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U T I L I S E E S  

M u m e  d u  activL-téA p h y & . o l o g i q u . ~  d a  ~ A U A  d d u  c W e 6  

ADN = acide désoxyribo~ucléique 

ARN = acide ribonucléique 

CHa = chtorophylle a 

CHb = chlorophylle b 

CHt = chlor~phylle totale 

G' 1 = phases du cycle ce1 I ula i re précédant et sui vant la phase de synthèse, S 
G2 

inl-ensité respiratoire 

intensité respiratoire rapportée à l'unité de protéines 

intensité respiratoire rapportée à l'unité de matière fraîche 

poids de matibre fraîche 

polds de matière sèche 

azote protéique 

azote sol ub 1 e 

azote total 

fonction thiol 

fonction disulfure 

-SH/-SH + S-S = pourcentage de fonctions thiols 

F a & w  de. chahacrncc et 41lubLtew 
AI A = acide indolylacétique 

ANA = acide naphtylacétique 

2,400 = acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 

HM = hydrazide maléique 

K I  n = kinétine 
N-E.M. = N-éthylrnaléimide 

P--C.M'.B.= P-chloromercuribenzoate de sodium 

C o n m o n 5  cxpE&imenCule& ( exmtptu ) 
.IIi. 

18 : 6 = 18 h de lumière et 6 h d'obscurité, pour un cycle photopériodique de 

24 h 
-2 - 1  1000 lux : environ 400C - 4500 ergS.cm .s ( lumière blanche) 
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d u  ? P ~ ~ i ? c l ~ u  Hofia Texte 

= crête  ( P l a s t e )  

= dictyosome 

= entre-noeud 

= globule lipidique 

granurn (Plaste) 

leucoplaste amylifère 

ml tochondr i e 

Noyau 

nucléole 

pe roxy some 

prop 1 a s t e  

paroi 

rékiculum endoplasmique 

stroma (Pl aste) 

t PhylacoCde (Plaste) 

V = vacuole 

v j = jeune vacuole (de petite tail le) 

va vésicule amylifère (Plaste) 

ve = vésicule (Plaste) 



N T R O  

H I S T O  

La croissance das Végétaux demeure un problème actue l ,  qu i  

présente un grand i n t é r ê t  t a n t  su r  l e  p lan thbor ique quî su r  l e  p l an  

prat iqye.  La c u l t u r e  i n  v i t r o  des t i s s u s  végétaux réa l i sée  depuis une 

quarantaine dtann6es a déj5 fourn i  des r é s u l t a t s  t r S s  in ié ressan ts  dans 

des domaines var iés  : n ü t r i t i o n  minérale, u t i l i s a t i o n  des substances de 

croissance pour l e  con t rô l e  de l a  m u l t i p l i c a t i o n  c e l l u l a i r e  ot ds I1orga- 

nogénèse, emSryogen$se, micropropagation des plantes, etc... (GAUTHERET, 

1959, 1964 ; STREET, 1973 ; REINERT e t  BAJAJ, 1977). Plus récement ,  l a  

p o s s i b i l i t é  de c u l t i v e r  des c e l l u l e s  végétales p lus  ou moins i so lées  en 

m i l i e u  l i q u i d e  a g i t é  a susc i té  de nouvel les  rechwches; notamment pcur 

mieux c o n t r ô l e r  l e  déroulement de I ô  croissance (PEAUD-LENOEL e t  JOUAN- 

NEAU, 1971 ; KING e t  co l l . ,  1973 ; GUERN e t  LEGUAY, 19/71. Les c e l l u l e s  

en suspension on t  l 'avantage d ' ê t r e  en con tac t  permanent avec l e  m i l i e u  

de cu l tu re ,  mani festent  un taux de croissance généralement p lus  é lev6  

que c e l u i  des co lon ies  t i s s u l a i r e s  e t  prgsentent une p lus  srande honogé- 

né i té .  I I  e s t  poss ib le  de l eu r  appl iquer  des techniques couramment u t i l i -  

sées en mic rob io log ie  pour o b t e n i r  des muYznis, i s o l e r  des clones e t  syn- 

chroniser,  au moins par t ie l lement ,  les  d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s .  Dans i e  

domaine ds l a  r ~ c h e r c h e  appliquée, i l  f a u t  s igna!er  que de nombreux rszta- 

b o l i t e s  secondaires ta lcaloÏdes,  tsrpènes, s té ro ls ,  phénols, anthocyônes, 



etc...), produits de façon spécifique par certaines plantes entières 

(BUTCHER, 1977), peuvent être synthétisées par des cellules en suspen- 

sion (COiJSTABEt et coll., 1971 ; DAVIES, 1972 ; B'JCKLAND et TOWNSLEY, 

1975 ; KAMIMURA et coll., 1976 ; GAMBURG, 1978). Bien que les rendements 

obtenus soient généralement faibles, les biotransformations réalisées 

par certaines cellules (FURUYA et col\., 1973 ; REINHARD, 1974 ; STECK 

et CONSTABEL, 1974) et la possibilité de les cultiver en fennenteurs 

(CHENIEUX et coll., 1977 ; STREET, 1977) offrent des perspectives 

nouvelles intéressantes. 

L'idée selon laquelle des composés à fonction -SH jouent un 

rôle dans les processus de la croissance n'est pas nouvelle. Selon PILET 

(19571,ce serait GOLA qui aurait signalé pour la première fois I1accu- 

- mulation de compos6s sulfhydrilés au niveau des méristèmes, en 1902. 
Mais ce n'est qu'une trentaine d'années plus tard que les recherches 

entreprises par HAMMET, RAPKl NE et ieurs CO l l aborateurs permi rent d 'éta- 

blir un rapport entre la multiplication des cellules et les fonctions 

thiols. Dès 1929, HAMMET confirme l~accumulation de ccmposés sulfhydrilés 

dans les méristèmes racinaires et constate que les sels oe plomb inhi- 

bent de façon réversible la croissance des racines d'Ail et de Mars en 

se combinant avec des radicaux -SH. Après avoir utilisé de nombreux 

composés soufrés renfermant des fonctions -SH ou des ponts disulfures, 

HAMMET ( 1929, a et b) affirme que seuls les composés su l fhydri lés 

stimulent la croissance, les formes oxydées étant généralement inhibi- 

tri ces. 

En 1931, RAPKINE analyse les variations de la teneur en -SH 

acidosolubles lors de la première mitose de l'oeuf d'oursin et constate 

qu'elle diminue au cours de la prophase pour augmenter rapidement dès 

le début de la métaphase et jusqurau moment où la cellule se divise. 

C'est la première fois qu'on étab l i ssait un rapport direct entre la 

- teneur en -SH endogènes et le dhroulement de la mitose. Quelques années 

plus tard, i l  démontre que des inhibiteurs des fonctions thiols bloquent 

la division cellulaire et que le glutathion lève cette inhibition (RAP- 

KINE, 1936, 1937). 

M s  le début de ses travaux, HAMMET eut le mérite de tenter de 

distinguer les effets des composés sulfhydrilés sur les dsux principaux 



aspects de la croissance : I~augnentat ion du nombre des c e l l u l e s  e t  ce l -  

le  de leur  t a i l l e .  Selon c e t  auteur, i l  ne p a r a i t  pas douteux que les 

-SH interviennent de manière spéci f ique sur la  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  Un 

peu p l  us tard,  HAkV4ET e t  CHAPMAN ( 1938) signa len t  une "cor ré la t ion  

pos i t i vew entre les -SH e t  la  m u l t i p l i c a t i o n  c e l l u l a i r e  e t  une "corré- 

l a t i o n  négativen en t re  ces composés e t  l 'é longat ion des ce l l u les .  Ainsi ,  

les -SH e t  plus spécialement l e  g lu ta th ion  (HAMMET en pa r le  comme d'une 

v e r i t a b l e  "hormone mitot ique") indu i ra ien t  d'une manière spéci f ique 

l a  d i v i s i o n  des ce l lu les .  

En u t i l i s a n t  d i f f é ren ts  i nh ib i t eu rs  des fonct ions t h i o l s ,  

COMMONER e t  THlMANN (19411 e t  THlMANN e t  W.D. BONNER (1948) montrent 

que les -SH interviennent également dans l es  processus d'élongat ion. 

Simultanément J. BONNER (1949) constate que la cys?éine inh ibe I1élonga- 

t i o n  des co léopt i les  d'Avoine. Ces r é s u l t a t s  apparemment contradic- 

t o i r e s  s'expliquent s i  on admet que les deux catégories ae substances 

con t ra r i en t  l ' a c t i o n  de I 'auxine qui st imule l 'é longat ion  c e l l u l a i r e .  

Or, à l a même époque, HANSCH, MU I R  e t  METZENBERG ( 1951 suggèrent que 

I 'auxine a g i t  en se f i x a n t  sur une proté ine par deux l ia isons,  dont 

l 'une f a i t  i n te rven i r  une fonct ion t h i c l .  Cette théo r ie  permet d 1 i n t e r -  

p ré te r  les observations de THlMANN e t  BONNER e t  rend compte de I ' a c t i -  

v i t é  d'une major i té  de substances auxinomimétiques. I I  y a t o u t e f o i s  

quelques exceptions qui montrent qu 'e l l e  e s t  i nsu f f i san te  (F,lUIR e t  

HANSCH, 1953). Par la sui te,  d'autres complexes auxines-protéines 

ont  é t é  mis en évidence par d i f f é r e n t s  auteurs, notamment par SIEGEL 

e t  GALSTON (1953) e t  par MARRE (19551, sans qu'on sache s i  les fonc t ions  

t h i o l s  jouent un r ô l e  important dans leur cons t i t u t i on .  

On connait  aujourd'hui l a  t r è s  grande r é a c t i v i t é  des r a d i -  

caux -SH e t  l e  r ô l e  de quelques composés s u l f h y d r i l é s  solubles, notam- 

ment c e l u i  du g lu ta th ion  e t  de l a  cystéine qui sont des mai l lons  impor- 

t a n t s  des chaines dloxydo-réduction (JOCELYN, 1972, p. 190-200). On 

s a i t  également que de nombreuses enzymes (principalement des oxydo- 

r4ductases, des transférases e t  des hydrolases) présentent des fonct ions 

-SH dont l ' i n t é g r i t é  es t  indispensable à leur  a c t i v i t é  (BARRON, 1951 ; 

JAVlLLlER e t  co l l . ,  1964). Par a i l l eu rs ,  l e  développement des techn i -  

ques de fractionnement c e l l u l a i r e  a révélé que l ' a c t i v i t é  de nombreux 

organi tes e t  p lus part icul ièrement c e l l e  des mitochondries e t  du 

ré t i cu lum endoplasmique e s t  part ie l lement ou totalement supprimée 



quand on bloque les  fonc t ions  -SH par des i n h i b i t e u r s  spéci f iques 

(JOCELYN, 1972, p. 222-235) ; ce qui confirme l es  t ravaux d6jà 

anc i ens de TH 1 tIAr\lN e t  BONFJER ( 1948, 1949) . 

I I  e s t  c l a i r  que les  conceptions de HAMMET, RAPKINE e t  

BONNER sont beaucoup t r o p  r e s t r i c t i v e s  : l e  g l u t a t h i o n  n 'es t  ce r ta ine-  

ment pas "l'hormone mi to t ique1 '  e t  les radicaux -SH n ' in te rv iennent  

pas de façon spéc i f ique dans les processus de mérésis e t  d'auxésis. 

Mais l e  f a i t  que l es  fonc t ions  t h i o l s ,  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  des 

enzymes -SH dépendantes, con t rô l en t  des chaines métaboliques aussi 

fondamentales que l a  g lyco lyse  e t  l e  cyc le  de KREBS n ' e x c l u t  pas, b ien 

au con t ra  i re, que les  rad i caux -SH agi ssent éga l emint  sur la  c r o  i ssance 

qui procède,en d é f i n i t i v e  de l ' a c t i v i t é  du métabolisme c e l l u l a i r e  dans 

son ensemble. De plus,  deux théor ies  récentes, c e l l e  de MAZIA (1959) e t  

c e l l e  de LAMPORT (1965 ; 19701, que nous exposerons e t  d iscuterons p lus  

l o i  n, suggerent que les  -SH jouent  un r Ô l  e t r è s  important  d'une p a r t  

dans l a  format ion e t  l e  fonctionnement de l ' appa re i l  mi to t ique,  donc 

dans l a  dynamique de l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  ; d 'au t re  pa r t ,  Sans 

l ' e x t e n s i b i l i t é  des paro is  e t  par conséquent dans l e  grandissement 

des c e l l u l e s  végétales. 

Etant donné l a  grande r é a c t i v i t é  des radicaux -SI{ e t  l e u r  

p a r t i c i p a t i o n  à de nombreux processus physiologiques chez les  Végétaux 

(germination, d i v i s i o n  c e l l u l a i r e ,  é longat ion,  f l o r a i s o n ,  maturat ion 

des f r u i t s ,  rés is tance au f r o i d  e t  à la  sécheresse etc...) l e  cho ix  

du matér ie l  b io log ique à u t i l i s e r  pour analyser les r e l a t i o n s  e n t r e  

les  -SH e t  l a  croissance e s t  p a r t i c u l  ièrement important. Bien 

peu de ma té r i e l s  semblent pouvoir  o f f r i r  l es  avantages des oeufs 

d 'ours in  employés par RAPKINE pu i s  par MAZIA. La p l u p a r t  des cher- 

cheurs qu i  se sont se rv i s  d'un matér ie l  végétal  o n t  u t i l i s é  des 

méristèmes rac ina i res  (HAMMETT, 1929 ; HAMMETT e t  CHAPMAN, 1938 ; 

GOAS, 1955 ; PILET, 1957 ; PILET e t  ZRYD, 1965 ; ZRYD, 1967 e t  

1969) ou cau l i nâ i res  (LANCE, 1955), des germinat ions (HOPKINS 

e t  MORGAN, 1943 ; SPRAGG etCo11.,1962). MARRE e t  ARRIGONI (1957,a) 

GOAS (1956, 1964) e t  quelques aut res on t  employé des co !éop t i l es  

e t  des fragments de t i g e .  Peu de travaux, e t  on l e  comprend, o n t  

por té  sur des organes prélevés sur  des p lan tes  e n t i è r e s  ; c i t o n s  



cependant les recherches de BRUNEL-CAPELLE (1955) e t  de GGAS (1954 e t  1959). 

