimées par l'uracile ou l'uridine. Dans le cas des tissus de tabac,
la croissance arrétée par le 6-azauracile peut &tre rétablie totalement
par l'uridine et 1l'acide orotique et en partie seulement par 1l'uracile
(SCHAEFFER et SOROKIN, 1966). Chez Spirodela pennsylvanicum, la division,
1'élongation et la différenciation cellulaire peuvent €tre bloqufes par le
6-azauracile. La thymine peut ré%erser 1'inhibition exercée sur ls division cel-
lulaire mais elle est incapable d'éliminer celle produite sur 1l'élongation et
la différenciation cellulaire. L'uracile par contre, peut rétablir 1l'ensemble des

processus (RIMON et GALUN, 1967). Par ailleurs, selon CUILLOT {1966bv),



la possibilité de supprimer 1'inhibition de la formation des racines dépend
de la concentration en 6-azauracile qui a servi au traitement des segments
d'hypocotyles de jeunes plants de tomate. Les différences de comportement
semblent donec lifes essentiellement & la nature des phénoménes observés,

au matériel utilisé, ainsi qu'd la concentration de 1l'analogue employé.

Les résultats obtenus avec les fragments de feuilles d'endive cultivés

P

en présence de 10 M de 6-azauracile, montrent que la diminution du nombre
des bourgeons peut &tre éliminée par 1l'apport simultané d'uracile ou d'uri-
dine mais aussi par la cytidine ou l'acide orotique. Le 6-azauracile inter-
venant dans le métabolisme des nucléotides et des acides nucléigues (ROSS,
1964 ; BUIATTI, 1968 ; HOWLAND et YETTE, 1975), serait un antimétabolite
au sens large. Son action pourrait consister en une suppression de la syn-
thése d'uridine 5'-monophosphate ainsi qu'en une inhibition de la décarboxy-
lation de 1l'acide orotique qui s'accumulerait alors dans les tissus (BROCKMAN
et ANDERSON, 1963 ; ROSS, 196L4).

Le 5-fluorouracile peut perturber la synth&se 4'ARN (CHERRY et
HUYSTEE, 1965 ; KEY, 1966 ; GRESSEL et GALUN, 1966 ; RIMON et Coll., 1969 ;
PARANJOTHY et WAREING, 1971 ; ROSE et SETTERFIELD, 1971) et &'ARN
(ZEEVART, 1962 ; BONNER et ZEEVART, 1962 ; NITSAN et LANG, 1965). Il peut
s'incorporer & la place de 1l'uracile (HEIDELBERGER, 1965) et son action
s'exerce souvent au niveazu du métabolisme de 1l'uracile et de 1la thymine
(COHEN et Coll., 1958). Les effets observés en présence de cet analcogue
sont souvent trés varisbles. Si dans certeins cas, il n'est pas inhi-
biteur (ROSE et Coll., 1970), dans d'autres, il freine ou arréte la
croissance des végétaux tels que les protonemas d'Asplenium nidus
(COHEN et BARNER, 1956), les algues unicellulaires (XIM et GREULACH,
1963), les feuilles de Xanthium (CHERRY et HUYSTEE, 1965) et les freg-
ments de topinambour (ROSE et SEITERFIELD, 1971). Par ailleurs, il =z ét€ wmon-

tré que le 5-fluorouracile perturbe les divisions cellulaires{DEYSSON et
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TRUHAUT, 1962) ralentit la rhizogenése des fragments de topinambour

cultivés "in vitro" en présence d'acide naphtyl-acétique (GINSBURG, 1966) ainsi
que la morphogendse des prothalles d'Asplenium nidus (RAGHAVAN, 1968).
L'efficacité des différentes bases pyrimidiques sur les inhibitions produites
par éet analogue varie également en fonction de ia nature des tissus. Ainsi,
avec des fragments de pomme de terre, l'arrét de la croissance exercé

par le 5-fluorouracile est levé partiellement par l'uracile et non par la
thymine ou l'acide orotique (OKASAWA, 1969). La prolifération d'explantats

de topinambour est supprimée par cet analogue mais seule l'adénihe peut en
empecher l'effet ; les autres bases puriques ou pyrimidiques n'ont qu'une
action faible (GARESTIER et Coll., 1970). De méme, la croissance de

Chlorella pyrenoidoss (KIM et GREULACH, 1963) peut &tre rétablie par
différentes bases dont l'ordre d'efficacité est le suivant : guanine,
cytosine, adénine, uracile et thymine qui est la moins active. Enfin,

si le 5-fluorouracile peut affecter la division cellulaire et la différen-
clation de Spirodela oligorrhiza, cet effet ne peut €tre €liminé ni par
l'uracile, ni par la thymine (RIMON et GALUN, 1967). De plus, l'efficacité

-

de cet analogué sur deé fragments de tige de tabac dépend des concentrations

utilisées (PAULET, 1965). Ainsi, a 0™

M, le 5-fluorouracile affecte d la

fois la néoformation des bourgeons et le développement des cals. L'additicn
d'uracile ou d'acide orotique permet de rétablir ls formation des cals mais
pag celle des tourgeons.; l'apport de thymine ou de cytosine est inefficace.
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M, le développement des cals est supprimé totalement. L'adjonction
d'acide orotique 18ve cette inhibition mais laisse subsister celle exercée
sur la f ormation des bourgeons. Les résultats que nous‘avons cbtenus, en
présence de cet analogue, représentent alors un €lément supplémentaire &
ajouter & la diversité des effets produits. En effet, si 1'inkibition de

la formation des bourgeons ne peut etre €liminée gue partiellement, elle

l'est aussi bien par l'uracile que par la ecytidine et l'acide orotigue.



En plus de l'ahsence de spécificité de ces analogues pyrimidiques,
il faut noter que dans le cas du 5-Tluorouracile, les suppressions d'inhi-
bition ne sont que partielles, Il est alors permis de se demander si
1l'analogue n'intervient pas dans le métabolisme autrement que par son
réle d'antimétabolite. Dans la plupart des cas, les analogues doivent &tre

transformés en nucléosides et en nucléotides et subissent, comme les bases

normales employées simultanément, des transformations métaboliques importantes.

!

En outre, ces substances sont vraisemblablement absorbfes & des vitesses
différentes. Il n'est donc guére possible, sans étude biochimique détaillée,

de donner une explication des levées partielles d'inhibition.

Un isomére de l'uracile, l'hydrazide_maléique que nous avons étudié
en méme temps que les analogues structuraux des bases, présente des effets
qui ont donné lieu & quelques hypothéses. Parmi celles-ci, nous avons cherché
4 vérifier si cette substance peut agir par l'intermédiaire de 1l'auxine
ou des acides nucléiques. L'hydrazide maléique ne manifeste pas d'interac-—
‘tions spectaculaires avec 1l'auxine. On peut cependant retenir qu'il accentue
l'effet inhibiteur de l'acide indolyl-acétique sur la néoformation des bour-
geons et qu'employé & fortes concentraticns, il diminue nettement son effet
rhizogéne. Toutefols, les résultats obtenus ne permettent pas de conclure
avec certitude que l'hydrazide maléique intervient ou non par l'intermédiaire
du métabolisme auxinique. Par contre, il peut €tre considéré comme un anti-
métabolite de l'uracile car cette base est la seule & pouvoir empécher les
inhibitions. L'hydrazide maléique présente aussi la particularité, contraire-
ment dux autres analogues employés, de pouveir réduire le nombre des bour-

geons sans affecter le développement du cal.

- e - . . - . > N
La kinetine supprime les inhibitions du bourgeonnement dues & 1'hydra-—

zide maléique et aux différents analogues utilisés. Quelcues travaux seule-
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ment font &tat des résultats obtenus en présence d'inhibiteurs et de kinétine.
Par exemple, sur les tissus de soja (BLAYDES, 1966), la diminution du
bourgeonnement produite par ler2,6-diaminopurine ne peut &tre reversée par la
kinétine, pas plus que celle exercée sur les fragments de feuilles de bego-
nia ne peut &tre levée par la 6-benzylaminopurine (BIGOT et NITSCH, 1968).

Par contre, la réduction de la formation des bourgeons produite par la
2,6—diaminopurin§ sur des segments de Chondrilla juncea (KEFFORD et CASO, 1972)
est supprimée par la kinétine. Les inhibifions dues 8 la 8-azaguanine ont
également pu &tre empéchées dans un certain nombre de cas (MOEVUS, 1959 ;
KATSUMI, 1963 ; BLAYDES, 1966). De la méme manidre, nos résultats montrent

que la kinétine peut stimuler la néoformation des bourgeons par un processus

normslement bloqué par différents analogues,

[$9]
[$3]

-
*~
—

Ces résultats dans leur ensemble précisent donc l'intervention
des hormones végétales dans les phénoménes d'organogendse des tissus de
feuilles d'endive et confirment le lien existant entre la formation des

bourgeons et le métabolisme nucléique.
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CHAPITRE 1

ETUDE DE CRITERES BIOCHIMIQUES

AU COURS DU BOURGEONNEMENT

- Jusqu'ad présent, nous nous sommes 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 1iés & la morphogendse, 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'é&tant pas possible, nous nous
sommes 1imité & 1'étude de quelques critéres méme si leur choix pouvait
paraltre parfois assez arbitraire. La croissance &tant généralement définie
comme une augmentation irréversible de taille et de poids, nous avons suivi
1'évolution du poids de matiére fralche et de matiére sé&che au cours de la
culture des fragments de feuilles. De plus, il nous a paru utile de préciser
1'évolution des constituants fondamentaux tels que 1l'azote et les acides
nucléiques, en nous attachant plus particulidrement au métabolisme de

1'ARN qui semble orienter les phénoménes d'organogenése.
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A) EVOLUTION DES CRITERES UTILISES

1°) Evolution du poids de matidre fraiche et de matidre s3che

Le poids de matiére séche augmente réguliérement au cours de la
culture, alors que le poids de matifre fraliche diminue (Figure 1L4). Cette
baisse refléte en fait la déshydratation des tissus au cours de la culture.

P“.O'°.'1).E RS.-—Q——

170

130
«“—— 3 >
0 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 12 jours de
culture

Pigure 1th : Evolution du poids de metidre frafche (P.F.) et 2u poids de matidre
seche (P.S.) su cours de la culture de fragments de feuilles d'endive.
Les résultats sont exprimfs en mg/explantat.

2°) Evolution des teneurs en azote

La quantité d'azote total augmente jusqu'au 10e jour de culture
puis baisse ensuite légérement (Figure 15). Cette augmentation est due
tantdt & 1l'azote soluble, tantdt & l'azote protéique. Afin de préciser
leurs variations relatives, nous avons évalué l'azote protéigue par rapport
& 1'azote total (Figure 16). Pendant le ler jour, il y a une baisse de 1la

quantité d'azote protéique qui retrouve sa valeur initiale dé€s le 2e jour.
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Figure 15 : Evolution des tenecurs en azote total (K.T.), soludle (¥N.S.) et
protéique (N.P.) au cours de 1la culture de fragments de feuilles
d'endive. les résultats sont exprimés en mg/explantat.
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Figure 16 : Evolution, dans les fragments de feuilles 4'endive cultivés
®in vitro", de ls quantité d°azote protéique évaluée en

pourcentage de la quantité d'mzote total (FP %),
KT
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Cette diminution qui coincide avec une augmentation de l'azote soluble,
peut correspondre & des phénoménes de lyse 1iés au prélévement et 3 1'ense-
mencement des explantats. I1 y a ensuite deux périodes ol le pourcentage
d'azote protéique augmente considérablement. La premidre se manifeste du

2e au 8e jour, avec un optimum au S5e jour de culture, la seconde débute

au 8e jour et se caractérise par une remontée de la teneur en azote protdique.

3°) Evolution de 1'ADN

L'incorporation de thymine-3H dans 1'ADN au cours de la culture

des tissus de feuilles se caractérise par : (Figure 17)

XX IO EX)

e
A.D.N. AS.

T v T T T T T Y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 jours de
culture

Figaure 17 : Evolution, dans les frsgments de feuilles d'endive cultivés "in
vitro”, de 1'A.D.H. {en pug/explantat) et de son activité spéeirfi-
que (A.S. en c.p.m/ug 4'A.D.K.).

Aprés des temps échelnnnés de O & 12 jours, los explantats sont
mis & incuber & la lumiére, pendant S5 heures, en présence d'une
salution de thymine—H (17 Ci/zM) & 10 Ci/ml.
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- 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 légérement puis se stabilise. L'accroissement de l'incorporation
du précurseur.radioactif est donc contrebalancée, surtout au ler jour de
culture, par une intensification de l'activité nucléasique qui explique

la stabilité de la teneur en ADN et implique 1l'absence de division cellulaire.

| . . .
-~ une phase 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 & une période de synthése d'ADN et de divisions cellulaires

intenses.,

I1 y a ensuite diminution progressive des activités de synthdse qui
se stabilisent & partir du 9e jour de culture, 3 un niveau qui reste assez

élevé,

L4°) Evolution de 1'ARN total

La teneur en ARN total et son activité spécifique mesurée par
incorporation de 32P, évoluent au cours de la culture (Figure 18). Pendant
les deux premiers jours, il y a une synthése active suivie d'une accumulation
4'ARN aprés 5 jours. L'activité spécifique diminue brutalement & partir du
3e jour de culture, puis est stimulée 3 nouveau vers le Te jour ; elle est
alors suivie d'une petite augmentation de la quantité 4'ARN au-deld du 8e
Jour. Bien que d'amplitude beaucoup plus faible, nous avons retrouvé
constamment cette deuxidme phase de synthdse, au cours d'expériences suc—
cessives, quel que soit le précurseur radiocactif utilisé. Pour déterminer
les activités de synthése, il faut .parfois tenir compte du "pool" des
nucléotides solubles dont les variations peuvent se répercuter sur 1'inten-
sité de 1'incorporation au niveau des acides nucléiques (SAGHER, 1966).

Le calcul du pourcentage de radioactivité incorporée dans 1'ARN par rapport
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Figure 18 : Evolution, dans les fragments d'endive cultivés "in vitro”, de
1'A.R.H. (en yg/explantat) et de son activité spéeifique (A.S. en
c.p.n/pug a'AR.E.).

les explantats sont incubés pendant 5 heures, 2 la lumidre, en
présence d'une solution de phosphate de sodium (N32532P0h) 8
M puCi/m .

8 la radioactivité@ totale absorbée (au niveau des nucléotides solubles et
dans 1'ARN) peut servir de critére pour comparer la fréquence d'incorpora-
tion aux sites de synthése et dans le "pool" des nucléotides solubles,

Les expériences réalisées i 1l'aide d'uracile-mc et d'acide orotique-mc
(VASSEUR, 1972) ont confirmé la prédominance de 1'incorporation au niveau

de 1'ARN,
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5°) Evolution de l'activité ribonuclé@asique

Nous avons exprimé l'activité ribonucléasique par rapport i la
quantité de protéines ainsi qu'en fonction de la teneur en ARN (Figure 19).
Ce dernier mode de représentation nous a paru susceptible de traduire de
maniére plus précise le métabolisme de l'acide ribonucléique au cours de la
culture. Toutefois, guel que soit le mode d'expression, nous constatons
pendant les deux premiers jours de culture, une exaltation de l'activité

L.

ribonucléasique suivie d'une baisse, qui correspond 3 la période d'accumula-

-

Ep EARN.

L0,75

0,50
S -
o0 1 2 3 4 s 6 1 8 9 10 12 14 jours de

culture

Figure 19 : Evolution, au cours de ls culture de fragments de feuilles d'endive,
e 1'activité ridonucléssique exprixzée en unitée enzymatiques par
ng de proteines (Ep) ou en unités enzymatiques par ug d.’A.R.H,.(EA R.K.)
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tion de 1'ARN (figure 18). L'activité catabélique croit & nouveau & partir
du S5e jour de culture et se poursuit le 6e et le Te jour ; elle correspond
alors & une mise en disponibilité de nucléotides nécessaires & la deuxidme
phase de synthése A'ARN. L'activité nucléasique se ralentit ensuite pour

s'accentuer 4 nouveau &4 partir du 12e jour de culture.

L'activité ribonucléasique présente donc deux optimums qui
correspondent l'un, au début de la culture, & la mise en disponibilité
des nucléotides nécessaires aux mitoses, et l'autre & un départ progressif

des précurseurs d'ARN vers les bourgeons au fur et & mesure de leur formetion.