Lorsque cous avons en t repr i s  ce t r a v a i l ,  on connaissai t  t r è s  

peu de choses sur l a  p a r t i c i p a t i o n  des composés s u l f h y d r i l é s  à l a  

croissance des cu l t u res  i n  v i t r o  des plantes. A l a  s u i t g  de GAUTHERET (1937, 

1939 e t  de NOBECOURT (19371, p lus ieurs  chercheurs préconisèrent 

d ' incorporer de l a  cystéine dans les m i l i eux  de c u l t u r e  ; par l a  su i te ,  

I I  s'avéra que c e t t e  substance n ' é t a i t  généralement pas indispensable. 

D'autres composés renfermant une fonc t ion  t h i o l  peuvent s t imu le r  l a  

croissance, ma i s les  e f f e t s  va r i en t  beaucoup selon l a  nature du t i s s u  

e t  les  condi t ions de leur  u t i l i s a t i o n  (BOURIQUET, 19601, Aucun t r a -  

vai  l comportant 'des dosages des fonct ions t h i o l  s dans des t i ssus végé- 

taux c u l t i v é s  i n  v i t r o  n ' a v a i t  encore é t é  e f fec tué.  

Nous nous sommes p a r t l c u  l ièrement i ntéressé aux "-SH 

solublesn, c 'est-à-dire à l a  f r a c t i o n  des compos6s s u l f h y d r i l é s  solu-  

b les  dans l ' ac i de  t r i ch lo racé t i que  ou dans l ' ac i de  su l f osa l i c y l i que .  

E l l e  comporte,en p lus  des acides aminés soufrés, l e  g l u ta th i on  qui 

représente chez les  p lantes l a  majeure p a r t i e  des -SH acidosolubles 

(JOCELYN, 1972, p. 10-14 e t  279-287) e t  quelques p e t i t s  peptides dont 

l a  présence dépend de l 'agent u t i l i s é  pour p r é c i p i t e r  les proté ines 

(MA2 IA, 1959). Les "-SH p ro té i  qeesfl appart iennent à p lus ieurs  caté- 

gor ies,  selon leur  l laccessibi l i tél l  au se in  des proté ines e t  à l a  

f a c u l t é  q u ' i l s  on t  de r é a g i r  avec des agents oxydants (BARRON, 1951 ; 

JAVILLIER e t  co l l . ,  1964). Dans les proté ines natives, les  I1 f ree ly  

reac t i ng  -SH groupsn réagissent avec des oxydants doux t e l s  que l e  

fer r icyanure e t  I1iodosobenzoate, les  "s luggish -SH groups" réagis-  

sent  avec des agents p lus  puissants comme l e  p-chloromercuribenzoate 

par exemple. Enfin, i l  e x i s t e  une t ro is ième ca tégor ie  de -SH, s i  b i en  

protégés au se in  des proté ines natives, q u ' i l s  ne sont pas oxydables 

par les  composés précédents : ce sont les  "-SH masqués" que I t o n  n 1  

a t t e i n t  qu'après dénaturat ion des protéines. En ra ison  des d i f férences 

de r é a c t i v i t é  des diverses catégor ies de -SH protéiques, e t  parce 

que les  -SH solubles représentent certainement l ' un  des me i l l eu rs  

c r i t è r e s  pour juger  de l ' a c t i v i t é  des c e l l u l e s  (ZRYD, 19691, nous 

avons sur tou t  analysé les  va r i a t i ons  de ces derniers.  



Dans l a  prentière p a r t i e  de ce mémoire, nous étudierons l a  

r é p a r t i t i o n  des composés -SH dans des cu l tu res  i n  v i t r o  de Carot te  

(fragments de rac ine e t  colonies t i s s u l a i r e s )  e t  leur  évo lu t ion  au 

cours de l eu r  croissance. Nous examinerons également les répercus- 

sions provoquées par des modi f icat ions de l'environnement des cu l tu res  

sur leur  p r o l i f é r a t i o n  e t  paral lèlement sur leur teneur en -SH. Dans 

l a  seconde par t ie ,  nous déterminerons les pr incipaux paramètres de 

l a  croissance d'une suspension c e l l u l a i r e  de Si lène e t  nous étudierons 

les facteurs endogènes e t  exogènes qui cont rô len t  l e  cyc le  de c ro i s -  

sance. La connaissance de ces paramètres devra i t  nous permettre de 

- synchroniser des suspensions c e l l u l a i r e s  de Silène e t  a i n s i  de d is-  

poser d'un matér iel  p lus favorable pour analyser les v a r i a t i o n s  des 

composés su l fhyd r i l és  en r e l a t i o n  avec l a  m u l t i p l i c a t i o n  e t  l e  grandis- 

sement des ce l lu les .  Enfin, nous confronterons nos r é s u l t a t s  avec 

ceux de nos prédécesseurs e t  nous les discuterons en fonc t ion  de 

p l  usi eurs hypotheses qui fon t  i nterven i r les  groupements -SH dens 

tes mécanismes physiologiques e t  biochimiques de l a  croissance des 

Végétaux. 



M A T E R  1 E L 

M E T H O D E S  



L'ensemble de ce t r a v a i l  a é t é  e f f ec tué  avec des t i s s u s  e t  des 

c e l l u l e s  végétales c u l t i v é s  i n  v i t r o .  Nous décr i rons d'abord brièvement 

les  techniques de cu l t u res  mises en oeuvre, pu i s  nous exposerons l es  

d i f f é r e n t e s  métnodes u t i l i s é e s .  pour mesurer l a  croissance e t  l ' a c t i v i t é  

physiologique des t i s s u s  e t  des c e l l u l e s  e t  pour doser les  groupements 

soufrés (-SH e t  S-SI  dans ces cu l tu res .  

CHAPI'IRE 1 :  L E S  C U L T U R E S  I N  V I T R O  D E  

C A R O T T E  E T  E E  S I L E : I E  

A - CULTURES DE FRAGMENTS D'ORGANES 

1 - Or ia ine  e t  ~ r é ~ a r a t i o n  du matér ie l  b i o l o ~ i a u e  

Les rac ines de Carot te  (Daucus carota  L.) proviennent du commerce - 
Après un t r i  soi,gnaux pour é v i t e r  t o u t e  blessure ou nécrose apparente, 

e l l e s  sont pelées, pu is  plongées pendant 15 à 20 mn dans une s o i u t i o n  

renfermant 90 g o  1 - '  d 'hypoch lo r i te  de calc ium à 2 1 5 O  chloromEtrique 

(ou 140 g. 1 - 1  d lhypochlor i te  de calc ium PROLABO à 110-125"). Après 3 

lavages success i fs  de 10 mn chacun, les rac ines sont débi tées en 

tronçons de 25 ou 30 mm de longueur. Chez l a  Carotte, i l  e s t  f a c i l e  

de l o c a l i s e r  l a  pénét ra t ion de I ' hypoch lo r i t e  dans les  t i s s u s  c o r t i -  

caux. Toutes les  zones a t t -e in tes  blanchissent rapidement ; e l l e s  

doivent ê t r e  él iminées. Chaque tronçon e s t  a l o r s  découpé au scalpe!  

en prismes de 8 mm de cô té  ou, à l ' a i d e  d'un emporte-pièce, en c y l i n -  

dres de 8 mm de diamètre. Ce i te  seconde méthode e s t  p r é f i r a b l e  car  

e l l e  f o u r n i t  des fragments mieux ca l i b rés .  Notons que les  exp lan ta ts  

sont pré levés au niveau du cambium e t  q u ' i l s  comportent du phloème 

e t  du xylème. 

Les t i g e s  de S i lène  [ S i  lene - alba (MILLER) E.H.L. KRAUSE = 

Melandri um album (MILLER) GARCKE = Lychnis dioTca L.] sont réco l tées  - 
sur des p lan tes  sauvages ou c u l t i v é e s  en p le i ne  t e r r e .  Après abla- 

t i o n  des f e u i l l e s ,  e l l e s  sont désinfectées par une s o l u t i o n  de Mercryl 

l au ry l é  LABAZ ( 3  2 pendant 15 mn), pu is  par une s o l u t i o n  d'hypochlo- 

r i t e  de calc ium (70 ou 120 g.l-l, selon l e  degré chlorom6tr ique. 

pendant 15 mn) e t  r incées ( 3  f o i s  10 mn) à l ' eau  s t é r i l e .  Des f rag- 

ments de 25 mm sont a l o r s  prélevés au niveau des entre-noeuds ou des 

noeuds. 



2 - M i  se en cu l tu re  

Les techniques de cu l t i~ r -e  sont ce l l es  préconisées par  GAUTHERET 

(1959). D'une manière générale, les  fragments de rac ines de Carot te  e+ de 

t i g e s  de Si lène sont c u l t i v é s  dans des tubes (120 mm x 20 mn) contenant 

20 m l  de m i l i e u  gélosé (0,9 % d'agar en branches ou mieux 0,6 $ d'agar 

en poudre). I l s  sont placés vert icalement, à demi-enfoncés dans l e  mi l ieu ,  

en pos i t i on  normale, N, ( face rac ina i re  plongeant dans l a  s o l u t i o n  n u t r i -  

t l v e )  ou en p o s i t i o n  inverse, 1, ( face f o l i a i r e  immergée dans l a  so lu t i on  

n u t r i t i v e ) .  Pour quelques expériences particulières, l e s  fragments on t  

é+é disposés horizontalement à l a  surface du m i l i e u  gélosé, dans des f i o l e s  

de FOURNEAU de 125 m l  renfermant 50 m l  de so lu t ion  n u t r i t i v e .  

Mi l ieux  de cu l tu re  

les  racines de Carotte 
--------------------me 

Les fragments de rac ine sont c u l t i v é s  sur un m l l l e u  simple conte- 

nant les macro- e t  les microéléments de l a  so lu t ion  minérale de HELLER 

( 1953) p l  us 3 % de glucose. P l  usieurs sér ies de CU l t u r e s  ont  été effectuées 

sur un m i ! i eu  légèrement d i f f é r e n t  renfermant en p lus  de l a  so lu t i on  de 

KNOP d i l uée  de moit ié,  les  oligoéléments de l a  so lu t i on  de BERTHELOT 

modif iée par GAUT.HERET (1959, p. 12) e t  3 % de glucose. 

tJ Le2-zi9es-be-Sl'ee2- 
Les conditions de c u l t u r e  e t  les exigences n u t r i t i o n n e l l e s  des 

cu l tu res  de Si lène n'avaient jamais é té  étudiées. Aussi, avons-nous u t i l  i sé  

simultanément un m i l i e u  simple, c e l u i  de HELLER, e t  un m i l i e u  p lus  complexe, 

c e l u i  de MURASHIGE e t  SKOOG (19621, auxquels nous avons a jouté d i f f é r e n t s  

rQgulateurs de croissance. Des r é s u l t a t s  d i f f é r e n t s  o n t  4 té obtsnus selon 

I ' o r ig ine  des fragments (entre-noeuds ou noeuds), leur  p o s i t i o n  par rappor t  

au mi l ieu,  l a  nature des substances phytohormonales u t i  l isées. 

a- 'e_s-~ttfe_!o_eld2 

Lorsque des fragments prélevés au niveau des entre-noeuds sont t rans- 

plantés en p o s i t i o n  inverse sur l es  m i l i eux  de HELLER ou de MURASHIGE e t  

SKOOG dépourvus de régulateurs de croissance, l a  face r a c i n a i r e  s i tuée 

hors du m i l i e u  p r o l l f B r e .  Ce n 'est  pas l 'ass ise  cambiale qui se d iv ise,  



contrairement à ce que nous pensions initialement [DUBOIS et BOURlQUET,t97 

Les tissus néoformés proviennent d u  recloisonnement des cellules du paren- 

chyme cortical entourant l'anneau de sclérenchyme. Les cellules du scléreo 

chyme les moins différenciées participent également à la formation du cal 

(PI. 1 ,  Fig. 4 et 5 ) .  

Après une quinzaine de jours, un cal chlorophyllien dur et compa 

recouvre l a  face racinaire des fragments. Sa croissance est lente (PI. 1 ,  

Fig.  6). 

Le développement polarisé des cals est bien mis en évidence quan 

les fragments de tige sont placés horizontalement à la surface du milieu 

de HELLER dépourvu de phytohormones. Dans ces conditions, la polarité est 

absolue : les cals se forment uniquement à la face racinaire des explantat 

En présence de AIA ou de 2,4-0, la prolifération peut se manifester laté- 

ralement et même à la face foliaire des fragments (Tableau 1). Curieusemen 

les cals latéraux et apicaux sont toujours plus friables et m i n s  chloro- 

phylliens que ceux qui se forment en position basale. 

TABLEAU I : Effets  du A I A  e t  du 2,4-D sur l a  polaritd manifestée par 

tes fragments de t ige  ten&elroeudsi de Sildne cu l t i vds  en 

SOLUT 1 ON 

NUTR I l  1 VE 

HELLER ( H l  

-8 

-8 
10 g . m l - l  

H + 2,4-D 10 19.ml -' 
- 1 

1 0 - ~ ~ . r n l - ~  
i 

l posz'tion horizontale sur l e  milieu de HELLER pendant 30 jours. 

NOMBRE TOTAL 

DE CALS DEVELûPPES 

....................................................... 
2 0  

19 

16 

14 

16 

20 

15 

POURCENTAGE DE 

CALS DEVELOPPES 

Sur la face 
rac i na i re 

100 

1 O0 

5 0  

36 

100 

6 5  

13 

1 

Sur les faces 
foliaire et 

l aféra l e 
------------ 

O 
- 

O 

5 0  

64 

O 

35 

8 7 



Le m i l i e u  de HELLER, moins r i c h e  en éléments minéraux e t  dépourvu 

de substances organiques (à  pa r t  l e  glucose) e s t  p lus  favorable à l a  c a l l o -  

genèse que c e l u i  de MURASHIGE e t  SKOOG. 

Le 2,4-D st imule l a  p ro l i f é ra t i on ,  l e  ANA provoque su r toc t  l a  formation de 

nombreuses racines, a lo rs  que l e  A I A  modi f ie  peu l a  croissance des c a l s  e t  

ne provoque aucune r h  i zogenèse à I a concentration de 1 mg. l -' . La Kin e t  

l a  BA, à la  même concentration, inhibent légèrement l e  développement des ca ls  

e t  n ' Induisent pas l a  formation de racines. Aucune des substances étudiées 

ne permet dvob ten i r  l a  néoformation de bourgeons (DUBOIS e t  BOURIQUET,1974). 