6°) Evolution des nucléotides de 1'ARN total

Le métabolisme de 1'ARN total varie au cours de la culture des tissus
de feuilles. Parall8lement aux différences quantitatives, on peut penser qu'il
¥y a des variations d'ordre qualitatif soulignant la présence de synthdses
nouvelles su moment oU se manifestent les processus morphogénétiques. Dans
‘certains cas, en effet, une relation entre la formation des organes et la
composition en nucléotides des ARN totaux a &té mise en évidence. Ainsi, en
plus d'une élévation de la quantité d'ARN, le bourgeonneﬁent peut etre accom-
pagné soit d'une augmentation du rapport AMP/GMP (SCHNEIDER et Coll., 1969),
soit d'une diminution (CHLYAH et Coll., 1971). Dans d'autres cas, il n'y 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 1'ARN total des tissus de feuilles
d'endive est assez semblable & celle d'autres tissus (CLICK et HACKETT,

1966, LOENING, 1968, POULSON et BEEVERS, 1973, IBRAHIM et Coll., 1975) avec
en particulier une teneur élevée en acide guanyligue. Les rapports entre

les différents nucléotides, y compris le rapport AMP/GMP ne changent gulre



au cours de la culture (Tableau 35).Seule 1l'uridine monophosphate, se
distingue des autres nucléotides par un appauvrissement en début de culture

. - . - » ”~ ”~
suivi d'un enrichissement & partir du S5e jour, mais les €carts observes

restent faibles.

j

TEMPS. DR AMP | AMP
CULTURE AMP lCNP GMP |UMP

(en jours) GMP UMP

0 20,19 | 20,20 | 31,31 28,30 0,64 | 0,71

1 20,60 20,29 31,17 27,94 0,66 0,7k

2 éo,96 20,86 32,02 26,16 0,65 0,80

3 21,06 21,31 32,50 25,13 0,62 0,84

L 20,87 21,LL 32,8L 24,85 |. 0,63 0,84

5 20,39 | 21,55 | 32,28 25,78 0,63 1 0,79

6 21,06 21,91 30,79 26,24 | 0,68 0,80

7 22,11 | 22,03 {29,715 26,11 0,74 | 0,85

8 . 22,31 21,55 29,80 26,33 0,75 0,85

v | 20,9 20,87 | 30,80 27,36 0,68 | 0,77

| i2 20,76 | 20,14 |[31,51 | 21,59 | o.66 | 0,75

TABIEAU 35 : Evolution, en fonction du temps de culture, de la composition nucléo-—

tidique de 1'ARN globzl {en nombre de moles d'un nucléotide pour 100
moles du mélange). les valeurs nurdriques représentent la moyenne

de trois mesures.

]
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L'utilisation du phosphore—3
tage de radioactivité incorporée au niveau de l'acide adénylique diminue
aprés 3 jours de culture. L'acide uridylique par contre, &volue en sens
inverse ; aprés avoir diminué en début de culture, le pourcentage de

radioactivité incorporée au niveau de ce nucléotide augmente a partir du

1

J

%p (Tableau 36) montre que le pourcen-—

TEMPS DE AMP AMP

CULTURE aMp | cur | oup | umMP

(en jours) GMP UMP
o) 28,33 21,52 26,05 2k, 10 1,09 1,17
1 30,39 22,52 25,91 21,28 1,17 1,43
2 30,57 22,29 25,49 21,65 1,20 1,4
3 30,98 23,68 25,22 20,12 1,23 1,54
4 26,97 22,47 26,91 23,65 1,00 1,1k
5 26,43 21,26 26,55 25,76 0,99 1,03
6 25,63 21,40 26,34 26,63 0,97 0,96
[ 22,71 22,88 27,05 27,36 0,84 0,83
8 23,92 21,97 ?h,97 29,1k 0,96 0,82
19 25,80 21,59 23,85 28,75 1,08 0,89
12 24,53 1'9,10 26,62 29,75 0,92 0,82

TABLEAU 36 : Evolution du pourcentage de radiocactivité incorporé
de 1'ARN total. Aprés des temps de culture échelonnés de O & 12 jours,
les explantats ont &té mis I incuber pendant 5 heures, d la lumiére,

en présence d'une solution de phosphate de sodium—32P alo )10i/ml.

dans les nucléotides
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Le jour. Les fluctuations dans l'incorporation concernent donc essentiel-
lement l'acide adénylique et l'acide uridylique. Les rapports entre les
différents nucléotides reflétent ce phénoméne. En particulier, le rapport
AMP/UMP‘s'éléve en début de culture et présente un optimum (=1,54) vers
le 3e jour puis diminue jusqu'au 7é ou 8e jour (=0,80) et se stabilise.
Le rapport AMP/GMP &volue de la méme manidre mais avec une amplitude
nettement plus faible. |

L'activité spéecifique des différénts nucléotides évalude en fonction

du temps de culture (Figure 20), confirme que si le métabolisme de 1‘'adénine

A.S.
i
- —g — AMP
8- Y\‘ ' r.!l.o*cc..n CM P
| ey UMP
7 | \ wewmgpeeee GM P

o

Y L] T T L3 Y T

© 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 jours de

culture

Figure 20 : Evolution de 1'activité speifique (A.S. en c.p.m. x 1078/ utble de
nucléotide) des nucléotides de 1'ARN total. Apris des temps Echelon~
n€s de 0 & 12 jours, les explantats ont &té mis & incuber pendant §
heures, 2 la lumilre, en présence d'une solution de phosphate de sodium
32 8O 4Ci/ml. Acide sdénylique (A M P), acide cytidylique (C M P)

acide guanylique (G M P) et acide uridylique (U M P).
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monophosphate est prépondérant, celui de 1l'uridine monophosphate est modi-

fié 2 partir du ke jour de la culture.

B) EVENEMENTS MORPHOGENETIQUES ET CRITERES

BIOCHIMIQUES

La prolifération des disques de feuilles d'endive débute & 1'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, 1'épiderme et le
parenchyme ne sont pas des éléments indispensables 3 la néoformation des
bourgeons. Afin de préciser le rdle des différents tissus, nous avons réali-
s€ un certain nombre d'essais.

Si on enléve 1l'épiderme et un peu de parenchyme sur les deux faces
des explantats, le nombre des bourgeons néoformés ainsi que leur développe-

ment sont identiques & 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 litéro-ligneux, il y a, &
ce niveau, prolifération et apparition d'ébauches de bourgeons. La prolifé-
ration peut méme gagner les tissus parenchymateux, si les tissus vasculaires

sont suffisamment importants.

Les faisceaux cribro-vasculaires isolés donnent naissance 3 des
excroissances qui apparaissent de facon polarisée & 1'extrémité basale des
nervures. On observe €galement de minuscules zones blanchitres tout au long

de la nervure qui peuvent, exceptionnellement sur le milieu de base, mais plus



LN

réguliérement sur un milieu plus riche (MURASHIGE et SKOOG par exemple)k,
donner naissance & de petits bourgeons. La présence de ces petites zones

de prolifération et leur pouvoir organogéne expliquent 1'apparition de
bourgeons en des endroits inhabituels, ces bourgeons sont toujours en
relation avec un faisceau cribro-vasculaire. De méme, si au cours de la mise
en culture on met & nu un élément vasculaire, la prolifération cellulaire

est favorisée i ce niveau.

Sur le milieu de base, les faisceaux cribro-vasculaires sont donc
indispensables & la prolifération cellulaire et 3 la formation d'organes ;
les épiderﬁes et le parenchyme sont inertes. Toutefois, ces tissus, sur
des milieux plus riches, sont doués de propriétés organogénes (LIEBERT et
TRAN THANH VAN, 1972). Ce fait fut d'ailleurs confirmé par COUILLEROT (1973)
qui a montré que sur le milieu de MURASHIGE 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 organogdne dépend de leur
origine ; ceux prélevés sur des feuilles chlorophylliennes sont plus
rhizogeénes.

Différents auteurs ont fait 1'étude histologiqué de ces cultures.
TOPONI (1963a et b) s'est intéressée aux modifications provoguées par des
substances de croissance (AIA ; 2,4-D ; kindtine). PROFUMO (1967), PROFUMO
et DAMERI (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 &tiolées
d'endive. Ce travail met en évidence le rdle des tissus conducteurs dans
les phénoménes de prolifération et précise les modifications histologiques

qui correspondent d'une part, d& l'apparition des divisions cellulaires
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et d'autre part, & l'initiation des méristémes caulinaires.

Ainsi, d8s le 2e jour de culture, les cellules du parenchyme
vasculaire situées entre les vaisseaux du xyléme,présentent des noyaux
volumineux. La prolifération de ce parenchyme vasculaire débute effective-
ment au 3e jour, elle affecte d'abord des cellules situées d quelques
millimétres de l'extrémité basale, puis s'amplifie et gagne l'extrémité
basale du faisceau. Vers le le ou le Se jqur de culture, lorsque le cal
apparalt, les cellules périfasciculaires commencent a proliférer et les
cellules du mésophylle se cloisonnent activement. La prolifération, en
s'intensifiant, gagne d'autres tissus ; seul 1'épiderme demeure totalement
inerte. L'apparition des premiers nodules méristématiques a lieu 2 partir

du 6e jour de culture, au niveau du parenchyme néoformé d'origine vasculaire.
s g

En rapprochant ces observations histologiques des résultats
antérieurs (Figure 21), nous pouvons considérer différentes étapes dans

la formation des bourgeons.
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Figure 21 : Principales &tapes de la néoformation de bourgeons 3 partir

de fragments de feuilles d'endive cultivés sur le milieu de
base,

En relation avec l'apperition des premilres divisions cellulaires (3e Jjour),
et le début de la différencistion des initiums wéristématiques (6o ou

Te jour), nous avons fait figurer les ﬁériodes ol les teneurs en azote
proteique (E.P.) sont £levées et les synthlses 4'A.R.N. €t A'A.D.N. im-~
portantes,



- une activation cellulaire life au traumatisme et 4 la suppression
des corrélations tissulaires. Elle se manifeste dds le ler Jjour de culture
par une diminution de la teneur en ADN et surtout en protéines. La quentité
d'ARN est plus stable, mais comme durant ces premidres 2k heures, l'activité
ribonucléasique ainsi que la synthése d'ARN sont assez glevies, 1l faut
admettre que les phénoménes anaboliques équilibrent le catabolisme et que
les produits de dégradation peuvent &tre 3 l'origine de nouvelles synthéses. Clest
donc une période de remaniements profonds qui peut durer de guelques heures a
deux jours, suivant le matériel utilisé (LIPETZ, 1967 ; ARNAUD, 1970 ; LACHARME
et STEIMAN, 1970a ; BIGOT, 1971 ; YEOMAN et AITCHISON, 1973) et au cours
de cette période, les cellules préparent leurs divisions. Il y a ensuite
une prédominance nette des synthdses et apparition au 3e jour de culture des
premiéres divisions cellulaires qui s'accélérent pour former une umasse de
cellules indifférenciées. Cette phase d'activation comprend donc 1'ensemble
des réactions biochimiques qui cdnduisent aux premiéres mitoses et accompa-
gnent la dédifférenciation des cellules dont le processus général a &té

déerit par BUVAT {(19L4L-Ls).

- une &tape d'organisation qui est caracférisée par 1'appari-
tion des premiers nodules méristématiques aprés 6 jours de culture. Ce
.
processus d'organisation débute avec une deuxidme ‘vague de synthéses, qui
sont parfois moins importantes que celles constatées au cours de la‘phase

. Pl

d'activation. Parallélement, la prolifération cellulaire s'amplifie.

Parmi les constituants biochimiques envisagés, 1'é&volution de
1'ARN refléte le plus fid€lement les modifications histologiques observées ;
de plus, c'est le signal le plus précoce des divisions cellulsires et de

1l'appariticn des nodules méristématiques. De nombreux chercheurs ont mis
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en évidence le rdle des acides ribonucléiques dans les phénoménes de
croissance et de différenciation cellulaire (HEYES, 1963a). Avec des cel-
lules d'érable par exemple, SHORT et Coll. (1969) ont montré que la synthése
d'ARN débute avant les divisions dés cellulés ét s'arréte avant gu'elles ne
cessent ; il en est de méme avec des cultures de.tissus de rose (NASH et
DAVIES, 1972). On peut également noter de fortes sugmentations de la teneur
en ARN lors de la formation de bourgeons par des fragmenﬁs de racines
d'endive (GWOZDZ, 1973), de feuilles de bégonia (CHLYAH et Coll., 1971),

de protonéma de mousse (SCHNEIDER et Coll., 1969 ; RATAJCZAK et

SZWEYKOWSKA, 1973) ou de tissus de tabac (THORPE et MURASHIGE, 1970).

Selon KOVACS (19T71a, b, ¢ ; 1972) la croissance des tissus de tabac et la
formation des bourgeons dépend des rapports ARN/ADN et histones/ADN. L'ARN
et les histones auraient un rdéle primordial dans la régulation des phénoménes
d'organogenése.

En cultivant des tissus de feuilles d'endive, nous avons pu mettre
en évidence une premiére synthése d'ARN (optimale au 2e jour) qui précéde
1l'apparition des divisions cellulaires et une seconde (optimale au Te jour)
qui est c§ncomitante de la formation des nodules méristématiques. Ainsi,
aprés une phase d'activation mitotique, caractérisée par une synthése impor-
tante d'ARN et un rapport nucléotidique AMP/UMP élevé (=1,54), il y a une
phase organogéne marquée par une seconde synthése d'ARN,moins importante
et un rapport AMP/UMP plus faible (=0,80). Les deux étapes de 1'élaboration
des bourgeons auraient donc des besoins en ARN différents tant du point de

vue quantitatif que qualitatif.
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C) IMPORTANCE RELATIVE DES DEUX SYNTHESES

D'YARN
L'apparition des bourgeons est liée & 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 méme, le nombre des bourgeons est variable, on peut 1l'augmenter
ou le diminuer mais il est pratiquement impossible de supprimer le bourgeon-—
nement sans supprimer également la prolifération cellulaire. Ainsi,

5

1'hydrazide maléique, & 10 °M, rdduit la néoformation des bourgeons ; cette
inhibition peut &tre €liminée par l'uridine & condition que les explantats
possédent encore l'aptitude & proliférer (VASSEUR et BOURIQUET, 1973). Dans
d'autres cas, si l'arrétvdu bourgeonnement n'implique pas celui de la
prolifération, il entraine la formation de racines. Par exemple, le 2,4 D
a 6.10-6M, 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 ou il était impossible de disjoindre totalement
prolifération éellulaire et bourgeonnement, nous avons &tudié 1l'influence,

sur la synthése d'ARN,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 1'auxine

5

C'est en présence de 10-6M d'auxine et de 10 °M de kinétine que
la prolifération est la plus importante (Tableau 37), c'est aussi dans
ces conditions que la synthése d'ARN au 2e jour de culture est la plus

intense (Tableau 38). Ni 1'auxine, ni la kinétine employées séparément,

ne stimulent cette synthése qui diminue méme 1égérement. Il y a donc un



CONDITIONS DE PROLIFERATION { NOMBRE MOYEN
CULTURE CELLULAIRE | DE BOURGEOHNS
Milieu de base + 2,00
"4 ATA 10“6M/1 + 1,50
ek 1070M1 + 3,40
-6
w + ATA 10_5M/1 ‘o 6,95
+ K 10 M1 ~

TABIEAU 37 : Action de l'acide indolyl-zcétique (AIA) et de la
kinétine (K), associ®s ou non, sur les phénoménes
d'organogenése manifestés par des fregments de feuil-

les d'endive cultivés "in vitro".

Le nombre moyen de bourgeons par explantat est déterminé sprés
40 jours de culture. Le nombre de croix (+) indigue l'impertance

relative de la prolirfération cellulaire.

CONDITIONS DE As (c.p.m/p, ARN)
CULTURE o 2e Jjour Te jour
Milieu de base 36 162 82
" -6
+ ATA 10 "M/1 - k9 86
"4 K 107°M/1 - 12 18k
-6
n + AIA 10 TM/1 _ 21k 216
+K 10741

TABLFAU 38 : Action de l'scide indolyl-acétique (ATA) et de la
kinétine (K), associs ou non, sur 1'activit? spéeifique

(AS) de 1'ARW extrait des tissus d'endive.

les fregments de feuilles pris avant 1l'ensemencement (0), au 2e jour

ou au Te jour de la culture, sont mis & incuber pendant 5 heures,

o7

la lumiére, en présence d'une soluticn de phosphate de sodium—32P

o7

40 pCi/ml. Les valeurs représentent la moyenne de trois expériences.
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certain parallélisme entre la prolifération cellulaire et la synthdse d'ARN

au 2e jour de culture,

Aprés T jours de culture, 1'augmentation de la synthdse A4'ARN
correspond & un plus grand nombre de bourgeons néoformés. De plus, si
la kinétine (10—5M) n'agit pas sur la synthése 4'ARN au 2e jour de culture,
elle stimule de maniére trés intense celle du Te jour, 2 tel point qu'elle

devient plus impoftante que la premiére,

2°) Action de 1'hydrazide maléique
>

L'hydrazide maléique i 2.10 °M ne modifie pratiquement pas le
développement du cal mais réduit le nombre des bourgeons (Tableau 39).
Simultan€ment, il diminue la synthdse A'ARN au Te jour de la culture. Cet
effet peut &tre supprimé bar 2.10—hM d'uridine (Tableau 40) qui & elle

seule, ne modifie pas la synthése A'ARN mais supprime 1'inhibition du bour-

geonnement provoquée par 1'hydrazide maléique.

CONDITIONS DE PROLIFERATION | NOMBRE MOYEN

CULTURE CELLULAIRE | DE BOURGEONS
Milieu de base + 2,55
- " & HM 2.1077M/1 + 0,92
" 4 Uridine_
2.10 'M/1 + 2,71

"4 HM 2,10 7M/1

+ 2,h7
+ Uridine_
2.10 M1}
"+ HM 6.10°1/1] - 0,19

TABLEAU 39 : Action de 1'hydrazide maléigne (HM) et de l'uri-
dine, asscciés ou non, sur les phénoménes d'organo-
genése manifestés par des fragments de feuilles

d'endive cultivés "in vitro".

- . 5
Le nombre moyen de bourgeons par explentat est déterminé aprés

%0 jours de culture.



CONDITIONS DE A S (c.p.m/ng ARN)
CULTURE 0 2e Jjour Te jour
Milieu de base b1 194 106
"+ HM 2,10 2M/1 - 181 T2

"4 Uridine_h

2.10 M/} - 196 111

-5
"+ HM 2.10 “M/1

+ Uridine_h - 188 99
.10 M1
" 4 HM 6.10 7M/1 - 137 L9

TABLEAU 4o : Action de 1l'hydrazide maléique (HM) et de l'uridine,
' associés ou non, sur 1l'activité spécifique (AS) de 1'ARN

extrait des tissus d'endive.

Les fragments de feuilles pris avant 1'ensemencement (0),au 2e jour ou

-~

su Te jour de la culture, sont mis & incuber pendant 5 heures, 8 la lumiére,
. . 25 s .
en présence d'une solution de phosphate de sodium—°P 3 ko yCi/ml. Les

valeurs représentent la moyenne de trois expériences.

A 6.10—5M, 1l'hydrazide maléique inhibe presque totalement ls
formation des bourgeons et diminue fortement le développement du cal ainsi
que le pourcentsge d'explantats capables de proliférer, La synthdse 4'ARN
est alors réduite non seulement au Te jour de culture mais aussi dSs le

2e jour,

DD DISCUSSION ET CONCLUSTIONS

Avant les premiéres divisions, des modifications biochimiques inter-—
viennent au sein des explantats, Indfpendamment du matériel utilisé,. des
synthéses précoces d'ARN sont 4 l'origine de la prolifération cellulaire,

que celle-ci soit accompagnée ou non 4'organogendse, Dans les hypocotyles

12

ol



de tomate par exemple, GUILLOT (1966a) a montré que si la rhizogendse
s'accompagne d'une synthése d'ADN, c¢'est surtout la synthése d'ARN qui
caractérise et conditionne la formation d'organes. De plus, cette synthése
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 d produire des racines. Des synthéses précoces
d'ARN et de protéines ont également été mises en évidence au cours de
1l'induction des racines adventives sur des fragments d‘'axes racinaires

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 synthdses d'ARN total, 1l'une précédant la phase de division

cellulaire, l'autre annongant la néoformation des bourgeons.

Depuls les travaux de SKOOG et de ses collaborateurs, on connalt
le rdle important joué par l'auxine et les cytokinines dans les phénoménes
de prolifération cellulaire et d'organogendse. On sait que 1l'auxine régle
1l'entrée d'eau dans les cellules végétales ainsi que la croissance de la
paroi cellulaire (RAY, 1969) ; elle intervient aussi sur le métabolisme
des acides nucléiques (SILBERGER et SKOOG, 1953 ; SKOOG, 195Lk ; 1955). De
nombreux auteurs ont confirmé le rSle de l'acide indolyl-acétigue dans
la synthése de 1'ARN (KEY et SHANNON, 1964 ; ESNAULT, 1967 ; TREWAVAS,
1968 ; MIASSOD et Coll., 1969 ; MASUDA et KAMISAKA, 1969) ou de 1'ADN
(HOLM et KEY, 1969 ; KAMISAKA et MASUDA, 1970 ; SIMARD, 1971). Les
cytokinines induisent les divisions cellulaires (DAS et Coll., 1956 ;

1958 ; NAEF, 1972 ; ZWAR, 1973) et interviennent dans le métabolisme
des acides nucléiques (SKOOG et ARMSTRONG, 1970 ; JACOBSEN, 1977). La

présence de ces deux susbstances est nécessaire au déroulement complet du



cycle cellulaire (JABLONSKI et SKOOG, 1954 ; DAS et Coll,, 1956 ; SKOOG et

MILLER, 1957 ; NISHIYAMA et TAERA, 1966 ; NITSCH, 1968b et ¢ ; BRYANT, 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 réglés par 1‘'@quilibre hormonal intra-tissulaire qui influe aussi sur

la synthése des acides ribonuclé&iques,

L'adjonction, au milieu de culture, de ces deux hormones ou
d'hydrazide maléique montre que la prolifération cellulaire est life 3 la
synthése d'ARN qui a lieu au 2e jour de culture, la seconde qui se manifeste
au Te jour de culture oriente les processus d'organogendse. L'importance re-—

lative de ces deux synthéses peut €tre influencée par différents facteurs

qui modifient simultanément 1l'intensit€ de la callogendse ou du bourgeonnement

Les phénoménes de morphogenése peuvent cependant étre définis
par la répression ou la dérépression stfictement contrdlée du génome.
Ainsi, les expériences de FELLENBERG (1967 ; 1969), sur la formation des
racines, suggérent qu'il y a une action des hormones au niveau de la liai-
son : ADN-histones ; le traumatisme suivi ou non d'action hormonale, provo-
querait l'hydrolyse de certaines histones entrafnant la dérépression du
génome, ce qui conduit & admettre l'existence de protéines dont la synthése
est "hormone-dépendante’ (GUERN, 1972), Mais suivant le systéme biologique
étudié ou le protocole expérimental utilisé, le point d'impaét moléculaire
de 1'hormone peut cérrespondre d& l'activation d'espéces variées d'acides
ribonucléiques (JACOBSEN, 1977).

Nos observations sur le comportement particulier d&es nucléotides

adénylique et uridylique au sein de 1'ARN total montre qu'il existe des

différences qualitatives entre les deux synthdses qul se produisent au
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cours de la culture des tissus de feuille d'endive. Toutefois, bien que ces ,
résultats permettent de distinguer deux étapes dans le processus du bourgeon-
nement,ils n'apportent qu'une image globale de phénoménes gui sdnt sans
doute fort complexes. Il faut en effet tenir compte non seulement des for-
mes mecléculaires stables, mais également des ARN & renouvellement rapide

qQui beuvent intervenir & chaque instant,au cours de la culture,sur la compo-
sition nucléotidigue de 1'ARN total. C'est pourquoi il s'avére maintenant
indispensable de caractériser les ARN synthéiisés et de suivre leur &volution
au cours des étapes essentielles de l'initiation des bourgeons. Compte tenu

de la complexité des phénonenes et de 1'équilibre hormonal au sein de ces

tissus, nous nous sormmes placé dans les conditions expérimentales les plus

e
@
[
o
®

simples, en cultivant les fragments de feuilles d'endive sur le mil

base défini précédemment.

[¢3]
{n

¢4

-

—~—



128

CHAPITRE 2

ACIDES RIBONUCLEIQUES

ET BOURGEONNEMENT

La détermination des différentes classes 4'ARN au cours de la
néoformation des organes doit nous permettre d'apprécier qualitativement
1l'équipement des tissus de feuilles d'endive en molécules indispensablés_
a4 la biosynthése des protéines. Une telle &tude nécessite cependant de pouvoir
obtenir des ARN totalement dépourvus de protéines et ayant une structure
aussi voisine que possible de celle qu'ils possédent dans la cellule. De plus,
il faut veiller & ce que l'action des enzymes, abondantes dans les tissus
végétaux, soit constamment inhibée. Nous avons donc d{i, dans un premier temps,

“adapter un certain nombre de techniques & notre matériel (Matériel et Techni-
ques 3 C ; § 7).

Les fragments de feuilles d'endive ont &té cultivés sur le milieu
de base habituel. Soit au moment de 1l'ensemencement, soit aprés 2 ou T joufs
de culture, les explantats sont mis & incuber aseptiquement, d la lumiére,
pendant 5 heures, en présence d'une solution d'adénosine-B—ihC (A.S. = L8 mCI/

mM) & 20 uCi/ml. Les tissus, rincés abondamment & l'eau puis congelés dans de



1l'azote liquide, sont alors préts & €tre analysés. Les ARN extraits des tis-
sus par le phénol & 4°C et d 55°C sont réunis, traités par la DNase puis

fractionnés sur colonne d'albumine méthylée.

Nous avons choisi 1'adénosine—1hc, afin de pouvoir déterminer si
les fractions ribonucléiques isolées possddent ou non des ARN-polyadénylés.
Le temps d'incubation de 5 heures peut paraltre assez long, en comparaison
des durées d'incorporation habituellement empioyées pour étudier les ARN
messagers, mais il se justifie par la nature de notre matériel. Pour des
durées d'incubation plus courtes, l'incorporation trés lente dans 1'ARN
(Figure 6) semble dépendre en grande partie de la pénétration dans les
tissus de feuilles et/ou de la nécessité d'une saturation préalable du
"pool" nucléotique intra-tissulaire. Cette incorporation de 5 heures se
justifie d'ailleurs égalément par l'existence, chez les végétaux, d'une
proportion importante d'ARN-messagers & demi-durée de vie relativement

longue (WEFKS et MARCUS, 1971 ; PAYNE, 1976 ; DELSENY, 1977).

Ab) MISE EN EVIDENCE ET EVOLUTION DES

DIFFERENTES ESPECES MOLECULAIRES D'"ARN

1°) Modalités de la séparation sur colonne de MAK

La chromatographie sur colonne d‘'albumine méthylée sépare 1'ARN
total en plusieurs fractions (Figure 22). Le profil d'absorbance permet
de distinguer, dans 1l'ordre d'élution :

- 1'ARN soluble avec ses deux constituants : (1) serait
de 1'ARN de constante de sédimentation 4 S. et (2) correspondrait & une
fraction ribosomale de faible poids moléculaire (5 S). Malgréd la présence
de ce type d'ARN nous conserverons, pour plus de commodité, la dénomina-
tion "ARN solubles" bien que celle 4'ARN de faible poids moléculaire soit

plus justifiée.
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Figure 22 3 Chromatographie sur colonne d'albumine méthylée des A.R.H. extraits dfexplan-
tats de feuilles d'endive aprés 2 jours de culture. 1 mg A'A.R.N. est déposé
ou sommet de la colonne qui est lavde, puis €lude & 20°C par un gradient
1inéaire de FoCl (0,4 & 1,2 M.). Les ARE retenus zont ensuite €lués par
une solution de S.D.S. (2°/,) & 70°C. On détermire slores 1l'sbsorbance

et ls radiosctivité de chaque fraction. Les fléches signalent les change-
ments dana les conditions d‘'élution.

- 1'ARN ribosomal, d'origine cytoplasmique ou chloroplas-—
tique, est constitué de deux unités (3 et 4), d'ailleurs rarement bien sépa-—
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 & 18 S et de 22 & 25 S (HADZIYEV et Coll.,

1968 ; LOENING, 1968). Aprés 1'élution des deux constituants ribosomaux le



profil de radiocactivité peut présenter un troisime &paulement (5) qui n'est
’ visible qu'a un certain stade de la culture. Ce serait un composant de poids
moléculaire élevé, mélangé partiellement aux autres constituants ribosomaux
mais qui s'en distingue,-soit par la conformation moléculaire (SUEOKA et
CHENG, 1962 ; SINGH et KELLER, 1968), soit par la composition nucléoctidique.
Il s'agirait vraisemblablement de précurseurs d'ARN ribosomaux ou encore

de certains types d'ARN messagers.

- une derniére catégorie A'ARN reste fixée sur l'albumine
méthylée aprés 1'élution saline (ARN "1iés" ; (6) ) et peut &tre éluée par
le SDS & 70°C ; elle est évaluée a environ 20 % de la radioactivité totale
recueillie et correspondrait & la fraction messagdre des ARN que nous
étudierons. Le lavage ultérieur de 1la colonne par une solution de soude
(NaOH 1 N) ne permet plus de déceler de molécules radioactives dans les

effluents.

Les résultats obtenus sur colonne de MAK sont trés reproductibles,
dans la mesure ol l'on veille soigneusement & la préparation et 3 la
conservation de l'albumine méthylée. Au cours du vieillissement (6 & 8
semaines & 4°C) peut apparaitre, en effet, un produit faiblement basique
susceptible de diminuer la capacité de rétention de 1'ARN rapidement

marqué sur la colonne (ELLEM, 1966).

2°) Evolution des différents types 4'ARN

Avant la mise en culture des explantats, les ARN solubles et

ribosomaux sont synthétisés au méme rythme, comme le montrent leurs activités



spécifiques respectives (Tableau 41). La comparaison des différentes fractions

ARN solubles{ARN Ribosomaux] ARN "1iés' Total

d.o. | 19,62 % 80,38 % _ 16,37

Jo c.p.m ” 16,59 % 70,88 4% "12,53 %"} 37.372
AS 1.931—_ 2.013 2.283
d.o. | 20,21 % 79,719 % 17,08

J2 ;j;j;* 17,25 % | 61,52 % 21,23 2" 1 175.180 -
~A S 8.856 7.94k 10.256
d.c. 16,02 % 83,98 % o 19,21

3 ;i;jm 11,12 71,21 % | ™61 #"| 121380
AS . L.382 5,3;é-— 6.318

TABLEAU L1: Evolution des différentes fractions obitenues aprés séparation, sur
colonne de MAK, des ARN extraits d'explantats de feuilles d‘'endive
avant 1'ensemencement (Jo) ou a2prés 2 (J2) ou T jours (JT) de

culture.

L'activité spécifique (A S ) est le rapport entre la radiocactivité, exprimée en coups

per minute (c.p.m) et la quantité 4'ARN, exprimfe en unités de densité optique (d.o.)

Ces chiffres icprésentent la moyenne de 3 mesures indépendantes. La quantité d'ARN
des fractions solubles et ribosomales est &valuée en pour-cent du total ;

il en est de méme pour la radicactivité dont la valeur totale comprend en plus les

~

ARW "1iés" 3 la colonne. Nous n'avons toutefois pas tenu compte de la radioactivité

assocife au matériel de faible poids moléculaire présent au début de 1'élution.

d'ARN obtenues, en fonction du moment de prélévement ; nous permet de faire

un certain nombre de remarques:

Aprés 2 jours de culture, la quantité d'ARN Itotal est comparable
3 celle observée sur le lot témoin, les pourcentages en ARN solubles et
ribosomaux restent également trés semblables. Bien qu'il y ait une asugmenta-
tion géﬁérale de la synthése de ces ARN., 1'incorporation du précuréeur

radioactif est plus lente au niveau de 1'ARN ribosomel que de 1'ARN soluble.
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Parallélement, on note une trés nette augmentation de 1l'incorporation dans
la fraction des ARN "1liés" dont le pourcentage de radicactivité a pratique-
ment doublé. Il faut toutefois signaler la présence d'un troisiéme pic

de radioactivité, élué aprds les ARN ribosomaux, qui n'est décelable que

durant cette période ( (5) Figure 22).

Au Te jour de culture, 1'ARN ribosomal devient prépondérant ;
il est synthétisé & un rythme rapide et son poﬁrcentage augmente, alors que
celui de 1'ARN soluble diminue. Dans le méme temps, le taux de la radio-
activité apparente au niveau des ARN "1iés" baisse notablement bien qu'il

reste supérieur 3 celuil observé sur le lot témoin.

3°) Discussion

La plupart des @éthodes de fractionnement de 1'ARN sont basées
sur des différences de poids moléculaire et ne sont pas susceptibles de
permettre 1l'isolement des classes A'ARN hétérogdénes ou polydisperses de
type messager. La chromatographie sur colonne d'albumine méthylée différe
des autres méthodes de fractionnement telles que gradient de densité et
électrophorése sur gels, car les séparations ne dépenden£ pas seulement de
la taille des molécules. Si le mécanisme n'est pas encore complétement
€lucidé, on reconnait que la structure secondaire et la composition en base
peuvent influencer la séparation des acides nucléiques. Ce sont ces facteurs

qui ont &té exploités pour séparer 1'ARN polydisperse de 1'ARN ribosomal.

Plusieurs laboratoires,d partir d'espéces végétales variées, ont
ainsi montré la présence d'un pic d'ARN radioactif, €lué Jjuste aprés 1'ARN
ribosomal le plus lourd (25 S) ; il est hétérogdne et a une composition en
bases semblable & celle de 1'ADN. C'est pourquoi, comme dans le cas des cel-

lues animales, il a ét& appelé "DNA-like" ou "D-RNA" (KEY et INGLE, 196k ;

ELLEM et SHERIDAN,_196h ; INCLE et Coll., 1965 ; EWING et CHERRY, 1967 ;

b

JOHRI et VARNER, 1970 ; KEY et Coll., 1972 ; ‘BEISENHERZ , 1972 ; JULLIEN et
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GUITTON, 1972 ; KEY et SILFLOW, 1975 ; NITTA et SHIROYA, 1976). La synthése
du "D-RNA" serait nécessaire & la croissance des plantes et présentorait

des propriétés d'ARN-messager (KEY et INGLE, 1964 ; INGLE et KEY, 1965).