La capaci té  de rep r i se  e t  de p r o l i f é r a t i o n  des explantats  v a r i e  

beaucoup selon l a  pos i t i on  q u ' i l s  occupaient sur l a  t i g e .  Le pourcentage de 

c a l s  obtenus e s t  p lus élevé lorsque les explantats sont prélevés sur des 

entre-noeuds jeunes ou sur des t i g e s  dont l a  croissance n'est pas terminée, 

c'est-à-dire lorsque l e  parenchyme c o r t i c a l  es t  peu ou pas l i g n i f i é .  La 

d i f f é r e n c i a t i o n  d'un large anneau de sclérenchyme, à parots t r è s  fortement 

l i gn i f i des ,  r é d u i t  ou inhibe totalement l a  p r o l i f é r a t i o n .  

6- Les noeuds -------- 
Des fragments de t i g e s  prélevés au niveau des noeuds e t  t ransplantés 

en p o s f t i o n  inverse produisent également des ca ls  qui recouvrent progressive- 

ment ta face basale s i tuée hors du mi l ieu .  

Les fragments c u l t i v é s  en pos i t i on  normale sur les m i l i eux  de 

HELLER e t  de MURASHIGE e t  SKOOG dépourvus de facteurs phytohormonaux ne 

forment n i  cals, n i  racines. Après 2 ou 3 jours, l es  bourgeons s i tués  à I 'a is -  

s e l l e  des f e u i l l e s  nodales se développent e t  la  croissance des t i g e s  f e u i l -  

lées e s t  p lus  ou moins rapide selon les condi t ions de cu l ture.  Les prtncipaux 

facteurs favor isant  l a  f l o ra i son  i n  v i t r o  on t  é té  étudiés (DUBOIS e t  

BOURIQUET, 1974). L'obtent ion de f l e u r s  de Si lene a lba (PI. 1 ,  Fig. 9 )  e t  -- 
de Silene diorca, à p a r t i r  de noeuds iso lés  a permis d 'é tudier  l e  comporte- 

ment de I f U s t i l a g o  violacea (PERS.) ROUSS., Champignon paras i te  des anthères 

des Caryophyllacées dans les  condit ions d'asepsie de l a  c u l t u r e  i n  v i t r o  

(BATCHO e t  DUBOIS, 1975 ; BATCHO e t  ZAMBETTAKIS, 1975; BATCHO, 1976). 



B - LES COLONIES TISSULAIRES 
1 - Les ti ssus de Carotte 

La souche chlorophyllienne est celle isolée par GAUTHERET (1939) 

elle renferme des pigments chlorophylliens et caroténoTdes dont l'analyse 

a été faite par NAEF (1962) et NAEF et TURIAN (1963). La souche caroténogè 

isolée par EICHENBERGER (1951) ne présente que des pigments caroténoTdes. 

avons également utilisé des cdlonies étiolées provenant de la souche chlor 

phyllienne. Cultivés à l'obscurité, les tissus chlorophylliens blanchisser 

rapidement. Leur croissance demeure satisfaisante, bien qu'ils soient tot2 

ment dépourvus de chlorophylle dds le 3ème passage et que la teneur en suc 

du milieu ntait pas été augmentée. 

Ces tissus de Carotte sont cultivés selon la technique classique 

imaginée par GAUTHERET et qui a été maintes fois rapportée (voir GAUTHEREl 

1959). Le milieu renferme les éléments minéraux de la solution de HELLER, 

du AIA (5.10-~0u 10-'c~.rnl-' 1 ,  du glucose (3 1 pour les colonies chlorophyl- 
liennes et étiolées, 5 % pour les colonies caroténogènes). 

2 - Les tissus de Silène 
Ils proviennent des cals néofonnés par les fragments d'entre-no( 

Après transplantation sur un milieu de MURASHICE et SKOOG contenant 0,1 m: 

de 2,4-D et de Kin, les cals primaires, compacts et très ehlorophylllens, 

se recouvrent d l u n  tissu blanc-jaunâtre qui prolifère (Pl. II, Fig. 1 ) .  

Repiqué environ tous les deux mois, ce tissu constitue la souche Sa, de 

Silène (PI. II,Fig. 41,  dont la croissance et les conditions de culture or 

&té précisées (DUBOIS et BOURIQUET, 19741. Dans les conaitions habituelle5 

de culture, la plupart des colonies tissulaires sont recouvertes d'un llfei 

tragel1 b l anchâtre formé de racines grêles portant des poi l s absorbants. A 

l a surface de certa i nes CO l on i es, on remarque des excro i ssances d 'envi ron 

1 mm ressemblant à des embryoides non pigwntés, mais qui ne sont peut-étr 

que des racines modifiées. 

Lors du prélèvement desentre-noeudsqui sont à l'origine des cal 

primaires et des colonies tissulaires de la souche Sal, nous avons négligi 

de relever le sexe des pieds de Silène. Par la suite, nous avons isolé de5 

souches provenant de pl antes 8 et de pl antes $, sans qu ' i 1 nous soit possi 

de constater de différences, tant sur le plan morphologique que sur celui 



de la croissance. 

En repiquant des fragments cit ent.re-noeuds en position horizontale 

sur des mil ieux de MURASHIGE et SKOOG renfermant 0.1 mg.I-' de 2.4-D, on 

observe que le cal basal, d'abord chlorophyllien et compact se transforme 

spontanément pour donner un tissu beaucoup plus friable, comparable à celui 

de la souche Sa,,mais tot'alement dépourvu de racines. On observe la même trans- 

formation d u  cal lorsque des fragments transplantés en position inverse sont 

plus profondément enfoncés dans le milieu (PI. I I ,  Fig. 2). Des cals fortement 

rhizogènes ont été obtenus de la même manière, en remplaçant le 2,4-D par 

1 rng.l-' de ANA (PI. I I ,  Fig. 3 ) .  

C - LA SUSPENSION CELLULAIRE DE SILENE 
1 - Origine et initiation des cultures 

La suspension cellulaire a été établie à partir de tissus de la 

souche Sa, de. la manière suivante : 2 ou 3 colonies prélevées au cours de la 

phase de croissônce active ont été dilacorées dans une boîte de Pétri sté- 

rile et les fragments introduits dans un flacon contenant 100 ml de milieu 

liquide. Après une dizaine de jours dtagitation,la wsuspension cellulaire 

primairew est tamisée sur un filtre en inox de 1 mm de vide de maille afin 

df61iminer les fragments de tissus non dissociés et le filtrat versé dans 

un flacon renfermant une égale quanti76 de milieu neuf. 

La "suspension ce l l u l a i re primo i rel1 est très hétérogène. E l  le 

contient des cellules de grande taille, qui ne se sont pas encore divisées, 

des celiules plus petites, généralement arrondies qui se multiplient, des 

cellules mortes et de nombreux débris cellulaires.(PI. I I ,  Fig. 5 ) .  

A partir du 3e passage, la suspension renferme déjà moins de celtules m r -  

tes, tandis que la taille des agrégats se régularise (PI. I I ,  Fig. 6 et 7). 

Les cellules isolées sont rares ; on peut toutefois en recueillir une certaine 

quantité par filtration sur des tamis appropriés (PI. 1 1 ,  8J. 

La suspension est entretenue par repiquages successifs, tous les 

14 jours. Pour ce faire, nous avons utilisé deux méthodes. La première 

conslste à prélever à la pipette des fracfions de 20 ml dans la culture mère 

e t  à les répartir dans les flacons à ensemencer. Cette technique est celle 

qui nécessite le moins de manipulations des ceilules et donc celle qui 

apporte le moins de contaminations dans les cultures. Elle présente pour- 

tant deux inconvénients, On transfère, en même temps que les cellules, une 

certaine quantité de milieu dont on ne connait pas la composition. D'autre 



part, étant donné la taille et le poids des cellules, celles-ci sédimenter 

très rapidement , ce qui ne permet pas de fa i re des pipetages homogènes dz 

la fiole à repiquer. La seconde méthode consiste à prélever un volume détc 

miné de cellules dans la culture mère, Pour cela, on verse le contenu de 

celle-ci dans un entonnoir de Buchner garni d'un papier filtre et on atter 

quelques minutes que le milieu slécoulepar gravité. I I  ne res=te plus qu'à 

prélever, à l'aide d'une cuiller en verre pyrex calibrée, des volumes déte 

minés de cellules et à les introduire dans les flacons à ensemencer. Dans 

les conditions standard, nous répartissons deux cuillers de cellules (ce 
4 

qui correspond à 3 - 0,2 g de MF) dans 200 ml de milieu nutritif. 

2 - Milieu nutritif 
Après avoir essayé différents milieux utilisés pour la culture i 

vitro de tissus végétaux, nous avons été amené à choisir une solution nutr 

tive voisine de celle mise au point par LESCURE (1969) pour une suspensior 

cellulaire drErable. Sa composition est donnée dans le Tableau I I .  

TABLEAU I I  : Composition minérale du milieu de LESCURE modifié, 

utilis6 pour les suspensions cellulaires de Silène. 

4 

MACRO-ELEMENTS 

Nitrate de calcium (4 H201 

Chlorure de potassium 

Nitrate de potassium 

Sulfate de magnésium (7 H20) 

Phosphate monopotassique 

Phosphate disodique (12 H20) 

MICRO-ELEMENTS 

Sulfate ferreux ( 7 H20) 

Na2 E D T A 

Ac i de borique 

Iodure de potassium 

Sulfate de manganèse (4 H20) 

Sulfate de zinc ( 7  H20) 

'5 

CONCENTRAT 1 ON 
mg. l - 1 

290 

6 5 

1960 

360 

500 

97 

2,80 

3,72 

1,50 

O, 75 

4,50 

1,50 

m ~ .  1-' 
1.25 

O, 88 

19,40 

1,46 

3.70 

0,27 

1,O . 1 0 - ~  

1 ,O 1 0 - ~  

2,4 , IO-' 

4,5 .  IO-^ 
2.0 . 1 0 - ~  

5.2 .  IO-^ 



'Des essais entrepris en vue de déterminer les conditions optimales 

de la croissance et le résultat des analyses effectuées par VANDENBOSSCHE(1978) 

afin de connaître la consommation des ions les plus importants au cours d'un 

cycle de croissance montrent que ce milieu n'est pas équilibré. Les modifi- 

cations à apporter seront données dans la partie "RESULTATS EXPERIMENTAUX". 

3 - Conditionnement des cultures 
a. flacons de 500 ml ----------------- 

La plupart des cultures ont été effectuées dans des fioles d1atta- 

que à fond plat en verre Pyrex de 500 ml, contenant 200 ml de milieu liquide. 

Pendant la durée des expériences, les f l acons sont p lacés, i nc l i nés à 45O, 

sur un agitateur rotatif BIOLAFITTE tournant à 70 t.mn-' . 

Nous avons également utilisé un autre type d'agitateur. I I  s'agit 

d'un apparsi l art i sana l comportant 2 p lateaux horizontaux re l iés entre eux 

par 4 tubes ver"ticaux reposant chacun sur un cylindre-bloc en caoutchouc. 

La table dvagitatiûn est reliee par l'intermédiaire d'un axe muni d'un excen- 

trique à un mteur dont on peut régler la vitesse. Pour cet appareil, nous 

avons constaté qu'il valait mieux utiliser des Erlenmeyers à fond large, 

plutôt que des fioles d'attaque. 

Notons qu'il peut être intéressant de remplacer les flacons de 

500 ml par des lots de 5 tubes analogues à ceux que Iton utilise pour les 

cultures de tissus. Ce type de conditionnement s'avère même particulière- 

ment commode pour des essais de courte durée (experiences de marquage, 

tests biologiques destinés à déterminer l'efficacité d'antibiotiques ou 

de fongicides, etc...) et chaque fois qu'il n'est pas nécessaire de recueil- 

lir des quantités importantes de cellules. 

Les essais ont été réalisés dans 3 appareils commercialisés pour 

des fermentations de microiorganismes. 

La plupart des cultures ont été réalisées dans un fermenteur 

BIOLAFITTE, équipé d'une cuve de 20 litres. La description complète de 

cet appareil figure dans un travail de ROSS (19681, consacré à 1z mise 

au point d'une unité de fermentation, au laboratoire de microbiologie de 

IvUniversité de Lille. 



Nous avons Egalement employé un fermenteur- NEW BRUNSWICK muni dlui 

cuve de 15 l i t r e s  e t  qui d i f f è r e  sur tou t  du précédent par te système d 'ent r i  

nement de l'axe, é lec t r i que  sur l e  premier apparei1,magnétique sur l e  secont 

Des d i f f i c u l t é s  d'ordre technique on t  surg i  lorsque nous avons 

voulu passer de l a  "cu l tu re  discontinue" à l a  "cu l tu re  semi-continue". Le 

grand volume de la  cuve nous contra ignai f  à stocker un important volume de 

m i l i e u  neuf dest iné à renouveler l a  so lu t ion  n u t r i t i v e  "uséetT ; ce qui 

occasionnait  des problèmes de s t é r i l i s a t i o n  ( i l  n ' é t a i t  pas possib le d'asep- 

t i s e r  simultanément les réc ip ients ,  l e  m i l i e u  n u t r i t i f  e t  les  tubulures de 

raccordement, compte tenu du modèle d'autoclave d isponib le) .  

C'est pourquoi nous nous sommes a l o r s  intéressé à un fermenteur 

SETRIC équipé d'une cuve dont le  volume u t i l e  es t  de 3 l i t r e s  

Pour ensemencer un fermenteur contenant 10 1 de mi l ieu ,  on u t i l i s g  

deux cu l tu res  de 500 m l  vvâgéeslv de 14 jours,  On cormence par  verser l e  conte 

nu des deux cu l tu res  dans un Erlenmeyer muni d'un ajutage l a t é r a l ,  pu is  on 

raccorde IfErlenmeyer à l a  cuve du fermenteur par un tuyau de V e r s i l i c  passz 

dans une pompe p é r i s t a l t i q u e .  Dans ces condit ions, l a  concentrat ion i n i t i a l e  

de l a  c u l t u r e  en fermenteur es t  d'environ 200 à 300 g de c e l l u l e s  pour 10. 

1 i t r e s  de m i  l ieu neuf, s o i t  20 à 30 mg de M ~ . m l - '  

D - CONDITIONS5 EXPERIMEKTALES 

1 - Les t i s s u s  de Carotte e t  de Si lène 

+ 
I l s  sont c u l t i v é s  à 21 - I0C. 

Les cu l tu res  destinées à l ' e n t r e t i e n  e t  à la  m u l t i p l i c a t i o n  des 

souches sont placées dans une pièce conditionnée s i tuée à l ' E s t  e t  reçoiven 

en p lus  de l a  lumière du jour ,  un éclairement d'appoint f ou rn i  12 h/24 par  

des tubes f luorescents du type "lumière du j ou r  de luxeTv, L ' i n t e n s i t é  de 

l 'éclairement (à  l ' e x t é r i e u r  des tubes de cu l tu re )  e s t  d 'environ 500 lux. 