Une seconde fraction d'ARN, ayant des propriétés similaires au

"D-RNA", mais restant liée 3 la colonne de MAK aprds 1'élution saline, a été

découverte (TESTER et DURE, 1967 ; JOHRI et VARNER, 1970). Cette fraction
de "TB-RNA" (tenaciously bound RNA) peut représenter, dans certains cas,
plus de 60 % de 1'ARN nouvellement synthétisé (ELLEM et SHERIDAN, 196k4) ;
elle est récupérée en solubilisant 1'albumine méthylée & laquelle 1'acide
nucléique est 1ié.

Récemment "D-RNA" et "TB-RNA" ont été purifiés et caractérisés
3 partir de tissus de sojas (KEY et Coll., 1972). &ous deux sont polydis-
perses et contiennent des proportions élevées d'AMP et 4'UMP. Le "TB-RNA"
a cependant une teneur plus importante en AMP (LO %) que le "D-RNA" (30 %)
qui présente par contre un pourcentage plus €levé en UMP, La liaison sur
colonne d'albumine méthylée serait d'ailleurs en relation avec la richesse

en AMP (JACKSON et INGLE, 1973 ; VAN SITTERT et Coll., 1975).

Les essais réalisés pour étudier 1'ARN messager des plantes,
dépendaient donc du marquage de fractions 4'ARN polydisperses "riches"
en AMP. Cependant, la chromatographie sur colonne de MAK ne permet pas
toujours de séparer le "D-RNA" et le "TB-RNA" (INGLE et Coll., 1965,
KOCH et KUBINSKI, 1964 ; ELLEM, 1966 ; VANDERHOEF et KEY, 1968 ; JOHRI
et VARNER, 1970 ; KEY, 1972 ; KEY et Coll., 1972), Cette sé&paration
pourrait dépendre d'un certain nombre de facteurs tels que la qualité
de 1l'albumine méthylée et la nature du gradient salin. Ainsi le "D-Ru&"
pourrait &tre €lué soit avec les ARN ribosomaux & la fin du gradient salin,
soit avec le "TB-RNA" en diminuant, par exemple, la concentration en sel

et en augmentant les valeurs de pH ; l'sccroissement du pH ayant pour
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effet de diminuer la concentration en sel requise pour &luer 1'ARN
rivosomal (JACKSON et INGLE, 1973). Des modalités d'élution différentes
peuvent également &tre observées en modifiant la pression et la tempZrature

d'élution (CHANDRA et ABDUL-BAKI, 1977).

Le "TB-RNA" extrait des racines de lentille a d'ailleurs pu &tre
scindé en plusieurs fractions qui ont été analysées séparément (PENON, 1970 ;
1972). En présence de SDS, 1'élution & 35°C fournit deux pics (o et B), et
& T0°C apparailt un troisidme pic (y).

- le pic O serait constitué 4'ARN polydisperses, de
constante de sédimentation supérieure & 35 S, trés instables,'riches" en

uracile (environ 30 %) et d‘origine nucléaire.

- les pics B et Y se composent d'ARN cytoplasmiques
8 propriétés messagdres : ARN polydisperses, instables, présentant une

abondance de matériel de 12 4 18 S et qui sont "riches" en adénine.

L'ARN du pic B serait similaire au "TB-RNA" décrit par JOHRI
et VARNER (1970) alors que le pic o s'apparenterait au "D-RNA" mis en
évidence par ces mémes auteurs. Bien qu'il semble que les ARN du pic
0 constituent bien des catégories de molécules différentes de celles
éluées par le NaCl (MIASSOD et Coll., 1970), la distinction entre ce
pic et les autres formes messagéres, davantage liées & la fraction rito-
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 températureléu du pH) indiquent que cet ARN est asso-
cié & 1'ADN du noyau de la cellule. Le "D-RNA" serait la forme naissante,
nucléaire de 1'ARN et se transformerait en "TB~RNA" qui serait la forme
messagdre cytoplasmique (ATTARDI et Coll., 1966 ; DARNELL et Coll.,

'1971 ;3 1973 ; TEISSERE et Coll.; 1972 ; SCHMID et Coll., 1972 ; VAN DE WALLE



et DELTOUR, 1974 ; BRANDHORST et Mc CONKEY, 1975 ; CHAPMAN et INGLE,

1976 ; MOLLOY et PUCKETT, 1976). Toutefois, certains chercheurs pensent

que le "D-RNA" pourrait, au moins en partie, étre composé de précurseurs
d'ARN ribosomaux (SEITZ et RICHTER, 1970 ; SEITZ et SEITZ, 1971 ; 1972 ;
GRIERSON et LOENING, 1972, 1974 ; CECCHINI et MIASSOD, 1976 ; MACHE, 1976 ;
ZBELL et REINERT, 1977).

Nos résultats confirment que 1'on peut mettre en évidence, aprés
deux jours de culture, un pic de radiocactivité élué par le gradient salin,
en méme temps que les ARN ribosomaux ; ce pic est absent avant 1'ensemence-
ment des explantats et disparait aprés 7 jours de culture. Toutes les
conditions d'extraction et de fractionnement €tant strictement contrdlées
et identiques, 1l est vraisemblable que cela correspond, en partie au
moins, au "D-RNA" mis en évidence par différents chercheurs. Paralléle-
ment, on constate que le pourcentage des ARN "1iés" i 1la colonne est
beaucoup plus important aprés 2 jours de eculture. I1 diminue ensuite mais
reste, aprés T jours, encore supérieur au pourcentage observé dans le lot
témoin. Comme nous 1l'avons signalé,ces ARN "1iés" & 1'albumine méthylée,
peuvent, en fait, €tre un mélange d'espdces moléculaires dont certaines
pourraient s'apparenter au "D-RNA".

Actuellement, on estime que les fractions éluées aprés les ARN
ribosomaux et celles qui restent fix€es & la colonne de MAK comprennent
les ARN messagers des tissus de plantes. Toutefois, la difficulté que pré-
sente leur identification explique le petit nombre de travaux consacrés
a ces ARN, melgré leur importance dans le contrSle de 1l'expression géné-
tique au cours du développement (VANDERHOEF et KEY, 1968 ; TAWIMOTO et
MASUDA, 1969 ; JULIEN et Coll., 1970 ; KHAN et Coll., 1970 ; KHAWN et

ANOJULU, 1970 ; MIASSOD et Coll., 1970).
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Aprés la découverte de séquences polyadényliques au sein de la
plupart des ARN messagers d'eucaryotes, il étdit possible de les isoler,
de les purifier et d'obtenir des indications plus précises sur leur
métabolisme. Ceci est d'autant plus intéressant que des travaux récents
(SCHMID et Coll., 1975 ; KEY et SILFLOW, 1975) ont montré que la présence
ou 1l'absence de séquences polyadényliques permettrait la séparation du
"D—RNA"-et du "TB—RNA" sur colonne de MAK. Le "D-RNA" serait constitué
d'un ensemble de molécules polyadénylées ou non, mais les segments
poly (A) présents seraient alors trop petits pour &tre retenus par 1'albu-
mine méthylée. MILLER et Coll. (1976) pensent &galement que cette méthode
chromatographique sépare efficacement les molécules polyadénylédes des
autres. Dans leurs conditions expérimentales, la largeur du pic d'ARN
poly (A+) refléte, dans une certaine mesure, la distribution en taille
des séquences polyadényliques. De méme, la place de ce pic au cours de
1'€lution peut &tre une indication de la longueur moyenne des séquences
poly (A). Selon ces auteurs, l'ordre d'élution dépendrait essentiellement

de la longueur des séquences polyadényliques.

L'ensemble de ces résultats nous a conduit naturellement & essayer
de mettre en €vidence les ARN polyadénylés et & suivre leur évolution.
Nous avons alors utilisé les segments polyadényliques pour isoler ce tyre

d'ARN,

BDb) MISE EN EVIDENCE ET EVOLUTION DES ARN

POLYADENYLES

1°) Mise en évidence des ARN poly=adénylés

rd
La. chromatographie sur colonne de sepharose-poly (U) d'extraits

obtenus & partir d'explantats avant 1'ensemencement (Tableau 42) montre
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Radioactivité| Absorbence Activité
(c.p.m) (& 260 nm) spécifique
Fraction non retenue 35.750 16,81 2.126
Fraction retenue 1.630 0,48 3.395
{(en % du total) 4,36 % 2,78 % -
Total 37.380 17529 2.162

TABLE%U 42 : Chromatographie sur colonne de sépharose-poly (U) de
1'ARN global extrait des Tragments de feuilles avant
1l'ensemencenent.
Ies ARN qui s'hybrident aux séquences poly-uridyligues
(fraction retenue) représentent 4,k % environ de la radio-

activité totale incorporde dans les acides ribonucléiques.

qu'une partie de 1'ARN reste fix€e aux séquences polyuridyliques complé-
mentaires, adsorbées sur le sépharose. Cette fraction retenue, représente
2,8 % des ARN extraits et 4,4 % de la radiocactivité totale. Comme en
témoigne l'activité spécifique nettement plus élevBe, il existe bien une
incorporation préférentielle d'adénosine au sein de ces molécules retenues
sur le sépharose-poly (U).

Pour isoler les séquences polyadényliques, on se base sur leur
propriété de résister a4 1'hydrolyse des RNases A et T, (LEE et Coll., 1971
MENDECKI et Coll., 1972) ; en effet, la ribonucléase A attaque de maniére
spécifique les liaisons phosphodiesters proches des pyrimidines et la ribo-

nucléase T, agit préférentiellement au niveau des liaisons avec la guanosine.

Afin de disposer d'une Quantité de matériel suffisante, nous avoﬁs
réalisé des essais successifs (Tableau 42) puis rassembld d'une part, les
fractions G'ARN qui se sont hybridées avec le sépharose-poly (U) et d'autre
part, les fractions non retenues correspondantes. Ces fractions sont soumises
& 1'hydrolyse enzymatique par les ribonucléases A et T1 et chromatographiges

sur colonne de sépharose-poly (U). Il apparait que seule la fraction retenue



(Tableau 43) contient des séquences polyadényliques. De plus, ces séquences
isolées, résistantes aux ribonucléases A et T, représentent environ 22 %

de la radioactivité de ces ARN.

Radioactivité (en c.p.m)

. ar . (Flust en %
Totel Filtrat Eluat au total)
Fraction retenue €.508 5.073 1.435 (22,0 4
i : !
Fraction non .
retenue 217.880 217.379 501 (0,23 %)
§
i

TABLEAU L3 : Chromatographie sur colonne de sébharose—poly (U) des séguences
polyadényligues issues de 1'hydrolyse enzymatioue
de fractions A'ARN retenues ou non provenznt de
séparations sucessives identiques 3 celles du
tableau h2.

Ces fractions issuss de fragments de feuilles avant la mise en culture

sont précipitées en présence d'elcool (et A'ARN entralneur le cas

€chéant). Les acides nucldiques sont dissous dans une solution tamponnée

& pil 7,k de Tris 10 m¥ et de NaCl 300 xM puis hydrolysés & 37°C pendant

45 minutes par les RlNases A et T1 (Boehringer Mannheim réf. 15410 et
15411 3 kO pg et 20 unités respectivement pour 100 ug A'ARN). Ie

milien d'incubation est amené & la concentration de 1 % en 5.D.S. puis

déprotéinisé & l'aide d'un mélange en parties égales de phénol et

" de chloroforme (contenznt 1 % d'alcool iscamylique). Le passage sur

colonne de sépharose-poly (U) scinde les différentes fractions ainsi
treitées en. une partie qui n'est pas fixée (Tilirat) et en une autre
qui se lie aux sfquences poly-uridyligues du sépharose et qui sera

€1lute (€luat) dans les conditions précédemment décrites.

Etant donné la faible quantité de matériel radiocactif recueilli
au niveau des séquences polyadényliques, il ne nous & pas été possible
d'en étudier la taille moyenne de manidre systématique. Cependant, quelle
que soit la longueur de ces séquences, un essal réalisé 3 partir de diffé-
rentes extractions, sans tenir cémpte de la durée de culture des tissus, nous
a fourni une valeur de 94 % en AMP. Cette proportiocn en AMP des séguences
poly (A) obtenues par chromatographie( systéme solvant : acide isobutyrigue-

ammoniaque 0,5 N (10/6 ; v/v), 15 heures & 25°C ), selon une méthode décrite
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par ailleurs (RAMBOUR et Coll., 1977), n'a donc qu'une valeur indicative.
Nous avons &galement vérifié que les séquences poly (A) sont totalement
hydrolysables par la RNase T2, qui attaque de maniére spécifique les liai-
sons entre les nucléotides puriques (PHILIPSON et Coll., 1971). Dans ce cas,
les séguences polyadényliques, en solution dans un tampon acétate (pH = L,5)
contenant 900 mM de NaCl et 10 mM d'EDTA, sont mises en présence de 10
unités/ml de T, %‘37°C, Aprés 30 minutes d'incubation, les molécules radio-
actives acido-précipitables représentent méins de 1 % de la radiocactivité
initiale.

Ces différents éléments montrent donc bien J'existence, au sein
des tissus de feuilles d'endive, &'ARN polyadénylés‘ Cependant, par suite
de la petite quantité de matériel dont nous pouvions disposer, nous nous
sommes contenté de suivre l'évolution des ARN-poly (A*) au cours de la culture
au niveau de 1'ARN global, ainsi gqu'au niveau des ARN "1iés" & 1'albumine

méthylée (fraction "TB-RNA")apreés &lution saline,

2°) Evolution des ARN polvadénylés de 1'ARN global

7~

L'ARN polyadénylé est présent quel que scit le moment du préldve-
ment (Tableau 44). I1 y a, en effet, une incorporation préférentielle
d'adénosine au ﬁiveau des fractions retenues sur le sépharcse-poly (U) tant
au 2e qu'au Te jour de culture. Toutefois, si 1'activité spécifigue des
ARN polyadénylés est 1,5 fois supérieure 4 celle des ARN non retenus au
temps Jo, elle est multipliée pér 3 aprés 2 Jjours et p;r h,‘aprés T jours
de culture. Ceci est la conséquence de l'incorporation préférentielle, de
plus en plus importante, du précurseur radicactif au niveau des fractions
retenues sur le sépharose-poly (U). De plus, on constate (Tableau 45), sur
1'ARN extrait des explantats avant 1'ensemencement ou aprés 7 jours de

culture, que la fraction résistante 3 l'action des ribonucléeses A et T1



Radioactivité Abscrbance Activité
{c.p.m.) (3 260 nm) spécificue
ARK initial 37.380 17,29 2.162
Fraction non retenue 35.750 16,81 2. 126
;;action retenue 1.630 0,48 3.395
(en % au total) 4,36 % 2,18 % -
ARN initial 169.075 16,51 10.240
;raction non retenue 153.075 15,93 9.609
Fraction retenue 16.000 0,58 - 27.586 -
(en % au total) | 9,46 ¢ 3,51 % -
RN initial 115.290 19,88 5.799
Fraction non retenue 97?;39 19,03 5.146
;;action ret;;;e. 17.351 0,85 20.4%12
(en % du total) 15,05 z L,30 % -

TABLEAU Lb ;

de fragments de feuilles d'endive avant la mise en culture (Jo) et

aprés 2 (J2) ou 7 (J7) Jours de culture. Pour permettre une corparaison

plus facile, nous avons de nouveau Tait figurer les résultats du

lot témoin (Jo) qui apparsissent dans le tablesu 42 .

Radioactivité(en c.op.m)

SN a2 . o
Fractions retenues Total Filtrat Eluat (Eluat en %
du total)

I 6.508 5.073 1,435 (22,04 7)

.

9, 18.240 16.160 2.080 (11,50 %)

J7 22,152 17.256 4,896 (22,10 %)

TABLEAU L5 : Chromatographie sur colonne de sépharose-poly (U) des

stquences polyadényliques aprds hydrolyse enzymatique des

Chromatographie sur colonne de sépharose-poly (U) de 1'ARN global extrait

fractions d'ARN polyadénylés (fractions retenues ; tableau Ll )

rovenant d'extraits effectués avant 1'ensemencement (J )
P o

ou aprds 2 (J2) ou T jours (J7) de culture.
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représente 22 % de la radioactivité des molécules ayant une affinité pour
le sépharose-poly (U), Par contre, au 2e jour de la culture, les séquences
polyadényliques ne représentent que 11 % de la radioactivité des molécules

d'ARN polyadénylé,

3°) Evolution des ARN polyadénylés de la fraction "TB-RNA" des

colonnes de MAK

Les fractions correspondant aux ARN solubles d'une part et aux
ARN ribosomaux d'autre part, sont rassemblées, dialysfées contre de l'eau
distillée 3 4°C, puis précipitées. Les fractions "TB-RNA" sont déprotéini-
sées puis les ARN sont précipités par de 1'éthanol. Ces différentes catégo-
ries de molécules sont alors mises en solution dans le tampon de liaison

approprié puis passées sur colonne de sépharose-poly (U) selon le protocole

déerit précédemment.