Les CU l tu res  effectuées en vue d 'btud i e r  des fac teurs  n u t r i t i o n n e l  

sont placées dans les mêmes condit ions, 

Les expériences se 'rapportant à l ' ac t ion  de l a  l umière blanche 

sont conduites dans des chambres c l  imat i sées, ét ta i rées par des tubes f l uore 

cents. La photopér iode es t  programmée par une horloge ; I ' i ntensi  t é  de I 'écl 



- 17 - 
rement e s t  ajustée en rapprcchant plus ou moins les  tubes de c u l t u r e  de l a  

source de lumière. 

Les expériences se rapportant à l ' e f f e t  de lumières re lat ivement  

monochromatiques sont réal isées dans des pièces cl.imatisées p lus  p e t i t e s  

(1,30: m x 0,40 m x 0.70 m l .  Des ba t te r i es  de tubes colorés PHILIPS TL 40 w 

sont disposés l e  long des paro is  la té ra les  de chacune des pièces. Des f i l t r e s  

ROHM e t  HAAS, interposés en t re  les tubes colorés e t  les t i s s u s  permettent 

de supprimer les rad ia t ions  marginales indésirables, Les carac tér is t iques  

des tubes e t  des f i l t r e s . a i n s i  que les r é s u l t a t s  des analyses de l a  lumière 

transmise, mesurée grâce 3 un spectroradiomètre.lSC0, modèle SR, sont i n d i -  

quées dans l a  f i g u r e  1. 

tube TL LO w/18 

f i l t r e  no 6 2 7  

Fig. 1 . -  Spectres des "lumières relat ivement monochromatiques" transmises. 



Les maximums sont situés respectivement : 

- pour le bleu à 460 nm ; largeur de la bande passante : 50 nm ; 

- pour le vert à 530 nm ; 11 It II : 40 nm ; 

- pour le rouge à 665,nm ; 71 II IV : 25 nm. 

2 - Les suspensions ce1 lu la ires de Si lène 
. Quelques expériences préliminaires ont également été effectuées 

dans ces conditions, Pour les autres, sauf celles se rapportant à la ternpér 
+ 

ture et 21 l a  lumière, les cellules sont cultivées à 25 - 1°C et en lumière 

continue ; l'intensité de l'éclairement, mesurée au niveau des flacons est 

d'environ 500 l ux. 

C R O I S S A N C E  

A - FRAGPLlENTS D'ORGANES ET TISSUS ISOLES 

Les cultures sont soigneusement sépzrées de la gélose, rapidement 

essuyées et pesées ("). On détermi ne : 

- le poids de matiére fraîche, au jour J n  : MF 
J n  

- l a  croissance, au Jour J, = A M F  = MF - M F  
J n  JO 

La mesure de MF s'effectue, au moment de la mise en culture, sur un lot 
jo 

d'explantats non ensemencés. 

Le poids de matière sèche, MS, est déterminé de deux façons dif- 

f érentes ; 

- quand les tissus sets ne font pas l'objet d'analyses ultérieure! 

on place les cultures à l'étuve à 80°C jusqulà obtention d'un poids constan. 

- quand les tissus secs doivent être utilisés pour des dosages, or 

les congèle rapidement à l'azote liquide et on les lyophilise pendant 48 ou 

72 h. 

(9) voir la remarque nOl, p. 20. 



On détermi ne ainsi MS jn et n bisj,, 

La teneur en eau des tissus (MF - MS . 100) et la teneur en 

mat i ères sèches ( 100 - H20 fourni ssentMFéga l ement des i nd i cat i ons i ntéres- 

santes sur le déroulement de la croissance. 

B - CELLULES EN SUSPENSION 

1 - Cellules cultivées en flacons de 500 ml 

a. poids de MF etpoids de FIS ---------- - - - - - - - -  
Le poids de MF est déteniné après filtration sous vide dans un 

entonnolr de Buchner garni de deux feuilles de papier filtre. Les conditions 

de la filtration doivent être standardisées. On considère que l'opération 

est terminée quand une goutte de milieu tombe dans la fiole à vide toutes 
(*) les 15 secondes environ . 

Le poids de MS est mesuré dans les mêmes conditions que celui des 

tissus et des fragments d'organes. 

b *  volume cellulaire total - - - - - - - - - - - - - - - -  
On mesure ce volume dans une éprouvette graduée après decantation 

de la suspension. On peut également centrifuger une partie aliquote de la 

culture dans un tube gradué. Dans les deux cas, la précision est relativement 

faible. 

c. numération cellulaire ---------------- 
Les dénombrements sont effectués après dissociation partielle des 

agrégats par l'acide chromique à 10 % pendant 40 mn à 70°C, dans une cellule 

de Nageotte de 0,s mm de profondeur. Chaque point sur la courbe est une 

moyenne de 3 comptages. 

d. index mitotique 
-c---- ----- 

Les cellules sont fixées par un méldnge d'éthanol et d'acide acéti- 

que concentré ( 3  v : 1 v) et les plus gros agré'ats dissociés par un ultra- 

disperseur honogénéiseur du type POLYTRON. Après une hydrolyse de 15 mn à 

60°C, on CO lote par le réactif de SCHI FF, Le développement de la colorat ion 

($) v o i r  la  remarque n02, p .  20. 



nécessi te t o u j o u r s  p l us ieu rs  heures. Les va leurs  des index mi to t iques  sont 

des moyennes de 2 ou 3 comptages po r tan t  chacun sur 1000 c e l l u l e s .  Parmi 1 

noyaux prophasiques, seuls ceux présentant des chromosomes nettement i n d i v i  

dua l isés o n t  é t é  comptabi l isés en t a n t  que "prophase". Les autres,  p a r f o i s  

d i f f i c i l e s  à observer en ra ison  des leucoplastes qui  se répa r t i s sen t  dans 1 

cytoplasme pér inuc léa i re ,  o n t  é té  comptés en même temps que l es  noyaux 

quiescents. Ce t te  p ra t ique  l i m i t e  l es  e r reu rs  de comptage mals donne de 

l ' i ndex  m i t o t i q u e  une va leur  par défaut.  

2 - Ce1 Iu l es  c u l t i v é e s  en fermenteur 

On r é a l i s e  des prélèvements de 10 ou 20 m l  de suspension c e l l u l a i  

à l ' a i de  d'une ser ingue s t é r i l e .  Pour cela, on enfonce l ' a i g u i l l e  à t r a v s r s  

un morceau de tuyau à v ide  r e l i é  par un tube en Versi l i c  à l a  cuve du ferme 

teu r .  Une pompe p é r i s t a l t i q u e  permet de f a i r e  passer l a  suspension c e l l u l â i  

dans l e  c i r c u i t  de prélèvement. 

Les po ids de MF e t  de MS sont mesurés après avo i r recue l l l i l e s  

c e l l u l e s  sur  une membrane de type M i l l i p o r e ,  Le f i l t r a t  e s t  u t i l i s é  pour 

déterminer l a  consommation du sucre e t  de l 'azote.  

Remarques : 
1 - Chaque l o t  comporte 6 ou 12 c u l t u r e s  e t  chaque essai  e s t  répétc 

au moins deux f o i s .  Les va leurs  rapportées sont  s o i t  ce1 les  

d'une expérience donnée, s o i t  ies  moyennes des d i f f é r e n t e s  

exp j r iences 
2 - Chaque expérience comporte deux sé r i es  de f lacons  de cu l tu res .  

Chaque essai e s t  répété au moins deux f o i s  e t  l es  va leurs  

rapportées sont ghnéralernent l es  moyennes ca lcu lées  à p a r t i r  

des r é s u l t a t s  de ces d i f f é r e n t s  essais. 



M E S U R C S  D ' A C T I V I T E S  P H Y S I O -  

L O G I Q U E S  . D E S  T I S S U S  E T  D E S  

C E L L U L E S  

A - LA RESPIRATION 

1 - Mesure de l'intensité respiratoire 
L'intensité respiratoire est mesurée selon la technique de WARBURG 

(voir : UMBREIT etco11.,1959), adaptée par LANCE (1963) aux colonies tis- 

sulaires entières. Nous introduisons dans les fioles de mesure une ou plu- 

sieurs colonies tissulaires, selon leur taille (sans solution tampon) ou 1 g 

de cellules plus 1,5 ml de milieu de culture Ilquide, Après équilibrase de 

I 'apparei 1 ,  on effectue une mesure toutes les 5 mn jusqu '21 30 ou 60 mn selon 

l'activité des tissus ou des cellules, L'intensité respiratoire est rapportée 

soit à l'unité de MF ou de MS, soit à une certaine quantité d'azote protéique. 

2 - Mesure de l'oxygène dissous dans le milieu de culture 

L'oxygène dissous dans le milieu des suspensions cellulaires 

de Si lane est dosé au moyen d'un analyseur BECKMAN. Le zéro est établi 

en trempant l'électrode dans une fiole témoin contenant 200 ml de milieu 

liquide dans lequel on fait barboter de l'azote R. Les mesures sont effectuées 

25OC, dans la chambre de,culture. 

0 - DOSAGE DES COMPOSES AZOTES 
1 - Dans les cellules 

Les dosages sont effrctués sur du matériel lyophilisé. Les différentes 

formes d'azote : azote tota! ,NT, et selon les expériences azote 

protéique,NP, ou azote soluble,NS, sont dosés par colorimétrie à 

420 nm, grâce au réactif de NESÇLER (commercialisé par Merck) après 

minéralisation en présence de H SO concentré et de catalyseur 2 4 
(Cu S04 : 1 partie ; K2SOI : 1 partie ; Se : 0,2 partie). 



Les protéines ont été dosées par la méthode de LOWRY et coll., 

(19511, après précipitation par l'acide trichloracétique à 10 % et solu- 
b i  l isation sooique. 1 

2 - Dans les milieux de culture liquides 
La teneur en azote nitrique des milieux est mesurée par la méthode 

au salicylate (RODIER, 1971) ; celle de I1amnonium, par la réaction au 

"phénol-hypochlorlte~',selon la méthode décrite par WEATHERBURN (1967). 

I 

C - DOSAGE DES SUCRES 
1 - Dans les cellules I 

.Les sucres sol ubl es présents dans les ce1 l u les ont été extraits 

par Ifeau bouillante et dosés par la méthode à I1orcinol de TiLLMANS 
l 
1 
l 

et PHlLlPPl modifiée par RlMlNGTON (MONTREUIL et SPIK, 196314. 1 

2 - Dans les milieux de culture liquides 
On dose les sucres réducteurs dans le milieu de culture filtré 

avant et après hydrolyse acide (H2S04, IN - 150°C - 15 mn) par la méthode 
au 3,5-dinitrosallcylaPe de sodium (MILLER, 1959). 

Des-fractions aliquotes du milieu, prélevées au cours de la culture 

sont également chromatographiées dans le solvant butanol/acide acétique/eau 

( 4  : 1 : 51, sur papier Whatman no 1 (durée de migration 48 ou 72 h) et 

révélées au phosphate de p-anisidine de MUKHERJEE et SRIVASTAVA (MONTREUIL et 

SPIK, 1960). 

D - ANALYSES DES ACIDES NUCLEIQUES 
Les techniques mises en oeuvre ont été décrites en détail par 

VASSEUR, dans sa thèse (1978). Nous avons combiné une technique de marquage 

et une technique de dosage quantitative. 

Env 1 ron 3 g de ce l l u i es sont mi ses en contact de 3 2 ~  pendant les 

30 mn qul précèdent chacun des prélèvements. L'acide phosphorique marqué - 1 est ajouté à raison de 18pCi.ml et I1incubatiori est poursuivie sous 

agitation à 21°C, et à la lumière. A la f i n  de cette période, les cellules 

sont rincées avec du  milieu neuf, congelées par l'azote liquide, puis broyé es^ 
dans de l'acétone à -20°C, L'horrogénéisat est-centrifugé et le culot traité 



a f i n  d 'é l im iner  les composés acidosolubles e t  les  l i p i d e s  selon ia technique 

préconisée par HUTCHINSON e t  MUNRO (1961). 

Les acides nucléiques sont e x t r a i t s  selon l a  méthode de SCHMIDT 

e t  THANNHAUSER (1945) e t  l e  contenu en phosphore e s t  évalué selon ALLEN 

(1940). L1est imat ion quan t i t a t i ve  e s t  aussi réa l i sée  par spectrophotométrfe 

d'absorption à 260 nm pour IIARN e t  à I f a i d e  du r é a c t i f  à l a  dlphénylamine 

pour ItADN (BURTON, 1956). 

Des pa r t i es  a l iquotes  de ces so lu t ions  sont mélangées à 10 m l  

d'eau désionisée e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  es t  évaluée à l ' a i d e  d'un compteur 

à s c i n t i l l a t i o n  l i qu ide  1NTERTECHNlQUE. Les r é s u l t a t s  sont exprimés en 

coups par mn, après soustract ion du mouvement propre de l 'appare i l .  

E - DOSAGE DES AUXINES ENDOGENES 1 
Seule l a  f r a c t i o n  acide de l ' e x t r a i t  acéto-éthyl ique (PILET, ' 

.1963,a) , séparée par -chromatographie sur Si0 (COLLET e t  co l  1. ,19641, e s t  do- 2 
sbe biologiquement en u t i l i s a n t  dlune p a r t  l e  t e s t  "sect ion de racine de 

Lensv (PILET etco1l.,1960) e t  d 'aut re p a r t  l e  t e s t  nco léopt i le  de Tr i t i cum"  

(PI LET e t  DUBOUCHET, 1962) . Le taux en aux i nes endogènes e s t  exprlmé en 

pg de A I A  pour 5 g de poids de MF. 

Les enzymes ont  é té  recherchées dans les  c e l l u l e s  de Silène e t  

dans leur m i l i e u  de c u l t u r e  l iqu ide .  Les étapes de l ' e x t r a c t i o n  ont dé jà 

été décr i tes  (LEGRAND e t  DUBOIS, 1977 e t  1Ç78)  ; e l  l es  permettent de sépa- 

r e r  3 f r a c t i o n s  ; E l ,  E2 e t  E3 renfermant respectivement les peroxydases 

solubles, les ioniques e t  les covalentes. La méthode de dosage des peroxy- 

dases e s t  ce1 l e  déc r i t e  par VASSEUR e t  LEGRAND (1972) e t  LEGRAND e t  co l l . ,  

1977). 