Apr&s passage des ARN solubles et riboscmaux, il n'y & pas de
rétention par les colonnes de sépharose-pocly (U). Ce type 4'ARY ne contient
donc pas de séquences polyadényliques hybridables, guel que soit d'ailleurs
le moment de prélévement. Cela s'applique £galement & la fraction qui est
€luée avec le gradient salin,aprds les ARN ribosomaux ( (5) ; Figure 22)
au 2e jour de la culture et qui a été€ traité en méme temps qu'eux. Dans
la fraction "1iée" & 1'albumine méthylée, si le pourcentage d'ARN polyadény-
1é (fraction retenue, Tableau 46), augmente d8s le 2e jour de culture
(i1 passe de 31 % 2 40 % environ), au Te jour, il en représente la majeure

partie (83 % environ),.



Radioactivité (c.p.m)

Total Fraction ¥raction Fraction re-—
noti retenue “tenue (en %
retenue du total)

Jo 9.790 6.794 2.296 (30,60 %)
I, 66.380 he.028 26.352 (39,70 %)

- ———— —— e
1 J7 37.260 6.398 30.862 (82,83 %)

TABLEAU U6 : Chromatographie sur colonne de sépharose~poly (U) des
fractions "lifes" ("TB-RNA") & 1la colonne de MAK aprds
1'€lution saline. Ces fractions proviennent d'extraits
effectués avant 1'ensemencement (Jo) ou aprids 2 (J2) ou

T jours (JY) de culture.

C) DISCUSSION ET CONCLUSION S

Aussitdt aprés leur préldévement, les fragments sont incubés pendant
5 heures dans la solution radioactive. Les synthSses observées & ce stade
correspondent, au moins en partie, & l'exaltation des phénoménes métaboligues
provoqués par le traumatisme 40 au prélévement des tissus. On sait en effet
que la fragmentation de feuilles ou d'organes de réserve tels que racines ou
tubercules entraine une augmentation de l'activité respiratoire (Mc DONALD
et DEKOCK, 1958 ; LIORET, 1960 ; THORPE et MEIER, 1972), des synthéses d'ARN
et de protéines (SETTERFIELD, 1963 ; CLICK et HACKETT, 1963 ; MASUDA, 1966 ;
LAVEE, 1968 ;, DMITRIEVA et BUTENKO, 1970 ; NAG et JOHRI, 1970 ; ROSE et
SETTERFIELD, 1971), de certains éystémes enzymatiques {FOSKET et ROBERTS,
1965 ; LAVEE et GALSTON, 1968 ; ﬁIRECKA et Coll., 1972 ; BRINKMAN et Coll.,
1973 ; BROSSARD, 1973 ; PITT, 197k) et en pafticulier, de 1'activité ribo-
nucléasigue (BAGI et FARKAS, 1967 ; UDVARDY et Coll., 1969 ; DE LEO et

SAGHER, 197C 3 1971 3 PITT, 1971 ; PITT et GALPIN, 1971 ; WYEN et Coll.,
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1971 ; SACHER et DAVIES, 197k ; SACHER et Coll., 1975). D'autres auteurs
signalent que ces synthdses peuvent &tre trés spécifiques. PITT (1974) par
exemple, montre que la section de feuilles de Solanum tuberosum entraine
la stimulation de l'activité ribonucléasique due & l'augmentation de la
synthése enzymatique pendant les 2L heures qui suivent la coupure. De plus,
SACHER et DE LEO (1977) estiment que la section de tissus de Phaseolus
vulgaris induit la transceription de deux ARN méssagers, 1'un pour la Rilase
(30" aprds la seétion) et 1l'autre pour un‘ répresseur prot€inigue dont
1'accumulation provoquerait 1l'arrét de la synthise enzymatique par un blo-
cage au niveau de la traduction.

Bien que le mécanisme soit encore mal connu, l'exaltation du métabolisme
aprés traumatisme est un phénoméne général chez les plantes supérieures et
a souvent €té interprété comme une conséqguence de la dérépression du génome
(BACON et Coll., 1965 ; EDELMAN et HALL, 1965 ; WILLEMOT et STUMPF, 1967 ;
ELLIS et MC DONALD, 1967 ; CHERRY, 1968 ; KAMISAKA et MASUDA, 1968 ; DUDA
et CHERRY, 1971). Ainsi, avec des tissus de moelle de tabac, SIMARD (1971)
signale que le traumatisme est & lui seul, capable d'augmenter de maniére’
significative (2,5 % environ) le taux des noysux incorporant de la thymi-
dine tritiée. GUILLE et Coll. (1968) montrent Zgalement que 1'ADN nucléaire
est d'un type particulier, riche en GMP + CMP. L'augmentation de cet ADN
précéde les divisions de cicatrisation. De méme, d8s la 2e heure aprés

la mise en culture des tissus de carotte, LACHARME et STEIMAN (1970z et b)
constatent successivement : l'hydrolyse des ARN solubles, la synthise des
ARN ribosomaux, puis l'apparition d'une quantit€ importante d'ARN de poids
moléculaires €levés (55 8) qui pourraient &tre des ARN inducteurs de la
division cellulaire, du type des "D-RNA". JALOUZOT et GONTCHARCFF (1973)
observent que pendant les premi&res heures gqui suivent la section d'hypoco-

tyles de pois chiches ou de féves, il y & une brusgue augmentation des pro-
s &4l jS
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téines précédant ls premidre synthdse A'ARN qui a lieu vers la 6e heure.
Cette phase précoce d'activation génétique permettrait la synthése de nou-
veaux ARN messagers capables de fonctionner sur des ribosomes préexistants.
Sur des explantats de feuilles de begonia, BIGOT (1971) observe une augmen-—
tation de la synthése A'ARN localisée au niveau de la zone de blessure.
L'ensemble du fragment, par contre, manifeste une réduction de son métabo-
lisme. C'est seu}ement aprds 48 heures que les zones d'initiation sont
activées.

Il est cependant scuvent difficile de dissocier les réactions
de blessure de celles provoquées par le passage sur un milieu nutritif,
Aussi, n'avons nous pas tent? d'analyser les processus qui se déroulent
au cours des premidres heures gul suivent la mise en culture car notre
matériel semble peu approprié 4 une telle étude. Par contre, nous avons
réalisé cette analyse & l'aide de suspensions cellulaires de Silene alba,
plus appropriées & ce genre de travail. Nous avons montré en particulier
(DUBOIS et Coll., 1976) que d&s le début de l'ensemencement, il y a une
premiére synthése d'ARN dont 1'intensité maximum s'observe aprés 6 heures ;
elle est suivie par une seconde beaucoup plus importante vers le 3e jour
de culture.

Dans nos conditions expérimentales, les explantats de feuilles
d'endive mis & incuber avant culture subissent d8jd un processus d'activa-
tion métabolique. Au cours de la culture, ils montrent deux périodes oll
les synth&ses 4'ARN sont actives ; ces périodes correspondent & des trans-
formations histologiques caractéristiques. La premiére s'observe aprés
2 jours de culture, elle se signale par une synthése importante de la
fraction "TB-RWA" et une baisse en ARN ribosomaux. La deuxiéme se produit
au Te jour de culture, les synﬁhéses sont quentitetivement moins impor-—
tantes, avec diminution de 1'ARN soluble et augmentaiion de 1'ARW ribosomal.

Parallélement, on peut noter (Tableau L47) :



Moment Fraction AR polysdérylés,sn 4 :(2)| Séquences
nrp-RNAT redbnylion
du TE-RRAT, de 1'A RN lde la fraction polysdényliques
Prélévement en %+ (1) global "OR-RHA" en % : (3)
Ie 12,53 L, 36 30,60 22,04
7, 21,23 9,50 39,70 11,40
Iq 17,67 15,05 82,83 22,10

TABLEAU 47 : Récapitulatif des principaux résultats concernant les ARN

, Ppolyadénylés.
!

Nous avens fait figurer :

(1) pourcentage de radioactivité de la fraction "TB-RNA", qui reste fixfe sur
la colonne de MAK aprés &luticn saline, par rapport 4 la radioactivité
de 1'ARN total

(2) pourcentage des ARN polyadénylés par rapport & la radiocactivitd de

1TARN +otal et 4 celle de la fraction "TB-RNA"

(3) pourcentage de radioactivité des séquences polyadényliques par rapport

d celle des ARN polyadénylés.

~ une augmentation de la proportion des ARN polyadénylés

qui représentent alors 15 % de la radioactivité totale.

- une diminution de la radiocasctivité 1iée 3 la fraction
"I'B-RNA" slors que le pourcentage des ARN polyadénylés de cette fraction

augmente considérablement (83 % environ).

L'apparition des premiéres €bauches de bourgeons est donc accompa-—
gnée d'une syntnése d'ARN & renouvellements rapides, dont plus de 80 % -

sont des ARN messagers polyadénylés.

La proportion des ARN polyadénylés est relativement moins &levée
au 2e jour de culture (9,5 % au lieu de 15 %), alors que la radicactivité

de la fracticn "TB-RNA" est plus importante (21 %). Comme le pourcentage

pevy

£

O
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+ . . .
des ARN-poly (A") de cette fraction est faible (40 % environ), on peut
se demander quelle est la nature des ARN, non polyadénylés, qui représentent
en fait 60 % de la fraction "lie" & 1'albumine méthylée, Il peut y avoir

plusieurs possibilités

- en plus des messagers d'histones qui ne possédent pas

v

de séquences polyadényliques (ADESNIK et Coll., 1972), certains ARN messa-
gers ont la méme particularité ; ils peuvent représenter de 30 3 40 7 de
l'activité messagdre totale (MILCAREK et Coll., 197k ; LEWIN, 197k

GROOT et Coll., 197k ; NEMER et Coll., 197k ; GRONER e%t Coll., 19ThL ;
FRASER, 1975 ; WHEELER et HARTLEY, 1975 ; FROMSON et VERMA, 1976 ;

COVAY et GRIERSON, 1976 ; DELSENY et Coll., 1977 ; RAGG et Coll., 1977).
Ainsi, LODISH et Coll. (197L4) signalent gu'un certain pourcentage de
1l'activité messagdre totale peut ne pas se lier & la cellulose-oligo (dT) ;
toutefois, GRAY et CASHMORE (1976) précisent que si les fractions d'ARN

polysomal contiennent des ARN messagers polyadénylés et d'autres qui ne

le sont pas, les deux classes coderaient pour les mémes polypeptides.

~ les ARN messagers posséderaieht des séquences polya-—
dényliques trop petites pour s'hybrider convenablement avec l'acide poly-—
uridylique du sépharose. On observe, en effet, au 2e jour de culture,
gue les segments polyadényliques ne représentent que 11 % de la longueur

des ARN polyadénylés au lieu de 22 7.

~ la fraction "TB-RVA" pourrait étre constituée & la
fois d'ARN "riches" en AMP et d'autres qui seraient plus proches des espdces
moléculasires contenues dans le "D-RNA". Au 2e jour de culture, il apparalt

en effet un pic de radioactivité&, &lué aprds les ARN ribosomaux gue nous



avons assimilé comme un certain nombre d'auteurs (KEY et INGLE, 196k ;

JOHRI et VARNER, 1970) au "D-RNA", La présence de ce type 4'ARN, i ce

stade de la culture, nous permet d'envisager une auvgmentatiocn semblable

au sein de la fraction "1lige" sur la colonne de MAK aprds le passage du
gradient salin. Toutefoils, il faut &€liminer la possibilité d'agrépation entre
molécules, qui aurait tendance & augmenter le pourcentage‘de radioactivité
retenue sur la colonne par rapport a celle qui.est éluée avec le gradient

s 2

réalisées en présence d'EDTA et les résultats

(€)Y

salin. Les expériences ont ét
ont toujours été trds reproductibles. Par ailleurs, la chromatographie

sur colonne de MAK dépend d'un certain nombre de facteurs (albumine méthylée,
nature du gradient salin, température, pH, pression...) qu'il est néces-
saire de préciser et de maintenir aussi constants que possible. On peut
cependant penser que dans nos conditions exvérimentales, la fraction

"D-REA", apparente au 2e jour de culture, est mal définie : &luée en

partie & la fin du gradient salin et en partie avec la fraction "TB-REA".

[£3]
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CONSIDERATIONS GENERALES

CONCLUSIONS

Au cours de ce travail, nous avons voulu epperter une contribution
a 1'étude de la régulation de la néoformation des bourgeons et tenté de
comprendre certaines modifications biochimiques liées & ce phénoméne. I1
nous parait maintenant indispensable de replacer nos résultats dans un

cadre plus général et de les discuter.

La néoformation des bourgeons peut sembler indépendante de 1'ége
des tissus. Ainsi; de trés jeunes feuilles (Begonia rex ; Peperomia magno-
liasefolis ; Lilium martagon) se bouturent avec la méme facilité que les feuil-
les adultes (BIGOT, 1966b) ; que ces feuilles aient ét% prélevées sur des
plantes dgfes ou trds jeunes (ARNASON et Coll., 1967). Toutefois, dans cer—
tains cas, le pouvoir de régénération varie avec 1l'Zge des tissus ou la

différenciation des cellules ; ainsi, les feuilles d'Heloniopsis orientalis

(KATO, 1972 ; 19T4) perdent leur pouvoir de régénérer des organes en



vieillissant, Parfois méme il y a un véritable gradient du pouveir organogéne,
par exemple sur les tiges feuillles de Polytrichum juniperinum (GAY, 1968)

les feuilles du somme’ régénérent'plus facilement ées organes que celles de

la base. Ce n'est cependant pas un phénoméne général puisque chez

Lilium longiflorum (HACKETT, 1969) les explantats prélevés sur les &cailles
dgbes forment pius de bourgeons que ceux provenant des écailles internes.

De méme, les jeunes feuilles de Bryophyllum daigremontiasnum (VARDAR et

ACARER, 1957) ne forment pas de bourgeons €piphylles, et chez Atropa belladonnsa

(ZENKTELER, 1971) seules les feuilles adultes donnent naissence 3 des bourgeons.

L'dge des feuilles est donc un mauvais critére pour définir leurs
cepacités organogénes (BOURIQUET, 1966b)}. C'est néanmoins un facteur extré-
mement important dont peut dépendre non seulement le nombre, mais également
la nature des organes formés. Ainsi, les jeunes feuilles d'Echeveria elegans
ne produisent gque des racines alors que les feuilles Zgfes forment essentiel-
lement des bourgeons (RAJU et MANN, 1970) ; la formation des bourgeons seralt
liée & l'importance de la différenciation vasculaire. Dans le cas des feuilles
d'endive, nous avons observé que ce sont les petites feuilles du centre du
bourgeon étioclé qui sont les plus organogénes (VASSEUR, 1965b ; BOURIQUET
et VASSEUR, 1966), ce qui peut s'expliquer pérce q;‘elles sont plus jeunes.
Sur les feuilles adultes, les tissus prélevés & la pointe des feuilles pro-
duisent plus facilement des bourgeons que ceux de 1a base ; or, ni les
données relatives & la croissance des feuilles ni les coupes histologigues
(VASSEUR, 1665z) ne permsttent de distinguer les deux catégories d'explan-—
tats dont le degré de différenciation est sensiblement identique ; il faut donc
admettre qu'il ¥ a entre la base et le sommet des feuilles adultes, une

différenciation plus complexe, sans doute d'ordre physiologique, La nature



et la répartition des régulateurs endogénes pourrsient par exemple expliquer
la capacité organcgéne dec tissus. En effet, un certain nombre d'observa-
tions montrent que les feuilles jeunes et les feuilles adultes peuvent
différer par leur métabolisme (KULAEVA, 1967 ; JONES,_1975), par leur
richesse en substances de croissance (AVERY, 1935 ; AGHION-PRAT, 1965a et
b ;3 WARDELL et SKOOG,v1969 s ZENTKELER, 1971 ; KATO, 1972), ainsi que par
leur réaction 3 des facteurs tels que l'scide gibbérellique (MARCELLE, 1963),
les cytokinines (BANERJI et LALORAYA, 1963 ; Mc HALES et DOVE, 1969) ou
méme les rayons X (BOURIQUET et COUVEZ, 1967).