F - ACTlVlTE AUXINES-OXYDASIQUE 

Pour les dosagos dans les  t i ssus  de Carotte, nous avons employé 

la technique proposée par PILET (1956 e t  1957) pu is  modif iée par PILET e t  

COLLET (1962). On prépare I 1 e x t r a i t  b ru t  en broyant environ 1 g de t i s s u s  

f r a i s  en présence d'une so lu t i on  tampon de pH 6,1 à 4*C, pu is  on l e  c e n t r i -  

fuge e t  on l e  complète à 50 m l  avec l e  tampon. Le mélange d' incubat ion 



cont ient  : 2 m l  d ' e x t r a i t  enzymatique, 1 hl de MnCI2 (0,1 r n l ,  1ml 

de 2,4-dichlotophénol (0,1 p>J.rnl) e t  5 m l  de so lu t i on  tampon. 

Pour les c e l l u l e s  de Silène, l ' e x t r a c t i o n  a é té  conduite de l a  

même manlère que pour l es  peroxydases, à p a r t i r  de c e l l u l e s  congei,ées e t  

broyées dans l 'azo te  l i qu ide .  La méthode de dosage e s t  la  même que c e l l e  

u t i l i s é e  pour les  t i s s u s  de Carotte. 

L ' a c t i v i t é  auxines-oxydasique e s t  exprimée par l a  quant i té  de 

A I A  d é t r u i t e  en 1 h e t  rapportée au poids de MF, de MS, ou à l a  teneur en 

protéines des c e l l u l e s  ou de l ' e x t r a i t  ( a c t i v i t é  spéci f ique).  

G - STRUCTURE ET ACTlV lTE DES PLASTES 

1 - Observations cytologiques 

MICROSCOPIE PHOTONIOUE .- Les p lastes des t i s s u s  de Carotte (coupes ou 

écrasement de fragments) e t  des c e l l u l e s  de Silène sont observés apras 

co lo ra t i on  par l e  r é a c t i f  iodo-ioduré ( =  lugo l )  ou par l e  t ra i tement  à 

l ' ac ide  périodique-Schiff (selon JENSEN, 1962, p .  198). 

MICROSCOPIE ELECTRON IQUE .- Pour les  t i ssus de Carotte, on pré  lève de 

t r è s  p e t i t s  fragments à 1 mm sous l a  surface des colonies, dans une zone 

néoformée zussi homogène que possible. Les échant i l lons  sont f i xés ,  à f r o i  

pendant 6 h par une s o l u t i o n  de glutaraldéhyde à 8 % dans un tampon cacody 

l a t e  0,1 M à pH 6,8. Après un lavage de 2 h dans l e  tampon, i l s  sont post- 

f ixés pendant 2 h par de I acide osmi que à 1 % dans l e  tampon. 

Pour l es  c e l l u l e s  de Silène, l a  technique de f i x a t i o n  e s t  légère 

ment d i f f é ren te  ; e l l e  comporte une f i x a t i o n  par une solut ion-de g l u t a r a l -  

déhyde à 3 5 dans du tampon cacodylate 0,05 M à pH 6,8, puis, après un lav 

ge, une pos t - f i xa t i on  (ac ide  osmique à 1 5 ,  dans l e  tampon, pendant 3 h l .  

Les t i s s u s  ou l e s  ce l l u les  sont ensui te  déshydratés progressive- 

ment dans l'acétone, pu is  i n f i l t r é s  e t  i nc lus  dans l ' a r a l d i t e .  Dans d 'au t r  

cas, l ' i nc lus ion  a é t é  f a i t e  dans I fépon après déshydratation par I1éthano 

e t  par I foxyde de propylène. Les coupes o n t  é té  contrastées pendant 3û rnn 

par l 'acétate dfuranyle,  en so lu t ion  aqueuse saturée e t  observées à l ' a i d e  

d'un microscope HITACHI de type H.S. 75, 



2 - Dosaae des ~ i a m e n i s  ~ l a s t i d a u x  

Les pigments sont e x t r a i t s  par l 'acétone à 80 5 ,  à basse 

température'et sous une t r è s  f a i b l e  lumière. Les dosages des ch lorophyl les 

e t  des pigments taroténoides sont ef fectués à l ' a i d e  d'un spectrophotomè- 

t r e  à défilement, dans une cuve de 1 cm de largeur. Les teneurs des d i f f é -  

ren ts  pigments sont calculées d'après les  équations proposées par BRUINSMA 

(1963) e t  par HOLM (1954) e t  rapportées à d i f f é r e n t s  c r i t è r e s  de référence 

(MF, MS e t  azote protéique). 

3 - Dosage de l'amidon 

L'amidon e s t  e x t r a i t  des c e l l u l e s  par l a  méthode décr i- te par 

Mac CREADY e t  c o l l .  (1950). Les dosages sont ef fectués colorimétriquement, 

après co lo ra t i on  par l ' iode, à 660 nm. Les valeurs obtenues sont comparées 

à une courbe é ta lon  é t a b l i e  à p a r t i r  d'une so lu t i on  d'amylose. 



CHAPITRE 4 :  D O S A G E  D E S  G R O U P E / q E N T S  

S O U F R E S  ( - S H  ET S - S )  

A - DOSAGE DES COMPOSES SULFHYDRILES PAR LA METHODE AMPERO- 
METR l QUE 

Cette méthode a été initialement suggérée par BENESCH et 

BENESCH (19481, puis améliorée par i3ENESCt.I et Coll. (1955)  qui propo- 

sèrent de remplacer le tampon NHqOH-NH4N03 par du tampon tris (pH final : 

7,4), ce qui permet de doser les -SH protéiniques dans de bien mel~lleures 

conditions. 

Elle fut adaptée par la suite par STERN (1963) pour déterminer 

les fonctions -SH dans de faibles volumes de suspension bactérienne, puis 

par PILET et ZRYD (1965) et ZRYD (1967) pour le dosage des composés sul- 

fhydrylés non protéiques, oans la racine de Lentille. 

1 - Principe 
Le principe de la méthode est simple : i l  s'agit d'une titrafior 

des fonctions -SH par AgN03. On sait que les -SH réagissent quantifativemi 
+ 

avec les ions Ag pour former des mercaptides insolubles. Le ''point final' 

de cette réaction peut être déterminé ampérométriquement à l'aide dfune é 

trode de platine associée a une électrode de référence impolarlsable 
Ag/AgCI. Tant que la réaction d'addition entre les radicaux -SH et les 

+ 
ions Ag est complète, le courant de diffusion est pratiquement négligeab 

+ 
Dès que le point d'équilibre est dépassé, les ions Ag en excès provoquen. 

une forte augmentation du courant de diffusion. La mesure d u  volume de la 

solution titrée d1AgN03 utilisé pour atteindre le point d'inflexion de l i  

courbe ("point final1') permet de calculer la teneur en -SH de la solution 

analysée (Fig. 2,131. 

Selon BENESCH et col 1 .  (19551, en présence d u  -tampon Tris 3 

pH 7,4, la réaction est spécifique des groupements -SH. De nombreux acide! 

aminés (histidine, leucine, aroinine, phénylalanine, sérine, cystine, 

méthionine), le glutathion oxydé, ifacide ascorbique, l'ADN, ! 'ARN dosés 

dans les mêmes conditions, mais à une concentration 10 fois supérieure, 

donnent un résu 1 Tat négat i f . 



.Figure 2,A : Schéma de montage du matériel utilisé pour le dosage 
ampérométrique des fonctions -SH : 
1 : électrode de référence, Ag/AgCI - 2 : pointe de la 
microburette,6,- 3 : robinet à 2 voies pour I'introduc- 
tion de l'azote R - 4 : électrode rotative de platine - 
5 : tube de dégagement pour l'évacuation de l'azote R ; 

6 : D~sago ampérométri que d'une sol ut ion de référence (G-SH,. 
5. I O - ~ M ) ,  destiné à v e r i  f ier I 'étalonnage des électrodes. 
La f lècne correspond au "point final'' de la réaction. 



D'autres r é a c t i f s  suscept ib les de former des complexes avec l e s  

groupements -SH peuvent remp lacer  l es  ions A ~ *  (BENESCH e t  BENESCH, 1952). Lt 

ch lo ru re  d'éthylmercure (EMC) a  é t é  souvent re tenu pour l e  dosage des -SH prc 

té iques des cons t i tuan ts  des f a r i n e s  de céréa les (TSEN e t  ANDERSON, 1963 ; G( 

1969) ; i l  convient  également pour l a  cys té ine  e t - l e  g l u t a t h i o n  (STRICKS e t  

CHAKRAV ART I , 1 96 1 . 
Selon SLUYTE@lAN (19571, l a  technique ampér~métr ique~avec une é lec -  

t r ode  de p l a t i n e  e t  du n i t r a t e  d 'argent  comme r é a c t i f ,  ne conv iendra i t  pas pc 

doser la  cys té  i ne. 

2 - ~ ~ a ~ ~ a r e i  l de mesure 

Le montage de I lapparei  l e s t  i l l u s t r é  par  l a  f i g u r e  2,A. Une tens i l  

de p o l a r i s a t i o n  de 300 mV, f ou rn i  par  un po la r i seu r  METHROM ( type  : E 456) e! 

appl iquée à la  ce1 I u l e  de mesure par  l ' i n t e r m é d i a i r e  d'une é lec t rode  de ré fé -  

rence impolar isable,  Ag / AgCI. La cathode r o t a t i v e  en p l a t i n e  e s t  entra-:née 

750 t.mn-' par  un moteur synchrone. I I  e s t  important  d'assurer une v i t esse  df 

r o t a t i o n  t r è s  régul ière ,  c a r  en ampérométrie, l ' i n t e n s i t é  du courant dépend 

de ta d i f f u s i o n  e t  par  conséquent de l a  v i t esse  d ' a g i t a t i o n  du m i l i eu .  Le 

courant de d i f f u s i o n  e s t  mesuré par un galvanom5tre KlPP e t  ZONEN ( type  AL : 
dont l a  sens ib i  l i t 4  e s t  de l ' o r d r e  de 0,35 à 0,55 ~ m ~ . m m - ' .  

Le r é c i p i e n t  de dosage comporte une p a r t i e  i n f é r i e u r e  dlune capôci' 

de 20 m l  e t  un couvercle muni de 5 passages à rodage normal isé dans iesquels 

on i n t r o d u i t  : 

- I 'é lec t rode  r o t a t i v e  de Pt (dans l e  passage cen t ra l  1,  

- l ' é l ec t rode  de réfsrence, Ag / AgCI, 

- l a  po in te  de l a  m ic robure t te  à moteur renfermant l a  s o l u t i o n  de AgN03, 

- un r o b i n e t  à 2 voies, r e l  i é  à une boutei  1 l e  d 'azote RB 

- un tube  à dégagement des t iné  à évacuer l 'azote.  

La m i  c robure t te  que nous avons u t i  l i sée permet d  ' i ntrodu i r e  l a  sol I 

t i o n  t i t r a n t e  par f r a c t i o n s  de 40 p l .  

3 - Préparat ion des e x t r a i t s  

à. t i s s u s  de Caro t te  ----------------- 
Pour tou tes  les  mesures effec?uSes dans l es  c u l t u r e s  de Carotte, 

nous avons u t i l i s é  des t i s s u s  f r a i s .  Les c u l t u r e s  essuyées sont broyées en 

chambre f r o i d e  (ou sur une p a i l l a s s e  ré f r i gé rée ) ,  à 4OC environ,  dans un mer. 

t i e r ,  en presence d 'acide s u l f o s a l i c y l i q u e  à 4 9. La p r é c i p i t a t i o n  se poursu 

au f r o i d  pendant 12 h; e l l e  e s t  s u i v i e  d'une c e n t r i f u g a t i o n  de 15 mn à 10000 



Le culot, resuspendu dans l'acide sulfosalicylique froid, est centrifugé 

à nouveau pendant 10 mn. Les eaux de lavaoe sont jointes à l'extrait et 

ce dernier est alors complét8 à 25 ou 50 ml selon le poids de MF initiale- 

ment utilisé (de 2 à 10 g suivant les cultures traitées). L'extrait peut 

etre conservé au froid au moins pendant 12 h sans présenter de diminution 

appréciable de la teneur en -SH. 

b. cellules de Silène - - - - - - - - - - - - -  
Pour les dosages effectués dans les cellules de SI lène, nous avons 

préféré utiliser d u  matériel congelé. Après filtration des cultures sous 

vide (voir plus haut), on pèse 3 g de cellules dans un tube en verre pyrex 

et on congèle très rapidement par l'azote liquide. Le matériel est conservé 

au congélateur ou immédiatement broyé dans un mortier préalablement refroidi 

et dans lequel on continue de verser de petites quantités d'azote liquide au 

cours du broyage. 

Selon la catéçorie de -SH à doser, on verse la poudre fine ainsi . 

obtenue dzns une soiution d'acide su1 fosal icyl ique à 4 5,- ou bien dans une 
solution tamponnée par du Tris et renfermant ou non de l'urée 8 M. Les grou- 

pements -SH protéiques sont dosés directement dans la solution tamponnée 

tandis que les thiols solubles sont recherchSs dans l'extrait sulfosalicy- 

lique après précipitation et centrifugation 

4 - Conduite des dosages 
Pour les -SH non protéiques, on introduit successivement dans la 

cellule de titration : 

- 2,5 ou 5 ml d'extrait sulfosalicylique, 

- 1 goutte de vert de bromocrésol, 

- quelques gouttes de NaOH à 16 %, jusqu'au virage de l'indicateur, 

- 2 ml d'une solution tamponnée (Tris-HCI 1M, pH 5 , 6 ) ,  

- de l'eau distillée, jusqu'à ce que'le volume de la solution soit de 10 ml. 

Pour le dosage des -SH protéiques, on ajoute simplement à une 

partie aliquote de l'extrait, la quantité d'eau nécessaire pour obtenir 

un volume de 10 m l .  

Après élimination de l'oxygène dissous par un barbo?age d'azote 

R de 5 mn (en fait jusqulà ce que l'aiguille d u  galvanomètre revienne au O), 



on i n t r o d u i t  l a  so lu t i on  dc AgN03 ( 1 0 - ~  ou 5.10-~~) par f rac t i ons  de 40 VI. 