Certains fravaﬁx ont mis en évidence que la capacité de prolirféra-—
tion des tissus est en relation avec leur teneur en acides nuclfiques et
en protéines, Ainsi, dans les feuilles de Nicotiana rustica (WOLLGIEEN,
1967) le taux des acides nucléiques et des protéines zugmente au cours de
la maturation des feuilles, puis diminue nettement quand elles vieillissent.
De méme, la prolifération des fragments de moelle de tabac prélevés &
différents niveaux de la tige, est directement proportionnelle aux gradients
d'ARN et de protéines (LAVEE et GALSON, 1968). Avec des fragments de feuil-
les d'endive, nous avons pu également &tablir une relation entre le gradient
morphogéne et la teneur des tissus en ADN, en ARN et eﬁ protéines. En
effet, ces constituants augmentent de la base & l'apex et des feuilles ex~
ternes aux feuilles centrales ; ils évoluent donc‘comme le pouvoir organo-
géne des tissus. Ces résultats confirment ceux de KULAEVA et Coll. (1968)
qui montrent que la teneur en acides nucléicques diminue au cours du
vieillissement des tissus foliaires d'orge et qu'en particulier, le rapport
ARN/ADN baisse. BOTTGER et WOLLGIEHN (1958) ont également observé que le
rapport ARN/protéines est plus €levé dans les feuilles jeunes de Nicotiana
tabacun. Les tissus qui manifestent une capacifé de prolif?ration et d'organo-

gendse importante renferment une quantité €levée d'acides nucléiques et de
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protéines, Pour certaines enzymes : auxines-oxydase, peroxydase et catalase
(VASSEUR et LEGRAND, 1972) un gradient identique a été mis en évidence.
Lo répartition de ces composés est donc susceptible d'expliquer la capacité
orgenogdne de disques de feuilles, prélevés & différents niveaux du bourgeon
d'endive,

Cependant, les feuilles adultes ayanrt comme les plus Jeunes, la

possibilité de former des bourgecns, on peut penser qu'il s'agit d'une

Pt

iée 3 un caractére génétique spdcifique, Ce caractdre

il 2

propriété héréditaire,
s'exprimerait sussitét aprds la séparation de la plante mére (PREVOT, 1939a)
et concernerait la synthdse de substances organogénes (BIGOT, 1966%).
L'influence des caractéres génétiques sur la capacité organogéne des

tissus s d8j3 été sculignée 3 maintes reprises, En effet, si certaines
espSces peuvent produire des bourgeons, d'autres sont totaleﬁent incapables
de le faire et jusqu'@ présent, aucune substance exogéne n'a pu surmonter
cette incapacité. Toutefois, le contrdle génétique doit s'exercer par
1'intermédiaire du métavolisme de la plante et c'est # ce niveau que nous

avons fait porter nos investigations.

Le milieu peut modifier le développement de fragments d'orgsnes.
Son action sur la prolifération cellulaire varie suivant la nature du
tissu (GAUTHERET, 19L4k) mais de maniére générale, le contact du milieu
aqueux favorise le développement des racines et geéne celui des bourgeons.
Pour certaines plantes, la nature physique du milieu conditionne le
suceds ou 1l'échec de la tentative de culture "in vitro". Une orchidée
par exemple exige un milieu liquide (MURASEIGE, 1974 Yalors que des cul-
tures de bourgeons apicaux d'Asparagus réclament un milieu gélosé
(MURASHIGE et Coll., 1972). SKOOG {19kk) a €galement observé que les

s

cultures de cals de Nicotiane tabacum différencient des bourgeons



lorsqu'elles sont transférées d'un milieu gélosé & un milieu liquide.
De méme, des explantats de racines de Cichorium intybus forment des
bourgeons végétatifs sur un milieu liquide,alors que sur un milieu solidifié
par de la gélose, ils produisent des bourgeons inflorescentiels (MARGARA
et BOUNIOLS, 1967 ; MARGARA et Coll., 1968). La nature physique du milieu
nutritif joue donc un rdle important et par conséquent, la concentration
en gélose utilisée pour solifier le milieu (ROMBERGER et TABOR, 1071).
Ainsi, KATO (1974) signale que le nombre des bourgeons diminue lors-
que la‘concentration en agar baisse. Cela peut également avoir un retentis-
sement sur le métabolisme. BOUNIOLS et MARGARA (1971) observent des diffé-
rences dans la composition en acides aminés des fragments de racines de
Cichorium intybus cultivés soit sur un milieu liguide soit sur uwn milien
gélosé ; une relation entre la nature du milieu et le mftabolisme proté€ique
est donc impliquée. De plus, l'oxygénation du milieu de culture (SK0O0G, 194k
KESSEL et CARR, 1972) ainsi que l'ambiance aqueuse (GAUTHERET, 19L0 ; 1942Db
1950) peuvent jouer un rdle déterminant sur les phénoménes d'orgsnogendse.
I1 était donc indispensable de déterminer la concentration en gélose la
plus favorable au développement des tissus d'endive et de fixer le pH du
milieu de culture gqui modifie la solidification de la gélose.

Toutes nos expériences ont été réalisées & un pH de 5,5 (GAUTHERET,
1959) ; dans ces conditions, la concentration en gélose le mieux adaptée
a4 la manifestation des phénomeénes d'organogenése est de 9 % . Le nilieu li-
quide est, non seulement défavorable & la formation des bourgeons, mais
encore il ré&duit le nombre d'explantats capables de proliférer et retarde
1l'apparition du cal. Le contact avec le milieu gélosé lui-méme, peut,
dans certains cas, inhiber la prolifération et la néoformation des bourgeons.
Par exemple, quand les explantats sont ensemencés dans le sens normal, le
nombre total des bourgeons est réduit, mais ces organes apparaissent en

plus grand nombre dans la région aspicale des explantats, maintenue hors
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du milieu de culture.

Le milieu intervient non seulement par sa nature physique mais auséi
par sa composition chimique. Malgré 1l'intérét que cela pouvait présenter,
nous n'avons pas étudié 1l'action des &léments minfraux considérés habituel-
lement comme nécessaires 4 la croissance des végétaux. Nous nous sommes
contenté de comparer les effets de quelques solutions nutritives fréquemment
employéés pour la culture de tissus avec la volonté de choisir un milieu
de composition simple qui permette un dévéloppement satisfaisant des organes
néoformés. Dans ce but, nous avons sélectionné la solution minérale de KNOP
diluée au demi. De plus, suivant les tissus utilisés; les sucres peuvent
stimuler (CHLYAH, 1072 ; GWOZDZ et SZWEYKOWSKA, 1969), réduire (PAULET,
1965) ou méme supprimer (MARGARA, 1969s ; LEFERVRE, 1976) le bourgeonnement
végétatif. Ces différences de comportement s'explicuent essentiellement
par un taux de glucides intracellulaires qui peﬁt varier avec l'origine des
tissus. Dans le cas des tissus de feuilles d'endive, il y a d'abord stimu-
lation de la production des bourgeons lorsque le glucose est employé &
faibles concentrations. L'effet optimum est obtenu avec 3 % de glucose qui

devient ensuite d'autant plus inhibiteur que la dose est plus élevée.

Les tissus de Cichorium intybus sont connus depuis longtemps
pour leur capacité & produire spontanément des bourgeons (SCHOUTEDEN-WERY,
1920 ; GAUTHERET, 1941 ; 1959 ; VASIL et HILDEBRANDT, 1966). Des fragments
de racines ont été utilisés pour analyser des phénoménes de dédifférenciation
(BUVAT, 19L4k4-ks5) et de différeﬁciationvcellulaire (CAQUS, 1949). De nombreux
travaux ont montréd (KULESCHA et CAMUS, 19&8 . WARMKE et WARMKE, 1950 ;

KULESCHA, 1951) que la régénéraﬁion d'organes est sous la dépendance de la te-

[OAY

neur en auxine endogene des tissus. Aprés la mise vidence de cytokinines

[0

n
dans les tissus d'endive (VARDJAN et NITSCH, 1961 ; NITSCH et Coll., 1966 ;

BUI-DANG-HA et NITSCH, 1970), il apparait que les phénoménes &'organogendse



sont, comme pour les tissus de tabac, sous la dépendance d'un équilibre
auxines-cytokinines. Chez d'autres tissus, tels que les &cailles de lis
(BIGOT, 1971) et les Teuilles de bégonia (HEIDE, 1965), 1la cépacité de
bourgeonnement est en relation €troite avec le taux de cytckinines endogénes.
La teneur en ces régulateurs peut d'ailleurs varicr avéc les saisons
(ELIASSON, 1971) et en fonction de facteurs tels que la lumidre et la tempé-
rature (HEIDE, 196L ; 1967 ; NITSCH, 1962),

L'adénine présente parfois des effets synergiques avec des cytoki-
nines et a pﬁ &tre considéré, chez le tabac, comme un précurseur de cytoki-
nines endogdnes (NITSCH et Coll., 1967). Toutefois, avec les fragments de
feuilles d'endive, 1'adénine a une activit? beaucoup plus faidle que la
kinétine dont elle n'augmente pas l'efficacité & 1'égard de lo nfoformation
des bourgeons. A l'inverse de la kin€tine, elle n'interfére pas avece
1l'avxine et ne peut pas davantage &tre assimilée & une source d'aliment
azoté ainsi que 1l'a suggéré MENEENETT (1970). Certes., il peut exister par-
fois une compétition entre l'absorption de l'adénine et de 1ls kinétine
(OLSZEWSKA, 1959 ; LEGUAY et Coll., 1970) ; mais il semblerait que l'adéni-
ne stimule la néoformation des bourgeons simplement en tant gu'glément
constitutif des acides nucléiques.,

Les bases qui entrent dans la composition des acides nucléiques
stimulent généralement la formation des bourgeons mais & des degrés divers.
Selon SKOOG et TSUI (1948 ; 1951) 1'adénine serait la base la plus active.
D'autre part, PAULET et NITSCH (1959) ont montré, évec des fragments de
Cardamine pratensis, que l'adénine et la thymine sont les plus efficaces.
De plus, sur les tissus de Nicotiana tabacum (PAULET, 1965), toutes les
bases sont actives mais parmi les bases pyrimidiques, la thymine est pré-
pondérante puis, en ordre décroissant, l'uracile et enfin la cytosine,

Parmi les bases purigues, la guanine agirait davantage. En dehors de 1'adé-



nine, dont nous avons déja parlé, les différentes bases ne favorisent pas

toujours les phénomdnes d'organogenése (NITSCH et Ccll., 1967 ; DOERSCHUG,
1968 ; WARDELL et SKOOG, 1969). BIGOT (1971) a m@me montré que la thymine

et la guanine peuvent inhiber la formetion des bourgeons par des fragments
de feuilles de begonia.

Les résultats obtenus avec des fragments de feuilles d'endive
indiquent que 1'adénine est la plus active puis, par ordre décroissant,
l'uracile et la thymine.Les mélanges équimoiaires des bases correspondant
soit & 1'ARN soit & 1'ADN n'ont pas permis de dire si cette activité
correspond 4 un type d'acide nucléique particulier. L'édénine et 1l'uracile
jouent donec un rdle essentiel dans levdéterminisme du bourgeonnement des
tissus de feuilles d'endive. Mais la néoformation d'un bourgeon &tant le
résultat d'une activité mitotique intense au cours de lagquelle s'organise
peu & peu un méristéme caulinaire, on pouvait s'attendrs & ce que la thy-
mine ait une efficacité plus importante. Le peu d'action exercée par cette
base et par la cytosine ou la guanine nous améne a penser que ces substances
ne péndtrent que difficilement dans les tissus ou gue leur accumulation
est susceptible de provoguer une rétro-inhibition des enzymes nécessaires

a leur entrée dans le métabolisme cellulaire.

En présence d'acide gibbérellique, les réponses observées sont
trés variées. Sur les tissus de racines de Cichorium intybus, 1l'acide
gibbérellique n'a pas d'influence sur les bourgeons qui se forment sponta-—
nément, mais inhidbe le bourgeonnément induit par la kinéﬁine (BESEMER,
1968). Sur les feuilles vertes qui spontanément ne forment gque des racines,
ls kinédtine peut initier des bourgeons ; ce processus est inhibé par
l'AG3 (BESEMER et Coll., 1969). De plus, la formation des racines, sur ces
feuilles, est inhibée par la kinétine, mais ne semble pas affectfe par

l'acide gibbérellique. Avec des feuilles &tiolées d'endive, nous avons
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constaté que de faibles doses d'acide gibbérellique ne modifient pas la
formation des bourgeons mais stimulent faiblement celle des racines. Au-deld

p ..

de 10 °M, il y a inhibition de la formastion des organes. Assocife & 1'suxine,
l'acide gibbérellique renforce essentiellement les effets inhibiteurs de
cette substance sur la formation des'bourgeons. Par contre, sur la rhizogenése,
l'acide gibbérellique peut exalter les propriétés stimulantes de l'acide
indolylécétique.;Ces résultats nous suggdrent que l'action de l'acide gibbErel-
lique sur le bourgeonnement pourrait s*exércer par 1l'intermfdiaire du métabo-
lisme auxinique. GAUTHERET (1961) montre par exemple que 1'AG,, comme lea
kinétine, n'est actif qu'en présence d'auxine. Mais cela ne semble pas géné-
ral (THORPE et MEIER, 1973). De méme, si parfois les cytokinines réduisent
1'inhibition de l‘écide gibbérellique & 1'égard de la formation des bourgeons
(CHLYAH, 1969 ; ENGELKE et Coll., 1973 ; KATO et HONGO, 1974) ce n'est pas
toujours le cas (SCHRAUDOLF et REINERT, 1959 ; MURASHIGE, 1965 ; HEIDE,
1969). Nous avons montré également gue dans le cas des feuilles d'endive,
la kinétine n'est pas capable de lever 1l'inhibition produite par l'AG3,
ce qui concorde avec les résultats obtenus par BESEMER et Coll. (1969).

La néoformation des bourgeons est cependant bien plus complexe
’que les essals précédents ne semblent le laisser supposer. En effet, il
a été montré qu'un grand nombre d‘'autres facteurs participent & la régula-
tion des phénoménes d'orgenogendse, que ce soit l'acide abscissique ou
1'éthyléne (BOURIQUET, 1972), le fer (LEGRAND, 1975), les phosphates minéraux,
la tyrosine et la phénylalanine (SKCOG, 1970) ainsi que les phénols (PAUPARDIN,
1970). Ces derniers, augmentent l'efficacité de 1l'auxine (RABIN et KLEIN,
1957 ; NITSCH et NITSCH, 1959b ;‘PAULET et NITSCH, 1963 ; LEE et SK00G,1965 ;
PAULET et LIORET, 1966 ; RUCKER et PAUPARDIN; 1969) ou de 1l'scide gibbérel-
lique (NITSCH et NITSCH, 1961). Lfamidon, dont la synthése est liée § 1la

présence de lumiére, semble jouer &galement un r8le important dans la



reprise des divisions cellulaires et dans les phénoménes d'organogendse
(THORPE et MURASHIGE, 1968 ; BROSSARD, 1970 ; 1975 ; THORPE et MEIER,
1972). Il pourrait servir de support €nergétique aux réactions qui accompa-—
gnent les divisions cellulaires car 1l'amylogenése se prodult essentielle-
ment dans les cellules susceptibles de produire des bourgeons ou dans

celles qui sont sous-—jacentes ; la guantité d'amidon form? s'amenuise & me-
sure gue les organes se développent. L'auxine (SOBCZYK et SZWEYKOWSKA,

1973) et 1'acide gibblrellique (THORPE et MEIER, 1973) pourraient intervenir
dans ces phénoménes, On sait, par exemple, que l'AG3 peut induaire la
formation d'a-amylase (VARNER et RAM CHANDRA, 1964). Par ailleurs, la levée
d'inhibition des bourgeons axillaires du Cicer arietinum par la kinétine
(CODACCIONI et USCIATI, 1969) se produit parall@lement & une medification

de la teneur en amidon des tissus sous-jacents ; la kinétine pouvant d'ail-
leurs induire £galement la synthése d'a-amylase (CLUM, 1967 ; NCUCAREDE et
Coll., 1973). La multiplicité des réponses observfes avec des fragments de
plantes cultivées in vitro est donc le reflet d'un grand nombre de facteurs
tels que : l'origine et 1'état physiologique des tissus, les conditions

de culture (sels minéraux, sucre, lumiére, température, substances de
croissance...), le métabolicme (composés phénoliques, amidon...) ete..

Un autre €l€ment s'ajoute encore & la complexitd des phénoménes,
c'est le moment d'application de ces différents facteurs. Quelques travaux
ont montré en effet gue l'ordre dans lequel agissent les substances de crois-
sance, peut déterminer leur efficacit® sur les phénomSnes de prolifération
et d'organogenése. Ainsi, la prolifération des tissus de moelle de tabsc
exige la présence d'une cytokinine et d'une zuxine. La kinétine doit inter-
venir &'abord (1 4 2 jours) et ensuite l'auxine qui, contrairement 3 la
kinétine, serait utile en permanence ; la sfquence inverse ne produit

gutune croissance faible. La gibbérelline n'inlerviendrait que pour sensi-

—h
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et une cytokinine serait alors indispensable pour "conditionner" les tissus

et les rendre capables de se diviser. Il y aurait activation des synthéses
nucléolaires avec producticn &'ARN de transfert ainsi que des ribosomes
nécessaires aux syntheéses protéiques. L'auxine interviendrait dans cette
derniére-phase, car elle produit souvent une augmentation importante de
1'ARN ribosomal (NITSCH et BUI DANG HA, 1967 3 NITSCH et LANCE~NCUGAREDE,
1967 3 NITSCH, 1968a, b et c¢) ; on peut donc penser que ces substances
induisent des processus dont 1l'ordre séquentiel est indispensable & la
multiplication cellulaire. Avec des fragments de tige de tabac, THORPE

et MEIER (1973) montrent €galement que l'acide gibbérellique n'est vraiment

efficace que s'il est appliqué avant la formation des bourgeons.

Ces résultats suggérent donc que le déterminisme de la régulaticn
hormonale se déroule par étapes successives et s'oriente scus 1'effet de

substances varifes au cours des différents stades du développement. Mais les

”~

mécanismes semblent dépendre du matériel utilisé. Sur les fragments de feuil-

les vertes de Cichorium intybus, pour que la nécformation des bourgeons soit
optimale, la kinétine doit agir entre le Ze jour de culture et la fin de

la différenciation des bourgeons. La kinétine est donc nécessaire pour
préparer la différenciation des bourgeons, mais aussi pour l'entretenir
(BESEMER et Coll., 1969) ; l'acide gibbérellique agirait en méme temps que.
la kinétine. Les différences s'accentuent encore avec ies tissus de chou-
fleur (MARGARA, 1969b) pour lesguels la séquence auxine—cytokinine est la
plus efficace. Par ailleurs, avec des fragments de feuilles de begonisa,
BIGOT (1971) montre que la néoformstion des bourgeons est stimmlée par

la 6-benzylaminopurine, méme lorsque cette substance est appliquée pendant

un temps trés court : de 3 minutes & 3 heures aprds le prélévement des



explantats, L'acide gibbérellique interviendrait de facon similaire :
5 minutes d'application étant suffisantes pour obtenir un effet inhibiteur

dont l'importance diminue en retardant le moment d‘fapplication, Selon
l'auteur, l'acide gibbérellique freinerait les phénomfnes de dédifférencia-
tion et agirait sur ls synthSse des ARN qui précddent le premier cycle

mitotique., Une cytokinine serait capable de rétablir cette synth8se en stimu-

lant le bourgeonnement.

Ce type d'expérience est cependant soumis & certaines limitations
apportées par la technologie elle-méme. En effet, 1l'action de la substance
ne cesse pas en méme temps que la durée du traitement et il est difficile
de juger de la quantité réellement absorbée, Néanmoins, 1'ordre dans lequel
les substances hormonales interviennent est sans doute important, mals varie

avec la nature des tissus et les conditions de culture,

Selon SKOOG (1970), ces substances ﬁormonales agiraient en modulant
l'expression des génes qQui seralent déréprimés lors du prélévement des explantats
et en permettant 1l'orientation du métabolisme dans une voie plutdt que dans une
autre, sans affecter la nature mais seulement 1‘équilibre.des produits
formés. Ainsi, 1eé cytokinines exog€nes pourraient influencer la synthdse
d'autres facteurs de croissance indispensables comme la thiamine (LINSMATER
et SKOOG, 1966 ; DIGBY et SKOOG, 1966 ; DRAVNIFKS et Coll., 1969), l'auxine
(LAU et YANG, 1973) ainsi que les cytokinines endogdnes, Ces faits militent
d'ailleurs en faveur de la présence indispensable d'une activité de type
cytokinine dans les ARN de transfert. On peut penser en effet gue des substan-

ces telles que la kinétine qui ne sont pas des cytokinines naturelles, puissent

1A

déclencher & 1'intéri des tissus, la producticn ée substances actives qui se-
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raient les cytokinines naturelles, Cela pourreit se produire psr 1'intermédisire



3'ARN de transfert dont certaines bases rares peuvent présenter des activités
de type cytokinine (BELLAMY, 1966 ; LETHAM et RALPE, 1967 ; KOVOOR, 1968 ;
ARMSTRONG et Coll., 1969). De nombreux auteurs ont 4'ailleurs souligné les
relations qui existent entre les acides nucléiques et les hormones végétales.
(HEYES, 1963a ; TATA, 1966 ; DAVIES et Coll., 1968 ; KEY et INGLE, 1968 ;
KEY, 1969 ; PARKASH, 1972 ; GUERN, 1972 ; PEAUD-LENOEL et Coll., 1972 ;
DAVIES, 1973 ; KEY et VANDERHOEF, 1973 ; GWOZDZ, 1973 ; GWOZDZ et Coll.
1974 ; JACOBSEN, 1977). Cn pouvait alors supposer l'existence de liens
étroits entre le métabolisme nucléigue et la néoformation des bourgeons.
La mise en évidence de tels liens nécessite cependant, soit de vérifier
la sensibilité du bourgeonnement 4 des substances susceptibles de perturber
la synth@se des acides nucléiques, comme par exemple les analogues structu-
raux des bases puriques et pyrimidiques, soit d'étudier directement le méia-
bolisme de ces acides nucléigues. Nous.avons utilisé successivement ces deux
méthodes.,

Les effets inhibiteurs de 1l'hydrazide maléique ont &té signaiés
par de nombreux chercheurs ; ainsi par exemple, lors de l'enracinement des
boutures (SEN et BASU, 1960 ; GUILLOT, 1967) et de la croissance des racines
(BUTENKO et BASKAKOV, 1961 ; SCHAEFFER et SOROKIN, 19665). De ménme, 1'hydrazide
maléigue peut inhiber la prolifération cellulaire et la formation des bour-—
geons obtenus & partir d'explantats de racines d'endive (GAUTHERET, 1952b).
De nombreuses hypothéses ont &té proposées pour tenter d'expliquer l'action
de l'hydrazide maléigue. Récemment, on a suggéré gue 1'hydrazide maléique
est un antagoniste de croissance parce qu'il intervient comme un analogue
pyrimidique. Cette hypoth@se est basée essentiellement sur la propriété gque
posséde l'uracile de prévenir les effets de 1'hydrazide maléigue. Nous avons
en effet pu mettre en évidence le r8le de l'hydrazide en tant que substeance
antimftabolite de 1l'uracile sur le bourgeonnement des fragments de feuilles

d'endive. Cependant, certaines expériences montrent que les effets inhibi-
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teurs de l'hydrazide maléique ne sont pas toujours supprimés par 1'apport
de bases pyrimidiques (LOVELESS, 1953 ; DEYSSON et DEYSSON, 1953 ;
SCHAEFFER et SOROKIN, 1966 ; GUILLOT, 1967 ; CLEDJO et GASPAR, 1969 ;
NOODEN, 1969). De plus, il ne semble pas exclu que 1l'hydrazide maléique
s0it métabolisé par les cellules et qu'il puisse donner naissance & une
série de produits eux-mémes inhibiteurs de la croissance .(BISWAS et
Coll., 1968).

Le traitement des fragments de Teuilles d'endive par des analogues
puriques (2,6 diaminopurine et 8-azaguanine) ou pyrimidiques (6-azauracile
et S—fluorouracile) affecte aussi bien le développement du cal que la
néoformation des bourgeons. Seul 1'hydrazide maléique peut, selon la concen-
tration utilisée, n'inhiber que la formation des bourgeons. Ceci avait
déjd été signalé par GAUTHERET (1952b) sur des fragments de racines d'endive.
De méme GUILLOT (1967) a observé que 1'hydrazide maléique pouvait inhiber
complétement la rhizogenése 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 uracile (hydrazide maléique). Cependant,
les résultats obtenus avec le 6-azauracile et le S-fluorouracile sont
moins nets car les inhibitions produites peuvent &tre supprimées soit totale-
ment par l'ensemble des bases pyrimidiques (6-azauracile), soit seulement

de manidre partielle (5-flurouracile).

Méme si nos connaissances sur le métabolisme et les mécanismes»
d'action de ces analogues sont encore trés fragmentaires, les résultats
que nous avons obtenus soulignent le rSle important du métabolisme nucléi-
que dans les phénoménes d'organogendse. Il &tait alors nécessaire d'analyser
un certain nombre de constituants biochimiques susceptibles de caractériser

la néoformation des bourgeons. Pour celsa, les techniques d'étude ont &8
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€tre 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 particuliérement, contiennent des substances sus-
ceptibles d'interférer avec les méthodes de dosage. Il est d'autant plus im-
portant d'en prendre conscience que ces substances &voluent au cours de la
culture. Ainsi, nous avons montré que les résultats obtenus peuvent &tre erronés
et 8 la limite, ne présenter de significations gque pour les composés dont

il aurait fallu s'affranchir. Ces composés qui sont souvent des flavonoides
et des acides phénol-carboxyliques (ROUX, 1963 ; SEIGLE-MURANDI, 1971), se
lient aux molécules nucléiques par des lizisons qui ne sont que difficilement
rompues lors des diverses opérations de séparations et d'analyses mises

en jeu normalement. Par ailleurs, les difficultés lifes & l'analyse des
modifications biochimiques qui se produisent au sein des tissus sont consi-~
dérables, car le résultat d'un dosage correspond, en fait, & une valeur
moyenne pour des milliers de cellules trés diversement différenciées et

avec des métabolismes différents. En ayant conscience des limites d'un

tel travail, il reste n€anmoins possible de relier les phénoménes morpho-
génétiques aux transformations biochimiques qui ont lieu simultanément.

Dans ce but, il &tait toutefois indispensable de préciser d'abord les

étapes histologiques caractéristiques de la néoformation 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 & la partie basale
des explantats. L'&tude histologique montre que les premiéres divisions
cellulaires se manifestent vers le 3e jour de culture au niveau du parenchyme
vasculaire (COUILLEROT, 1973:; COUILLEROT et Coll., 1978). Au fur et 3 mesure
éue la prolifération s'intensifie,d'autres tissus vont participer a

1'élaboration du cal ; seul 1l'épiderme reste totalement inerte dans ces
5 1%



conditions de culture. Vers le fe jour, les premiers méristémes de bourgeons
apparaissent au niveau du parenchyme néoformé, d'origine vasculaire. Le cal
qui se développe 2 la partie basale a donc une origine profonde : c'est le
xyléme qui est en effet le premier tissu 4 réagir & 1'induction morphogéné-
tique. Ceci est assez exceptionnel,car dans la plupart des cas, la caulogendése
de fragments de feuilles s'effectue soit & partir d'un cal, soit directement
& partir de cellules ou de groupes de cellules situées dans les tissus
superficiels et c'est généralement 1'épiderme ou l'assise sous-épidermique
qui posséde la plus grande aptitude & la néoformation des bourgeons (BIGOT,
1971, 197k, 1976 ; PREVOT, 1976). On peut rapprocher ces résultats du fait
que chez certaines espéces, le xyléme joue un rdle particulier, en permettant
la prolifération des cellules de parenchyme médullaire, comme par exemple
chez Tillia armorica (BARKER, 1953) ou Nicotiana tabacum (JABLONSKI et

SKOOG, 195k4).

Chacune des deux €tapes histologiques est caractérisée par une

synthése particuliére d'ARN total

-~ la premiére a lieu avant toute division cellulaire,
se caractérise par un rapport AMP/UMP élevé (=1,54) et semble régler

lt'importance de la prolifération cellulaire

~- la seconde, qui se produit en méme temps que naissent
les premiéres &bauches méristématiques, présente un rapport AMP/UMP plus
faible (=0,80) et doit orienter quantitativement et qualitativement les

processus de la différenciation organogéne.

Ces deux étapes peuvent se différencier &galement par la nature des

espéces d'acides ribonucléiques synthétisées. Il y a d'abord, avant les

164



1€5

premiéres divisions cellulaires, une stimulation importante de la synthése
de la fraction "TB-RNA" et un ralentissement de celle des ARN ribosomaux.
Par opposition, dans la synth&se qui prélude & la formation des nodules
méristématiques, la part de 1'ARN ribosomal est prépondérante, alors que
la radioactivité incorporée dans les ARN solubles et dans la fraction

' 3 la colonne de MAK aprés

"TB-RNA" diminue. Les ARN gui restent"1iés'
1'41ution saline {(fraction "TB-RNA") peuvent &tre considérés comme la
fraction messagdre des ARN isolés et donnent une indication sur l'activité
du génome. La néoformation des bourgeons nécessite donc des remaniements
métaboliques importants qui peuvent &tre révélés au niveau de l'expression
des gdnes.

Quelques travaux mettent en évidence des modificetions biochimi-
ques conduisant & la division cellulaire ou & la réalisation d'un processus
morphogénétique. A partir de tissus de moelle de tabac par exemple,

BUTENKO (1971) a montré, par analyse immunoé&lectrophorétique, que deux
antigénes spécifiques disparaissent lors de l'induction de la division
cellulaire alors qu'un antigéne, caractéristique des méristémes de la tige
de la plante entidre, apparait. Ces antigénes pourraienf servir de mar-—
queurs dans 1'&tude du processus de la différenciation cellulaire. De méme,
si la croissance des bourgeons de tubercules de topinambour est sous la
dépendance d'un certain nombre de facteurs (COURDUROUX, 1967), des modi-
fications biochimiques accompagnent les différences morphogénétiques
observées entre les pousses longues et les pousses tubérisées. La synthése
des ARN et le métabolisme des nucléctides sont en rapport avec 1'état
physiologique de ces pousses (GENDRAUD et TEPPAZ-MISSON, 1969 ; GENDRAUD,
1975) dont la morphogendse a également pu etre associée & la stimulation

ou 3 1'inhibition de la synthése de protéines spécifiques sous le contrdle

de 1l'acide gibbérellique (TEPPAZ-MISSCN et GENDRAUD, 1970). Un autre



exemple est fourni par les bourgeons axillaires de Cicer arietinum gqui
réagissent 3 une application de 6-benzylaminopurine par une levée d'inhi-
bition dont la séquence des événements a été déterminée (USCIATI et Coll.
1969 ; 1970 ; CODACCIONI et USCIATI, 1970). Il n'y a par contre, & notre

connaissance, aucun travail identigue concernant la néoformation des bour-

o\

geons ; la seule approche a €té réalisée par BIGOT (1971) qui a montré,
avec des fragments de feuilles de Begonia rex, que la phase préparatoire

d la formation des bourgeons se situe plus particuliérement au 2e et au

3e jour aprés la séparation des explantats. De plus, comme l'adénine Jjoue
un rdle important dans 1l'initiation des bourgeons, cet auteur émet 1'hypo-
thése que le conditionnement au bourgeonnement pourrait dépendre de

certains ARN spécifiques plus riches en adénine.

Puisque l'on saif maintenant que la plupart des ARN messagers
sont polyadénylés, nous avons cherché & les isoler en nous basant sur la
propriété des séquences poly (A) de s'hybrider & l'acide polyuridylique
fixé sur du sépharose. Nous avons ensuite suivi leur &volution 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 rdle des séquences polyadényli~

(%)

ques au sein des ARN messagers

au cours de La dactylographie de ce manuschit, nous avons eu connaissance

de La publication d'un travail (DELSENY, 1978, Ann. Biol. ; 17, 1-59)
qui analyse Les problemes posés par L'isolement et La caracténisalion
des ARN messagens des cellules d'eucanyotes ef des ceflules végétales
plus particulienement.
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A ltint@rieur du régne végétal des séquences polyadényliques ont été
découvertes chez des eugldnes {SAGHER et Coll., 1974), des mousses (STEGMANN
et HAHN, 1974), des champignons {LODISH et Coll., 1974 ; FIRTEL et Coll.,
1972), des fouglres (IQBAL, 1977) ainsi que chez un certain nombre de végétaux
supérieurs (HIGGINS et Coll., 1973 ; MANAHAM et APP, 1973 ; VAN DE WALLE,
1973, VERMA et Coll., 1974 ; DELSENY et Coll., 1974 ; YOSHIDA, 1974 ;

ESNAULT et Coll., 1975 ; TRAPY et Coll., 1975 ; KEY et SILFLOW, 1975 ;
TOBIN et KLEIN, 1975 ; COVEY et GRIERSON, 1976 ; GRIERSON et COVEY, 1976 ;
GORDON et PAYNE, 1976 ; PAYNE, 1976 ; RAMBOUR et Coll., 1977 ;
SIELIWANOWICZ et Coll., 1977).