Après chaque add i t i on  de l iqueur t i t r a n t e ,  on f a i t  barboter l ' azo te  pendant 

ques secondes, pu is  on note l ' i n t e n s i t é  du courant dès que l ' a i g u i l l e  du ga 

nomètre :se *si-ab i 1 i se, 

La f i gu re  2,B représente une courbe typique obtenue l o r s  du dosa: 

d'une so lu t ion  de GSH 0,5.10-~ M, y t i  l isée comme so lu t i on  de référence pour 

l'étalonnage de l 'appare i l ,  au début e t  à l a  f i n  de chaque sé r ie  de mesures, 

B - REDUCTION DES PONTS DISULFURES 

1 - Technique é lec t ro l y t i que  

La réduct ion é lec t ro l y t i que  des l i a i sons  S-S, en m i l i e u  acide, 

sur une .électrode de mercure, a é t 4  mise au po in t  par DOHAN e t  WOODWARD 

(19391, pour l e  g lu ta th ion  oxydé. Selon ces auieurs, l a  réduct ion e s t  complz 

e t  rapide, même lorsque l e  GS-SG e s t  incorporé à des f i l t r a t s  biologiques 

renfermant des protétnes (plasma ; sérum). Cette technique s'applique bien 
- - 

à la réduction des ponts S-S des camposés acldosolubles. 

L'appareil  que nous u t i l i s o n s  d i f f b r e  peu de c e l u i  qui  f u t  décr i  

par DOHAN e t  WODWARD ; toute fo is ,  n'ous avons remplacé l e  pont d'agar-KCI , 

peu commode, par un tube en U, dont les ext rémi tés sont "obturées" par un 

morceau de ver re  f r i t t é .  Le tube e s t  r e l i é  à une ampoule rempl ie d'une 

so lu t ion  saturée de KCl e t  munie d'un rob ine t .  Pendant l a  réduction, l e  KCI 

ne sTéoule pas ( rob ine t  fermé), Entre deux réductions, on l a i sse  s'écouler 

un peu de KCI ( rob ine t  ouver t )  pour empêcher les morceaux de ver re  f r i t t é  

dllnterrompre l e  c i r c u i t .  La cathode e s t  const i tuée d'une couche de mercure 

t r è s  propre de 10 mm d'épaisseur, déposée au fond d'un bécher de 40 mm de 

diamètre. La so lu t i on  à r é d u i r r  (environ 6 m l ) ,  versée au-dessus du mercure, 

e s t  agi tée au moyen d'un barreau magnétique. Le contact avec l a  cathode e s t  

assuré par un f i l  de p l a t i n e  passant par un ajutage l a t é r a l  soudé au Bécher. 

Enf in  ce lu i -c i  e s t  placé dans un c r i s t a l l i s o i r  posé sur un ag i ta teu r  rnagnéti 

que e t  contenant de l a  glace p i lée .  Le r é c i p i e n t  anodique renferme de I ' a c i d  

su l fosa l i cy l i que à 4 % dans l aque l l e p longe une électrode const i tuée d ' une 

lame de p l a t i n e  dler.vi ron 1 cm2 de ~ ( i r f a c e .  Le c i r c u i t  e s t  fermé par l e  tube 

en U rempli de KCI e t  les 2 électrodes sont r e l i é e s  aux bornes d'un générate 

pour 6 1 ectrophorèse fourn i  ssant un courant s iab i l i sé ( F i  g.3,A) . 
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Figure 3, A : Schéma de l'appareil utilisé pour la réduction Slectro- 

lytique des fonctions -S-S ; 

B : Réduction électrolytique de 0.25 PM de GS-SG, Iarsque "l'in- - 
tensi téqt du  courant est de 2.4 mA / cm2 ( - ou de 
4.8 mA par cm2 ,*-> r 

i , . ,  ? 
, L I  r k.:,+,..& 



DOHAN et WOODWARD (1939) signalent que le pourcentage de réducti 

dépend du "current intensity", c'est-à-dire de l'intensité rapportée à la 

surface de la cathode. Nous avons constaté que pour une électrode de 40 mm 

de diarnètr.0, le pourcentage de réduction augmente jusquVà ce que l'intensité 

courant soit d'environ 60 mA, Le pourcentage de GS-SG réduit, augmente égale 

ment en fonction d u  temps ( F i g e  3.8)  ; I 1 passe par un maximum après 10 mn 

puls décroft. Contrairement aux résultats rapportés par ces auteurs, nous 

n'obtenons jamais 100 % de réduction. Dans les meilleures conditions, le pou 
centage de GS-SG réduit varie de 90 à 95 %. Le GSH formé s'oxyde rapidement 1 
et i l  convient de le doser dès que la réduction est terminée, l 

2 - Sulfitolyse 
Cette méthode a été fréquemment utilisée pour réduire les ponts 

dlsulfure de composés sulfhydrilés acidosolubles et de protéines (BAILEY 

et COLE, 1959 ; CECIL et WAKE, 1962 ; LEVlTT et coll., 1962, PILET et 

ZRYD, 1965; GODON; 1969. Lfaoent réducteur est le sulfite de sodium. La 

réaction se dérou le se Ion I 'équation : 1 
i - 

RS-SR S03 e= RS- + RS-S03 -- 

El  le est révers i bl e (STRI CKS et KOLTHOFF, 1951 ; CEC l L et WAKE, / 
1962) ; aussi convient-il de préciser les conditions pour lesquelfes le 1 
pourcentage des formes réduites est maximal. 

A la température d u  laboratoire (16-20°C) la réductlon de 1 
0,25 VM de GS-SG est comp l ète apres 5-6 mn . pour une concentrat ion de su l f i td . . 

de 3,10-~~ (concentration finale de Na SO dans Ifextrait à réduire). Si 
2 3 

on augmente le temps, le pourcentage de GSH obtenu baisse, bien que la réduc i 
tlon s'effectue sous azote, dans la cellule de mesure qui est utilisée pour 

le dosage ampérométrique des fondions -SH. BAILEY et COLE (1959) nvobserven 

pas de diminution du  pourcentage de GSH ; mais dans des conditions identique i 
constatent une réoxydatian très rapide de la cystéine, l 

Pour une concentration de sulfite plus faible (1,5.10-~~) ou 

pl US élevée (5.10-~f4) la réduction du GS-SG est moins rapide &/ou incomp lèfe 
-2 (Tableau I I I ) .  I I  faut ajouter qu'uns teneur élevée en sulfite (5.10 M ou 

p1us)modifle la courbe de tttration du GSH total : aprbs le point d'inflexior 

la pente est plus faible , ce qui entraTne une diminution de la précision. ~ 



TABLEAU III : Conditions de rdduct ia  du GS-SG (0,25 PMI par 

suZfitoZyse. Effets de tu cmcentratiox du Na2S03 

e t  du temps de contact du su l f i t e  sur te pourcentage 

de rdriuction. 

b 

NaZS03 

Concentration f i n a l e  
de l ' e x t r a i t  

--a------------------ 

1,5. IO-'M 

3. - 
3. - 
3, - 
3. - 
5. - 

* 

Le pourcentage de réduction dépend aussi de l a  temp4rature. CARTER 

(1959) a montré q u ' e l l e  é t a i t  immédiate e t  complète à 37OC. A 270C8 

f a  reduction des S-S de certaines protéines est  incomplète même quand 

l a  durée est optimale (TSEN e t  ANDERSON, 1963). 

Signalons en f in  que l e  pH in terv ient  peu en t re  5;6 e t  9,6. mais 

qu'au-dessus I I  provoque une diminution du pourcentage de réduction 

(TSEN e t  ANDERSON, 1963). 

TEMPS (mn) 

----------------- 
3 

3 

5 

6 

1 O 

5 

DEGRE DE REDUCT ION 

(5 )  
..................... 

78,5 

95,6 

100,o 

100 ,O  

77,8 

90 8 4 



R E  S  U L T A T S  

P R E M I E R E  P A R T I E  

PARTZCZPATZON DES COIlPciSES SULFHYPRZLES AU COMROLE DE 

LA CROZSSAidCE DE TISSUS ISOLES DE CAROTT€. 



~ I A P I T R E  1 : E F F E T S  D E  Q U E L Q U E S  C O E P O S E S  1 
S U L F H Y D R I L E S  E T  D E  Q U E L Q U E S  I N H I B I -  

T E U R S  D E S  - S H  S U R  LA C R O I S S A N C E  D E  

C U L T U R E S  I N  V I T R O ,  1 

A - COMPOSES SULFHYDRILES ET CROISSANCE 

1 - In t roduc t i on  l 
D'une manière générale, pour les  cu l t u res  de t i s s u s  végétaux, comme l 

pour les  plantes en t iè res ,  l es  su l f a tes  cons t i t uen t  l a  source normale de soufre, 

Les t i s s u s  i so lés  u t i l i s e n t  cependant d 'aut res sources de soufre, t e l l e s  que 

des s u l f i t e s ,  des su l f u res  e t  des composés organiques. Leur ap t i t ude  à métabo- 
l 

l i s e r  l e s  acides aminés soufrés e t  l e  g l u t a t h i o n  v a r i e  selon l e u r  o r i g i ne .  

Pour NICKELL e t  BURKHOLDER (19501, les  t i s s u s  v i rosés de Rumex se développent - 
aussi b i en  en présence de cys té ine  que de su l fa tes ,  mais sou f f r en t  de carence 

O U  se nécrosent s i  on remplace les  sutTates par  de l a  cyst ine,  de l a  méthionine 

ou du g lu ta th ion .  HELLER (1955a)a é t a b l i  que les  t i s s u s  i so lés  de Carot te  ass i -  

m i l e n t  non seulement l e s  su l fa tes ,  les  s u l f i t e s  e t  l es  sul fures,  mais aussi l a  
l 

cystéine, l a  méthionine e t  l e  g l u t a t h i o n  ; par  cont re  l a  t a u r i n e  e s t  fortement 

toxique. II e s t  c l a i r  que ces d i i fg rences  sont l i é e s  à l a  nature des t i s s u s  

u t i l i s é s ,  à l a  t a i l l e  des exp lantats  ou encore à leu r  é t a t  physiologique. 

NITSCH e t  NITSCH (1956) on t  montré que les  r é s u l t a t s  v a r i e n t  également selon l a  

manière dont on incorpore les  composés soufrés au m i l i e u  de cu l tu re .  Ainsi ,  l a  

cys té ine  autoclavée en même temps que l e  m i l i e u  a  une a c t i o n  comparable à c e l l e  

des su l f a tes sur  l a c r o i  ssance des t i ssus d 'He 1 i anthus tuberosus ;par contre, 

e l  l e  présente une c e r t a i n e  t o x i c i t é  l o r s q u ' e l l e  e s t  s?é r i l i sée  par  f i l t r a t i o n .  

Considérés non p l u s  comme substances trophiques, mais corne fac teurs  

de croissance, les  composés soufr&s r é d u i t s  ou oxydés o n t  des e f f e t s  d i f f é r e n t s  

selon l a  nature des t i s sus .  Compte tenu du r ô l e  qu'on l eu r  a t t r i b u a i t  dans l a  

d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  (HAMMET, 1929 ; RAPKINE, 1931), l es  premiers auteurs qui  

on t  r é a l i s 8  l a  c u l t ü r e  i n  v i t r o  des Végétaux o n t  a j ou té  de l a  cys té ine  dans 

les  m i  l l e u x  n u t r i t i f s .  P lus tard,  NOBECOURT, p u i s  GAüTHERET constatent  que 

c e t  acide aminé n ' e s t  pas indispensable au développement des t i s s u s  de Carot te.  

( GAUTHERET, 1959 p. 623l.Ceci e s t  v r a i  pour les  t i s s u s  de beaucoup d 'aut res espè- 

ces, b ien  que ce r ta i nes  c u l t u r e s  semblent p r o l i f é r e r  davantage s i  on a jou te  de l a  



cysté ine ou du g l u t a t h i o n  dans l e  m i l i e u  (WIGGANS, 1954 ; REINERT e t  WHITE, 

1956). Pour BOURIQUET (19601, l es  t h i o l s  agissent différemment selon que i z  

croissance des t i ssus e s t  s t imulée ou non par 1 e A I  A ; i l s se comportent 

comme des antagonistes de I1auxine.  De son côté, PILET (1958 e t  1963b) démc 

t r e  que l e  g l u t a t h  i on i nh i be I l a c t  i v i t é  des auxi nes oxydases dans des f ragme 

de rac ine  de Carot te  ; ce qui  f avo r i se  I1accumuIation dlauxine endogène dar 

l es  t i s s u s  néoformés, mais ne semble pas mod i f i e r  l ' amp l i tude  de l a  cro issz 

Le g l u t a t h i o n  ne se comporte donc pas t ou jou rs  comme un antagonis te  de I l a ~  

2 - Résu l ta ts  

Pour é tud ie r  les  e f f e t s  de quelques composés soufrés sur l a  c r o i s  

de t i s s u s  c u l t i v é s  i n  v i t r o ,  nous avons cho i s i  une souche ch lo rophy l l i enne  

de Carot te  t r è s  sens i b l e  à l a carence en souf re  (HELLER, 1949) . Des exp l an? 

c a l i b r é s  (env i ron 150 mg  de M F I  sont repiqués sur un m i l i e u  de HELLER modi 

dans lequel l e  Mg S04 e s t  remplacé par du MgCI2 p l u s  l a  substance à é tud ie r  
9 

Le pH des m i l i e u x  e s t  a j u s t é  6 6,O - 0,l e t  les  c u l t u r e s  sont placées à 

21 5 I0C,  en lumière cont inue. 

Des essais p r e l i m i n a i r e s  o n t  permis d l é t a b l i r  que l a  croissance 

des t i s s u s  de Carot te e s t  un peu p l u s  f a i b l e  lorsque l a  cys té ine  e t  l e  

g l u t a t h i o n  sont autoclavés en même temps que les  m i l i eux .  Bien que les  

d i f fé rences  so ien t  beaucoup moins importantes que c e l l e s  enreg is t rées  par 

NITSCH e t  NITSCH (1956) à propos de l a  cystéine,  nous avons p ré fé ré  s t é r i l  

sar les composés soufrés par f i l t r a t i o n  sur une membrane M i l l i p o r e .  

Nous avons ensu i te  déterminé l a  croissance e t  l a  teneur en ch lo rc  

phy l l e  des co lon ies t i s s u l a i r e s  c u l t i v é e s  pendant 50 j o u r s  sur  des m i l i e u x  

contenant des composés soufrés présentant s o i t  un r a d i c a l  -SH, s o i t  une l i 

son S-S, e t  sur un m i l i e u  renfermant du MgS04 ( m i l i e u  de base u t i l i s é  corn 

témoin). Dans les  d i f f é r e n t s  m i l ieux ,  l a  concent ra t ion en souf re  e s t  c e l l e  

du m i l i e u  témoin, s o i t  1 mM. Nous avons également rep iqué des t i s s u s  sur  

un m i  l i eu  carencé en souf te .  Les résu l t a t s  de c e t t e  expérience sont rappor 

dans l e  Tableau I V .  