Les études sur la formation de 1'ARI m-poly (A%) révdlent deux
mécanismes possibles. D'une part, le segment poly (A) pourrait €tre ajouté
aux longues chalnes A'ARN nucléaires juste aprés la transcription, 1'ARN
apparaitrait alors dans le cytoplasme directement sous forme polyadénylée
(DARNELL et Coll., 1971 ; JELINEK et Coll., 1973 ; BRAWERMAN, 1974). D'autre
part, le segment poly (A) pourrait &tre 1i€ 3 1'ARN messager dans le cytoplas-
me (SLATER et Coll., 1973 ; DIEZ et BRAWERMAN, 1974). La taille de ces séquen-
ces polyadényligues est trés variable : de 20 i 50 résidué d'AMP (Me LAUGHLIN
et Coll., 1973 ; GRONER et Coll., 1974) & 200 nucléotides et plus (DARNELL
et Coll., 1971). Ces séquences sont lies de manidre covalente 3 l'extrémité
3'-0OH des molécules A'ARN messagers. Cependant, des séquences internes ont
€té mises en évidence (LODISH et Coll., 1973 ; NAKAZATO et Coll., 197h) ;
elles sont généralement plus courtes, d'environ 20 & 25 nucléotides et peu-
vent €tre transcrites.

Le r8le du segment poly (A) dans 1'ARN messager n'est pas encore
clairement défini (HUNT, 1975). Il pourrait jouer un rdle dans le transport
de 1'ARN messager du noyau vers le cytoplasme (JELINEK et Coll., 1973).

Mais des segments poly (A) ont été signalés dans 1'ARNm des mitochondries
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(ROSEN et EDELMAN, 1976) et des chioroplastes (WILLIAMSON et Coll.,
1974). Il pourrait également augmenter la stabilité de 1'ARN messager
(SOREQ et Coll., 197h). Toutefois, on ne trouve aucune différence dans
la stabilité de certains ARN m avec ou sans poly (A) (SIPPEL et Coll.,
1974 ; WILLIAMSON et Coll., 19TL4). La présence de ce segment serait peut-8tre
1ié & la durée de vie de 1'ARN messager. En effet, une diminution de la
longueuf de la séquence polyadénylique aussitdt aprés son apparition dans
le cytoplasme,a pu €tre reliée 2 une baisée de 1'activité de 1'ARN m
(SHEINESS et DARNELL, 1973 ; LEVY et Coll., 1975 ; SHEINESS et Coll.,1975).
Malgré tous ces aspects qui restent & préciser, de nombreuses
observations montrent l'attachement des séquences poly (A) 3 une fracticn
qui présente des caractéristiques messagdres (VERMA et Coll., 19Tk ; TOBIN
et KLEIN, 1975 ; GORDON et PAYNE, 1976). Toutefois, la possibilité d'isoler
et de caractériser des ARN messagers est encore trop récente pour que cela
ait pu susciter de nombreux travaux. Si on écarte ceux qui se limitent 3 la
simple mise en évidence, bien peu ont essayé d'étsblir un paralldle entre
les ARN polyadénylés et les problémes de croissance et de développement.
On peut cependant retenir que si l'acide gibbérellique est susceptible
d'augmenter la synthése des ARN polyadénylés cytoplasmiques (JACOBSEN et
ZWAR, 1974 ; HO et VARNER, 197L4) et méme nucléaires (WASILEWSKA et
KLECZKOWSKI, 197L4), 1'auxine (VERMA et MACLACHLAN, 1976) et la kinétine
(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 synthdse des ARN messagers (TOBIN et KLEIN, 1975).
Bn particulier chez les euglénes cultivées préalablemert & l'obscurité,
la lumiére déclenche la formation de polysomes qui peuvent &tre groupés
en polysomes "photo-actifs", qui disparaissent rapidement aprés interrup-

tion de 1l'éclairement, et en polysomes '"photo-induits" dont 1'édification



se poursuit 3 l'obscurité (VERDIER et Coll., 1973 ; HEIZMANN, 1976).

Les ARN 1iés & des segments polyadénylés sppartiendraient essentiellement

jdo

& la classe "photoactive" dont lz synthése est limitée aux phases d'éclaire-

~

ment tandis que les ARN polysomiques, rapidement marqués, non liés & de
telles séquences, feraient partie de la classe "photo-induite"; On peut
également citer les travaux de STILES et DAVIES (1976) qui soulignent une
augmentation de la synthése de toutes les espéces moléculaires d'ARN, y
compris 1'ARN-poly (A+} juste aprés l'induction florale, lors de la formaticn
des primordiums floraux. Cependant, si les proportions relatives des ARN
sclubles, ribosomaﬁx ou polyadénylés restent inchangées, ces auteurs précisent
que cette stimulaticn globale est en relation avec une auguentation des
divisions cellulaires. GRIERSON et COVEY (1975) tentent d'établir une rela-
tion semblable et signalent gu'une augmentation rapide du conternu en ARN,
dans les premifres feuilles de Phaseolus aureus, se produit entre le 3e

et le be jour de germination. Paralldlement, les divisions cellulaires

et 1'ARN messager-poly (A+) augmentent, De plus, il y & une diminution

rapide de la quantité 4'ARN-poly (A+), contrairement aux sutres formes

stables d'ARN, aprés la cessation des divisions cellulaires.

Les résultats que nous avons obtenus montrent une stimulastion

de la synthése des ARN polyadénylés lors des phénomnes de frolifération
.

cellulaire, ils scnt donc & rapprocher de ceux de GRIERSON et COVEY
(1975). Toutefois, nous avons mis en &vidence un certain nombre d'éléments
nouveaux. Au 7e jour de culture, lors de l'apparition des premiers nodules
méristématiques, les ARN de la fraction "TB-RNA" renferment pius de 80 %
d'ARN polyadénylés. L'apparition des organes se caractérise donc essentiel-
lement par la synthése de messagers polyadénylés. Par contre, au 2e jour
de culture, pendant la phase d'induction mitotique et avent les premilres

divisicns cellulaires, les phfnoménes ovservés sont différents. Tout



d'atord on note une proportion plus importsnte A'ARN retenus sur la

colonne de MAK (21 %) parmi lesquels environ 40 % seulement sont polyadény-
1és ; le reste pourrait alors comprendre des ARN messagers non polyadénylés
ou présentant des s€quences trop courtes pour s'hybrider a l'acide‘polyuridy-
lique 1ié au sépharose ou encore des ARN de la catégorie du "D-RNA" ; ces
derniers sont d'ailleurs présents sur les profils d'élution des colonnes de
MAK, au 2e jour de la culture, juste apfés les ARN ribosomaux. Il est alors
possible que dans nos conditions expérimentalgs, une partie du "D-RNA" soit
éluée avec la fraction "TB-RNA". Cette phase de synthése,avant les divi-
sions cellulaires, pourrait donc €tre caractérisée davantage par ce type
d'ARN, constitué de molécules de grande taille qui seraient des pré-
curseurs d'ARN ribosomaux ou représenteraient la fofme rucléaire, initia-
trice des ARN messagers' (TEISSERE et Coll., 1972 ; SCHMID et Coll., 1975).
Quelques travaux ont montré 1'intérvention possiﬁle de ceéte catégorie
de molécules dans la régulation de 1l'expression génétique. Ainsi, LACHARME
(1972) met en évidence des ARN de poids moléculaire &levé (32 a4 55 S).

qui joueraient un rdle important dans le déclenchement des divisicns
cellulaires., L'acide abtscissique et la kiﬁétine interviendraient sur la
synthése d'espéces moléculaires de ce type (KHAN et ANOJULU, 1970 ; KHAN

et Coll., 1970). De plus, récemment, RICARD et Coll. (1976) ont montré

que l'auxine induit la synthése A'ARN spécifiques représentds dds le

début du traitement auxinique (1 H 30) par des ARN d'origine nucldaire
(uMpP/AMP : i,12) puis par des ARN messagers polysomiques (UMP/AMP : 0,L43)

& mesure que l'action hormonale se prolonge.

Si les ARN polyadénylés sont prépondérants au moment ol les méristdmes

caulinaires s'organisent, la période qui précéde les premiéres divisions cellu-

laires serait donc caractérisée davantage par 1'apparition d'une catégorie d'ARN

différente, apparentfe, au moins en partie, au "D-RNA".



Certes, cette hypothése devra étre vérifiée car, si ces molécules
dont on connait un certain nombre de caractéristiques : renouvellement ra-
pide, constante de sédimentation pouvant aller jusqu'd 60 S et plus,
"richesse" en UMP, bnt é€té décrites dans divers types de cellules animales,
elles ne sont que rarement signalées dans le cas des cellules végétales.

Ce type de molécule, dont l'existence est liée au noyau cellulaire, pose
un probiéme plusigénéral, qui -est celuil des liens éventuels entre les
ARN nucléaires instables, les précurseurs des ARN ribosomaux et les ARN

messagers cytoplasmigques.

(&3]
4]

[$3]

En conclusion, nous avons acquis une bonne maltrise de notre maté-
riel biologique et nous en avons fixé les conditions d'utilisation. Nous avons
ensuite vérirfié 1l'action d'un certain nombre de facteurs chimiques, afin
de déterminer les propriétés organogénes de ces tissus dont 1'emploi
pour d'autres recherches, est maintenant possible. Enfin,nous avons cherché

a préciser les &étapes biochimiques liées & la néoformation des bourgeons.

La plupart des techniques gue nous avons utilisfes, basées sur des
propriétés physicochimiques bien établies, sont couramment employédes pour
1l'analyse des cellules esnimales et ont, le plus souvent, servi & 1'étude
du métabolisme des tissuc végétaux, sans contrdle de leur efficacité.
L'application de ces techniques & notre matériel s cependant présenté de
nombreuses difficultés qui ont nécessité une &tude criticue. Cela atoubit
é.une‘méthodologie originale, adaptée aux exigences des tissus que nous

Pl
avons employés.
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_An terme de ce travail, nous avons l'impression certes, d'avoir
résolu un certain nombre de questions mais aussi d'en svoir ppéé bien
davantage. Peut-&tre est-ce 14 le rellet de la grande complexité des phénc-
ménes d'organogenése ? Néanmoins, ces résultats expérimentaux nous paraissent
nécessiter d'autres développements. En perticulier, une &tude prospective
sur l'action des horﬁones'appliquées de manicre séquentielle, en association
ou non avec d'autres facteurs (nutrition, lumidre ...) peut apporter des
é1éments nouveaux pour interpréter les mécanismes régulateurs de la néofor-—
mation des organes. Par allleurs, la poursuite de ce travail nécessite de
tenter de caractériser les ARV mis en évidence au 2e jour de la culture
et que nous avons supposé €tre du type "D-RNA". Cette &tude pouvent &tre
réalisée conjointement & celle gue nous avons entreprise avec les
suspensions cellulaires de Silene alba qui se prétent davantage & une
analyse des mécanismes 1iés 3 la division cellulaire. Enfin, puisqu'il’
est possible, suivant les conditions expérimentales, de faire produire
a8 ces tissus d'endive, soitides bourgeons, soit des racines, nous
envisageons de comparer les espdces moléculaires d'ARN nécessaires 4 la

réalisation de 1'un ou de l'autre de ces programmes d'organogenése.

[£4]
1)
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RESUME

L'étude de la néoformation des bourgeons a &té réalisée & partir
de fragments de feuilles étiolées d'endive (Cichorium intybus L. var.
Witloof) cultivés in vitro.

Nous avons d'abord cherché & définir un milieu de base, aussi sim-
ple que possible, qui permette un développement satisfaisant des explantats.
Aprés une série d'essais, nous avons choisi un milieu solidifié par de
la gélose (0,9 %9 qui comprend les selg minéraux de la solution de KNOP di-
luée de moitié et du glucose (3 %). Afin de tenir compte du gradient organo-
géne, nous n'avons utilisé que les fragments (16 mm de diamdtre) prélevés
dans la partie médiane des feuilles moyennes des bourgeons étiolés d'endive.

A 22°C et éclairés 12 heures par jour, les explantats manifestent
une polarité trés marquée. Le cal apparait 3 la partie basale des explantats
et les organes naissent, pour la plupart, & ce niveau. Cette polarité est

toutefois influencée par différents facteurs: Age et taille des explantats,

mode d'ensemencement, présence de phytohormones dans le milieu de culture... .

L'apport de régulateurs de croissance nous a permis de vérifier
leur rdle dans la néoformation des bourgeons. La kinétine augmente considéra-
blement le nombre des bourgeons néoformés et 1l'auxine renforce son effica-
cité, ce qui explique en partie le rSle du lait de coco. L'acide gibbérel-

ligue, ajouté au milieu de culture, n'a pratiquement pas d'effet sur le
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5M. Cette

bourgeonnement si ce n'est qu'il est inhibiteur au-deld de 10~
hormone réduit l'effet stimulant de la kinétine et renforce les propriétés
rhizogénes de l'auxine. L'adénine stimﬁle le bourgeonnement moins efficace-
ment que la kinétine et ne modifie pratiquement pas 1l'effet de cette
derniére. Ceci exclut que la cytokinine puisse agir par 1l'intermédiaire

de 1l'adénine, d'autant plus que les intéractions adénine-auxine sont nette-
ment différentes des intéractions kinétine-auxine ; la cytokinine et
1'adénine possédént done apparémment un mode d'action indépendant. De plus,
parmi les bases constitutives des acides nucléigues, l'adénine est la

plus active, suivie par l'uracile et la thymine ; les sutres bases purigues
ou pyrimidiques n'ayant aucun effet.

Nous avons ensuite essayé de bloquer.les phénoménes d'organogendse
par des analogues susceptibles de perturber le métabolisme des acides nucléi-
ques. Les analogues puriques : 2,6-diaminopurine et 8-azaguanine, & concen-
trations appropriées, inhibent le bourgeonnement. Cette inhibition est suppri-
mée respectivement par 1'adénine ou la guanine. Les analogues pyrimidiques
semblent avoir des modalités d'action plus complexes. Si l'inhibition des
bourgeons par le S5-fluorouracile est levée partiellement, celle provoquée
par le 6-azauracile est supprimée totalement & la fois par l'uracile, son
nucléoside, la cytidine ou l'acide orotique. Contrairement aux analogues
précédents, 1l'hydrazide maléique peut ré&duire la formetion des bourgeons
sans affecter celle du cal. Cette diminution peut €tre supprimée par 1l'uraci-
le mais les autres bases ou leurs nucléosides sont sans effet. L'hydrazide.
maléique interviendrait donc comme un antimétabolite de 1l'uracile pour les
tissus de feuilles d'endive. Notre connaissance imparfaite des mécanismes
d'action de ces composés incite & beaucoup de prudence pour interpréter

ces résultats ; ils soulignent néanmoins les relations qui existent entre

le métabolisme des acides nucléiques et les phénoménes d'organogenése.

1Th



Nous avons donc &té amené 3 suivre 1'évolution des a;ides nucléi-
ques au cours de la néofcormation des bourgeons. Il a fallu tout d'abord
adapter les techniques biochimiques au matériel utilis® et suivre simultané-
ment les principales modifications histologiques gqui accompagnent la néofor-
mation des bourgeons.

Au cours des transformations histologiques, deux &tapes nous parsis-~
sent plus marquantes ; c'est au 3e jour de culfure le début des divisions
cellulaires puis & partir du 6e jour, l'apparition'des nodules méristémati-
ques. Chacune de ces étapes s'accompagne d'une synthi@se acerue d'ARN,

o

suivie de synthéses de protéines et A'ADN. L'exaltation de la synthése d'ARW
est le signal trés précis des modifications histologiques observées. I'impor-
tance relative des synthéses A'ARN au cours de ces deux périodes est variable;

il y a toutefois une relation entre elles comme entre la prolifération

cellulaire et la - formation de bourgeons au sein du cal inorganisé.

A 1'aide de substances telles que 1l'auxine, la kirétine et
1'hydrazide maléique qui permettent d'intervenir sur 1'une ou 1'autre
étape du bourgeonnement, nous avons montré que la premidre synthése
d'ARN est liée & la prolifération cellulaire dont elle régle 1'importance,
alors que la seconde, qui correspond & la formation des nodules méristéma-
tiques, semble déterminer l'intensité du beurgeonnément.

Par ihcorporation.de 32P dans les acides nucléiques au cours de
la culture des tissus d'endive, nous avons pu montrer que les deux périodes
de synthése d'ARN total se distinguaient par un rapport différent entre
les nucléotides adényliques et uridyliques.

L'utilisation de colonnes d'albumine méthylée et de sépharose-
poly (U), nous permet de préciser que pendant la période qui préedde

e o . . . . . 1k .
les divisions cellulaires, l'incorporation d'adénosine- € est proportion-

nellement plus importante au niveau des ARN solubles et de ceux demeurant

17



fixés sur l'albumine méthylée aprds 1l'élution saline. Cette fraction "TB-RNA"
comprend 40 % environ d'ARN polyadénylés ; les ARN restant, dont la nature
est discutée, doivent vraisembablement jouer un rdle important dans 1'induc-—
tion de la prolifération cellulaire.

Lors de l'apparition des nodules méristématiques, il y a par contre
une synthése préférentielle d'ARN ribosomaux, alors que la radiocactivité
incorporée dans les ARN solubles ainsi que celle associée & la fraction
"TB-RNA" diminue. Cette fraction est d'ailleurs constituée en majeure
partie (83 %) A'ARN polyadénylés. La formation des &bauches de bourgeons

est donc liée essentiellemant & la production d'ARN messagers polyadénylés.

n
[£3]

[£4]
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