La cysté ine e t  l a  c y s t i n e  sont assimi lés,  mais l a  croissance e s t  

r édu i t e  de 60 à 70 % dès l a  f i n  du l e r  passage. Notons que l a  teneur  en ch 

p h y l l e  e s t  p lus  élevée que dans les  témoins. 



- 

TABLEAU I V  : E f f e t s  de quelques composés soufrés sur l a  croissance ( M  FI des 
colonies t i s s u l a i r e s  de Carotte e t  sur  leur  teneur en ch lorophyl le  
t o t a l e  (CH,). 

En présence de G-SH e t  de GS-SG, l a  croissance e s t  rédu i te  en 

moyenne de 30 à 35 % e t  l a  teneur en ch lorophy l l e  e s t  cornparab l e  à ce l le 

SOURCES 

DE 

SOUFRE 

- 
s04 

Cy-SH 

Cy-S-S-Cy 

G-SH 

G-S-S-G . 

Méthionine 

Taur 1 ne 

----------- 
Mi l ieux 

carencés 
b 

k PASSAGE 

des témoins. 

-, ,,-, 

M F 

mg 

2055 

692 

750 

1550 

1378 

1426 

- 

O 

2e PASSAGE 

La méthionine e s t  une source de soufre acceptable pour c e t t e  souche 

de Carotte ; e l l e  détermine cependant une f o r t e  chlorose. 

- 

---,-,,-----,-- 

CHt 

u g . i j A ~  F 

49.1 

64,3 

54,7 

58,O 

55.5 

35.5 

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

- 

M F 

ng 

1582 

717 

912 

1165 

1237 

1026 

O 

203 

La taurine, fortement toxique, ne peut ê t r e  employée. 

.-,--,,--,,,,-,,,,,----,- 

CHt 
A 

rin-9 M F 

44,l 

62,O 

55,7 

44,6 

46,6 

28,8 

- 
1.-----,..--------,- 

33.6 

A l a  concentration de 1 mM, l a  cystéine e s t  incontestablement une 

moins bonne source de soufre que l e  g lutath ion.  Nous avons recherché s ' i l  en 

e s t  de même pour des doses p lus f a i  b les ou p l  us élevées .'LOS r é s u l t a t s  obtenus 

(Tableau V e t  V I )  autor isent  les remarques suivantes : 

ler ' PASSAGE 
,,,,,-,,-,,,,,,-,,, 

M F  

n ~ )  

1892 

566 

798 

1293 

776 

996 

181 

922 

,,,, 

CHt 

pC&" F 

41,l 

52.6 

47,s 

43,2 

41 ,O 

38,4 

- 
-----------..--------,--- 

23,O 



TABLEAU V : Effets de la concentration en cystéine sur la croissance et la 
teneur en chlorophylle des tissus de Carotte. 

La r n d o a n c e  es t  exp&Ee en mg d e  MF eX e n  % p m  m p p o d  a u x  
i témoiru ( T )  c u f Z v é ~  en pr-ébence d e  1 mg d e  ~ d d a t e  d e  m a g n é o b .  
Lu ~ igne .5  + pcvvnment  d 'anphE&a & tenewr en ckeolrophyUe d u  
W o u 4  ct les  L C W L U  n térnoLgnen;t d e  l 'hpo&tance  d u  n é m o u .  
Chaque p a o a g e  d u e  4 5  j o m .  

CONCENTRATION 

EN 

( m ~ )  

O 

0.25 

O, 50 

1,m 

%O0 

4,m 

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

- 
2e PASSAGE 

TABLEAU V I  : Effets de la concentration en glutathion sur la croissance et 1 
teneur en ch.lorophylle des tissus de Carotte. 

(Légende i d e n t i q u e  à c&e ClLL TAELEAU V ) .  

m i  1 leu T -- 
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L 
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- quelle que soit la concentration utilisée, In prolifération est 
plus faible en présence de composés sulfhydrilés qu'en présence de sulfate. 

A concentration égale, la rjduction de la prolifération est plus importante, 

s'Il s'agit de la cystéine. 

- des doses de cystéine inférieures à 1 mM réduisent moins la 

croissance des cultures lors du premier passage, mais provoquent dès le 

second une carence an soufre qui se traduit par une forte diminution du 

poids de M F et de la teneur en chlorophylle et par l'apparition de nécroses 

brunes à la partie supérieure des colonfes. 

- des doses de cystéine supérieures à 1 mM sont encore plus 

toxi quas . 

3 - Conclusion et discussion 
Les tissus de la souche chlorophyllienne de Carotte assimilent 

le soufre organique, mais sous cette forme cet élément n'assure pas une 

croissance aussi importante que le sulfate. Parmi,les composés essayés, 

seul le glutathion parait pouvoir remplacer durablement les sulfates. La 

méthionine peut être utilisée : elle n'est pas toxique, mais elle réduit 

la cmissance et la teneur en chlorophylle. La taurine est très toxique. 

Sur Ces différents points, nos résultats sont en accord avec ceux de 

HELLER ( I 95Sa) . 

I l  faut bien se garder de généraliser, car d'autres tissus, tels 

ceux d.e Rumex (NICKELL.et BURKHOLDER, 1950) assimilent la cystéine et non - 
le gl utathion. Les tissus de Tabac absorbent de la cystéi ne 3 5 ~  sans 

modification de la croissance (MAROTI, 1967) et ceux de Parthenocissus 

tricuspidata incorporent cet acide aminé marqué dans leurs noyaux (surtout 

autour des nucléoles) et dans les cellules qui se transformrnt en trachéi- 

des (RIER et BESLOW, 1967). 

Nos essais confirment que le soufre est un élément indispensable 

au développement des tissus végétaux cultivés in vitro. En revanche, ils 

ne démontrent aucun effet spécifique des composés sulfhydril6s sur la crois- 

sance. La cystine et le GS-SG se comportent de la même façon que la cystéine 

et le G-SH. Compte tenu de la nature complexe du mi l ieu (nombreux microélé- 

ments) et du  pH voisin de la neutralité, i l  est probable que les composés 

sulfhydrilés sont rapidement oxydes. Pour comparer les effets des thiols 

et des disulfures correspondants, i l  faudrait pouvoir stabi.liser les 



radicaux -SH. La technique des -SH-SEPHADEX, mise au p o i n t  par JELLUM 

(1964) e t  u t i l i s é e  par NISSEN e t  ELDJARN (1969) pour é tud ie r  l a  d i v i s i o n  

c e l l u l a i r e  dans des cu l t u res  de Euglsna g r a c i l i s  ne semble pas pouvoir  

ê t r e  adaptée p u r  des t i s s u s . c u l t i v é s  en m i l i e u  so l ide.  La durée de l a  

cu l t u re  e t  l e  maint ien de I teseps ie  poseraient également de nornbreux 

problèmes pour des cu l t u res  en m i l i e u  l i qu ide .  

1 - In t roduc t ion  

De nombreuses substances bloquent les  fonct ions -SH. Nous en avonz 

chois i  4, qui  sont les  p l us  f réquement u t i l i s é e s  e t  qui on t  un mode 

d 'act ion d i f f é r e n t .  Le p-chloromercuribenzoate de sodium (P-C.M.B.) se com- 

bine aux fonct ions -SH pour former des mercaptides. L1ioooacétate e t  

I1iodoacétamide conduisent à une a l k y l a t i o n  des composés su l f hyd r i l és .  

La N-éthylmaléimide (N-E.M.), comme d'autres maléimides e t  ce r ta ines  lac tor  

donnent des réac t ions  dlacylat ion.  

2 - Résul tats 

Nous avons comparé les e f f e t s  de ces quatre substances i n h i b i t r i c e  

sur l a  croissance des colonies chlorophyl  t iennes de Carotte. La p r o l i f é r a -  

t l o n  des t i s s u s  e s t  déterminée après 45 j o u r s  e t  exprimée en va leur  r e l a t i ~  

par rappor t  à ce1 l e  de colonies t i s s u l a i r e s  entretenues sur  l e  m i l i e u  t é -  

moin (Tableau V I I ) .  

Entre O e t  ~ o - ~ M ,  ces i nh i  b i teu rs  o n t  peu d ' i n f  l uence sur  l a  p ro  l i 
-8 ra t ion;  en présence de t r è s  fa1 b l  es doses ( IO-' ou 10 M l ,  on observe même 

-5 assez souvent une cer ta ine  s t imulat ion.  A l a  concent ra t ion de 10 M, l a  crc 

sance e s t  r édu i t e  d 'environ 30% ;à I O - ~ M  c e t t e  réduct ion a t t e i n t  70 à 80 %. 
Les quatre i n h i b i t e u r s  u t i l i s é s  o n t  un e f f e t  comparable sur l a  p r o l i f é r a t i c  

des t i s s u s  de Carotte. Le P0C.M.B. qui peut ê t r e  autoclavé en même temps 

que le  m i l i e u  n u t r i t i f  sera u t i l i s é  de préférence aux aut res substances. 

Des essais complémentaires ont  é t é  e n t r e p r i s  avec t r o i s  aut res t i c  

sus végétaux: des co lon ies caroténogènes de Carotte, des t i s s u s  de Ronce e t  



TABLEAU VI1 : Croissance des colonies tissulaires de la souche chloro- 
phyllienne de Carotte en présence d'inhibiteurs des 
fonctions -SH. 

r 

CONCENTRAT!ONS 

MOLA l RES 

O 

1 o - ~  

 IO-^ 
1 0 ' ~  

1 o - ~  

5.  IO-^ 
 IO-^ 

La cho.bbmzce t~e.ta,tive tu$ d E t m n b é e  apt& 4 5  j o u m  de 
w e  parr m p p o u  à L ' n u g m c ~ n  du p o U  de A i  F 
des coLonies cuehivétu 4 ~ r  un m.2i.e.u témoin d é p o w v u  
d ' i . n k i b a e w ~ s .  1 

p-C.M.B, : p - c i î ~ o t r o m ~ u b ~ z z o ~ e  de bodUun 
N - E . U .  : N-Wy&&E&de 

P-C.M.B. 

100,o 5 

97.8 - 
93.6 - 
87.8 - 
78,3 - 
50.2 - 
19.8 - 

de Crown-gall de Scorsonère (autotrophes à I'auxine) et avec des 

suspensions cellulaires de Silène, Des résultets comparables ont été 

observés : l es concent rat i ons ef f i caces s l éche l onnent entre 1 o - ~  et 
1 O - 4 ~ .  

Les inhibiteurs des fonctions -SH inactivent de nombreuses 

enzymes sulfhydrilées, ce qui se traduit notamment par un blocage de la 

respiration et par une diminution de la synthèse de la chlorophyl le. 

Généralement, la réduction de la prolifération est plus importante que 

celle de la respiration (Tableau VIII). Certains inhibiteurs tels que 

le p-C.M.B., le N-€.M. et I'iodoacétate réduisent égalemeni le trans- 

port polarisé de I'auxine, à des concentrations qui sont sans effets 

sur la respiration (NIEDERGANG-KAMIEN et LEOPOLD, 1957). 

N-E.M. 

100,o % 

113.7 - 
93.4 - 
96,8 - 
72.8 - 
52.8 - 
26.7 - 

IODOACETATE 

100.0 S 

102.5 - 
94,7 - 
86.4 - 
68,O - 
43,O - 
24.2 - 

IODOACETAMIDE 

100.0 % 

95.8 - 
106.3 - 
96.9 - 
67.4 - 
26.1 - 
20.4 - 



TABLEAU V l l l  : E f f e t s  du P-chloromercuribenzoate de sodium (P-C.M.B.1 
sur  !a croissance, l a  resp i r a t i o n  e t  I ' é t a t  des composés 
s u l f h y d r i l é s  des co lon ies t i s s u l a i r e s  de l a  souche chloro- 
phy l l ienne de Carotte. 

La m.hsance (M F )  et l'ulLtensi..té de la acspdiaX.on 
(p I O  tgqh4 ~*h 'y&mt  exp&Ees en v~~ &eeaR;ivu PUA 
/rapP8u d C&eb deb C O & W ~ &  f9&Lden~C4 6Uh WI 
ttrnocin ne contenaa pas de P-C. M. B .  J . 

'I 

-SH . IOC 

-SH S-S 

75,3 

71,7 

61,4 

55,7 

La teneur en -âH solubles augmente dans les t i s s u s  de l a  souche 

-SH 

cII~-cj4M F) 

0,33 

0.57 

1 ,oc' 

1 ,O8 

chlorophyl l ienne de Carot te t r a i t é s  par des doses de P-C.M.B. inh iban t  la  

croissance (Tableau V 1 1 1 ) .  Ce fa . i t  nous ayant surpr is ,  nous avons répété 

RESPIRAT ION 

($1 

100,O 

107,O 

87,5 

76,s 

plus ieurs  f o i s  I 'expérience : les r é s u l t a t s  sont confirmés. La N-E.M. 

CRO 

($1  

100,O 

78,3 

50,2 

19,8 

r 

a des e f f e t s  analogues sur les t i s s u s  de Carotte. Cette augmentation ne 

temble pas due à une réduct ion des d i s u l f u r e s  car l e  rappor t  -SH/-SH + S-S. 

CONCENTRAT IONS 

W P-C.M.B. 

O 

1 O-*M 

5. I O - ~ M  

I O - ~ M  

L 

b ien  qu'assez var iable,  diminue. On peut supposer que des composés soufrés 

de f a i b l e  poids moléculaire proviennent de l a  dégradation de proté ines l i é e  

à l a  nécrose p lus  ou moins importante des t i s s u s  de Carot te  t r a i f é s .  La 

diminut ion de l a  teneur en ch lorophy l le  e t  du rappor t  azote protéique/ 

azote t o t a l  confirme ce t t e  hypothèse. 

Des malëimides o n t  é té  ernptoyées aux Etats  Unis à p a r t i r  de 1948 po 

provoquer l a  d é f o l i a t i o n  des végétaux. En u t i l i s a n t  un " t e s t  de dé fo l ia i son"  

e t  un " t es t  d'élongation", VAN OVERBEEK e t  c o l  1.(1955) on t  montré que I t a c t i -  

v i t 6  de ces substances v a r i e  en fonc t ion  de l a  nature de l a  chaine la té ra le .  



La N-phénylmaléimide s 'est  révélée part icul ièrement act ive,  

l a  N-isopropylmaléimide l 'une des moins eff icaces. 

TABLEAU I X  : Croissance des colonies t i s s u l a i r e s  de l a  souche chlorophyl l ien- 
ne de Carotte e t  de suspensions c e l l u l a i r e s  de Silène en 
présence de maléimides substituées. 

La c h o h a n c e  ebit exp&ée en $ p a ~  mppo lL t  à L'augmen$a-Chn du 
p o u  de M F de téma& U v é 6  AW un n L L h  dépowrvu  d ' i n h i b i -  
tam. La &ée de La cuktwLe ut d e  45  j o ~  p o m  4 2 ~ 4 ~  de 

& de  12 j o w s  p o u  .tes ceeeuRes d e  =&ne. 

N - p h 6 n y l M  

100,4 $ 

21,8 - 
5,9 - 

113,6 - 
89,7 - 

1,3 - 
O 

C A R O 1 1  E 

S l L E N E  

Nous avons comparé les e f f e t s  de l a  N-E.M déjà u t i l i s é e  dans une 

précédente expérience e t  de la N-méthylmaléimide (N-M.M.) à ceux des deux compo- 

sés u t i l i s é s  par VAN OVERBEEK. Les résu l ta t s  (Tableau 1x1 montrent que les 

quatre substances inhibent l a  prolifération des ce1 l u les  végétales, mais de 

façon p lus ou moins importante. ta  N-isopropyl maléimide e t  l a  N-phény'l maléimide 

N - i r o p r o p y l M  

75,7 % 

18.2 - 
1,8 - 

94,9 - 
75,7 - 

O 

O 

qui Se comportent t r è s  d i f  férement  sur les tes ts  de "défol iaisonrr e t  "dtélon- 

N - m B t h y l M  

62,O % 

52,8 - 
26,7 - 

----------------------------------------------------------------- 
@5,4 - 
83,4 - 
67,8 - 

O 

CWCENTHAT l ON 

DES HALE l W l DES 

1.  IO-^ M 

5. I O - ~ M  

1. I O - ~ M  

1. ~ o - ~ M  

~ . s . r o - ~ ~  

5. ~ O - ~ M  

1. I O - ~ M  

gat ionw sont ce l l es  oui réduisent l e  p lus l a  croissance des colonies t i s s u l a i r e s  

N - Bthyl M 

65.1 % 

41.5 - 
16,9 - 

82.5 - 
77,7 - 
64,9 - 

O 

de la  souche chlorophyll ienne de Carotte e t  de la  suspension c e l l u l a i r e  de Silène. 

La N-E.M. e t  l a  N-M.M., qui ont un poids mol&culaire p lus f a i b l e  e t  une chaîne 

l a té ra le  l i néa i re  inhibent moins l a  p ro l i f é ra t i on .  

3 - Conclusion 

tes composés sul fhydr i lés,  les d isu l fu res  e t  les i nh ib i t eu rs  des fonc- 

t i o n s  -SH ajoutés au m i l i eu  de cu l tu re  n'agissent pas d'une maniare spéci f ique 

su t  l a  croissance des t i ssus  isolés. I I  nous a semblé i n u t i l e  de 'mu l t i p l i e r  

ce type d'expériences dont l a  portée es t  d la i l leurs  l imi tée.  Nous avons préféré 

étudier  les var ia t ions  des composés su l fhydr i lés  endogènes en r e l a t i o n  avec . 

l e  développement de t i ssus  iso lés e t  de suspensions c e l l u l a i r e s .  



- 44 - 
CHAPITREZ:  D I S T R I B U T I O ! i  D E S  C O M P O S E S  

S U L F H Y D R I L E S  S O L U B L E S  D A N S  D E S  

F R A G M E N T S  D E  R A C I N E  D E  C A R O T T E ,  

A - ANALYSES EFFECTUEES AVANT LA MISE EN CULTURE 
I I  était nécessaire de préciser tout d'abord si la distribution 

des radicaux -SH était homogène ou non, dans les racines entières. Pour celz 

nous avons prélevé à l'emporte pièce des fragments de 30 mm de longueur et 

de 8 mm de diamètre au niveau du collet de la pointe et dans la partie 

moyenne de la racine (Fig. 4, A). Le collet, qui est tantôt enfoncé dans la 

terre, tantôt hors du sol, est plus ou moins riche en pigments (chlorophyll$ 

et/ou anthocyanes), Cette hétérogénéité se traduit par une grande variabi- 

lité de la teneur en -SH. La partie moyenne et la pointe présentent des tau> 

de -SH comparables. La région moyenne est la plus intéressante, car elle 

fournit un plus grand. nombre dvexplan+ats que la pointe. 

Nous avons ensuite recherché si la teneur en -SH était Identique 

dans les différents tissus de la partie moyenne da la racine (F io .  4, BI. 

Le xylème et les tissus externes (écorce + phloème) présentent des taux 

de -SH très voisins, mais inférieurs à ceux de la région cambiale (Tableau : 
Signaions que dans ces derniers, la teneur en azote(soluble et total) est p' 

élevée (MENORET, 7957)  et la respiration plus active (MOROHASHI et co11.,196 

Pour la suite de ce'travaii, les explantats destinés à être cultif 

in vitro seront donc prélevés exclusivement au niveou du cambium, dans 

la partie moyenne de la racine, 

TABLEAU X : Réparti t i on des -SH so 1 ub les ( n ~ .  g-' de M FI : 

- dans différents tissus provenant de la partie moyenne de la racin 

- dans les zones foliaires (Z F), médiane (Z M) et racinaire (Z R I  
dlexplantats prélevés au niveau du cambium, dans la partie rnoyenn 
de la racine. 

ESSA'S 

1 

2 
3 
4 

L 

EXPLANTATS PRELEVES 
AU NIVEAU DU CAMBIUM ---------- 

Z F 

TISSUS PRELEVES MNS LA PARTIE 
M3YENNE DE LA PACINE 

1 90 - 
300 

1 70 

Xy 1 ème 

150 

340 

1 60 - 

Ph l oème 

120 

330 

250 
a- 

220 - 
260 - 

................................. 
Camb i um 

240 

510 

300 - 

220 - 
300 

190 



Compte tenu de ce que nous savons sur l a  d i b t r i b u t i o n  p o l a r i -  

sSe d'un c e r t a i n  nombre de substances dans des fragments de racine de Ca- 

r o t t e ,  notamment de l ' azo t r  soluble (PILET e t  FRhGATA, 19631, des auxines 

(KULESCHA, 1951 ; PILET, 1964 e t  19671, des auxine-oxydases (PILET, 1956, 

1964 e t  19671, i l é t a i t  intéressant de rechercher s i  l a  r é p a r t i t i o n  des 

-SH é t a i t  uniforme. Nous avons découpé des fragments de rac ine en 3 

zones : f o l i a i r e  (Z FI, r ac ina i re  (Z R1 e t  médiane (Z M1 (F ig .  4, C l .  Les 

valeurs sont présentées dans l e  Tableau X. On v o i t  que l a  teneur en -SH 

e s t  l a  même, aux va r i a t i ons  expérimentales près, pour les  3 zones 

analysées. 

F isure 4. A e t  B : Lieu de prélèvement des exp lantats  dans l a  
rac i ne de Carot te : ph loème ( 1 1 ,  zone cam- 
b i a l e  (21, xylème ( 3 ) .  

&:  Pos i t ion  des exp lantats  par rappor t  au 
m i l i e u  de c u l t u r e  e t  zones analysées. 

Z f : zone , j o W e  ; Z M : zone médiar.e ; Z R : zone 
ucinaihe ; e : Z F ; : dudace du n d i i e u .  



I I  f a u t  cependant remarquer que l a  teneur en -SH v a r i e  beaucoup 

d'un l o t  de racines 2 l ' a u t r e  : de 100 à 490 nM par CJ de M F, pour 10 

l o t s  d 'exp lantats  prélevés en vue de leur mise en cu l t u re ,  en t re  A v r i l  1966 

ThBL.EAU XI : Variations de l a  teneur i n i t i a l e  en -SH solubles ( n ~ r ~ - ' d e  MF) d'exp lan- 

t a t s  prélevés au niveau du cambium, dens l a  p a r t i e  Boyenne de racines 

provenant de 10 lo ts  di f férents.  de Carottes. 

Cette f o r t e  v a r i a  b i l i t é  a au mol ns 3 causes : 

1 - l ' o r i g i n e  (var ié té ,  clone,provenance) des rac ines achetées dans l e  

1 commerce local ,  au f u r  e t  à mesure de nos besoins ; 

- l e  mode de conservation qui mod i f ie  de nombreux paramètres (en  p a r t i c u l i e i  

l a  teneur en eau, en azote e t  en sucre )  condi t ionne l e  développement des 

explantats,  Des f a i t s  analogues o n t  é té  re levés pour d 'aut res organes de 

réserve par  KULESCHA (1951) e t  par LEFEBVRE (1976). 

- l e  stade de développement. BRUNEL-CAPELLE (1955) e t  GOAS (1959) o n t  

mantré que l a  teneur en composés s u l f h y d r i l é s  v a r i e  au cours du cyc le  de 

développement de nombreux végétaux. Etant donné l a  provenance des rac ines 

u t i l i s é e s ,  nous n'avons pas pu v é r i f i e r  ce po in t .  

B - FRAGMENTS DE RACINE CULTIVES IN VITRC) PENDANT 30 JOURS 

Des fragments de rac ine ( L  : 30 mm ; diamètre : 8 mm) prélevés 

à l'emporte-pièce au niveau du cambium sont c u l t i v é s  pendant 30 j ou rs  sur 

l e  m i l i e u  standard (HELLER, 19531, en pos i t i on  normale (NI, ou en p o s i t i o n  

inverse ( 1 )  ( F i g .  4 A e t  Cl. 



1 - Teneur en -SH solubles 

Lorsque les fragments sont cu l t i vés  en pos i t i on  inverse, un ca l  

se développe à l a  face' rac ina i re  ; II es t  déJi3 bien v i s i b l e  l e  15e jour. 

Après 30 jours, l a  teneur en -SH e s t  p lus élevée dans la  néoformation que dans 

les t i s s u s  préexistants. Dans ces derniers, e l l e  diminue progressivement de 

l a  zone rac ina i re  à l a  zone f o l i a i r e .  II en e s t  de même du rapport  -SH/-SH 

+ S-S (Fig. 5, A). Quel que s o i t  l e  c r i t è r e  de référence retenu, poids de 

matière fraTche (M F),de matière sèche (M SI, de protéines (N Pl ou teneur 

en d isu l fures,  un gradient su l fhyd r i l é  conforme à l a  p o l a r i t é  morphologique 

des t i s s u s  de rac lne de Carotte (GAUTHEUET, 1940 e t  1959 ; DE ROOP, 1950) 

~ e s t  mis en évidence. 

Fig. 5 : Répar t i t ion  des composés su l fhydr i lés  solubles dans 
des fragments de racine de Carotte cu l t i vés  en pos i t ion  
inverse ( A )  e t  normale ( 6 ) .  

tes vateurs e=cprZmdes en V M  de 8oufre,sont rapportdes d : 
102 g de M F 
1 0 g d e M S  

 IO-'^ c i  fazote protbique 

La combe en pointittd reprdsente les v d a t i o n s  du rapport -SH / -SH + S-S 

Quand les  fragments sont placés en pos i t ion  normale, l e  cal e s t  

m i n s  bien délimil-é e t  les  t i s s u s  néoformés recouvrent l a  plus grande 

p a r t i e  de l a  zone rac ina i re  immergée dans l e  mi l ieu .  Des néoformations 



de petite taille apparaissent parfois sur la partie foliaire des fragments. 

AprBs 30 jours de culture, la teneursen -SH est maximale dans la zone foliai 

re d u  fragment, faible dans les zones médiane ef racinaire, moyenne dans les 

tissus néoformés (Fig. 5, BI.  Le pourcentage de formes réduites est à peine 

plus élevé dans les néoformations que dans les tissus préexistants. Un gra- 

dient sulfhydrilé inverse de la polarité morphologique apparait dans les 

tissus préexistants, tandis que la teneur en -SH dans le cal est comprise 

entre les valeurs relevées dans les zones foliaire et racinaire du fragment. 

2 - Variations relatives des -SH 

S i  on compare les valeurs présentées dans la F ig .  5 et celles 

qui furent trouvées dans les fragments le jour de la mise en culture, on 

peut observer (Tableau XII) : 

- une diminution du  taux des -SH dans la zone foliaire des frag- 
ments placés en position inverse et dans la zone racinaire des fragments pla- 

cés en position normale ; 

- une augmentation d u  taux des -SH dans la néoformation et la 

zcsne racinaire des fragments cultivés en position inverse et dans les zones 

n6oformée et fol i a i re des autres fragments ; 

- une certaine stabilité dans les.zones médtanes. 

TABLEAU X I I  : Variations relat ives du taux des -SH dans des fragments de racine 

de Carotte cult ivés in  v i t r o  pendant 30 jours en position 

i nverse e t  n o m  le. 

POSITION DES 

FRAGMENTS 

l N V E R S E  

N O R M A L E  

+ : augmentatCon par rapport au Zot initia2 
- .  . dUninutim " n a n  

Vt - Vo valeur r e k t i v e  : - . 1 0  2 
v 

LOCAL I SAT ION DES f l SSUS ANALYSES 

Vo : idem au montent de ta  mise en culture. 

2 f Z M 
Exp 1 antat  

- 56 

+ 65 

Z R Ca 1 
-----------------..-----------.-------------------------------- 

* 12 

O 

+ 69 

- 05 

e n t i e r  ------------ 
1 2 5  1 1 5 0  

+ 25 + 85 



3. Conclusions 

. S i  on considère les cultures entières, quel le que soit l'orientation des 

fragments de racine, la teneur moyenne en -SH rapportée à l'unité de M F 

(OU de M SI est plus élevés au 3Oème jour, qulau moment de la mise en 

culture ; . 

. La distribution des -SH dépend de l'orientation des tissus. Les résultats 

obtenus avec des fragments cultivés en position inverse confirment 

I Iexi stence d 'une tel at ion entre la croi ssance et le taux de -W. Cette 

corrélation, établie et vérifiée à différentes reprises, aussi bien chez 

les Animaux que chez les Végétaux ne se retrouve pas lorsque les fragments 

de racine sont cultlvés en position normale ; 

, L'analyse des variations du taux de -SH dans les explantats montre, 

quelle que soit leur orientation, qu'il diminue dans les régions en 

contact avec le milieu e7 augmente dans les zones qui en sont éloignées. 

I I  semble donc que le contact d u  milieu aqueux, qui réduit la morphogenèse 

et le développement de certains tissus (GAUTHERET, 1950 et 1959) provoque 

également une diminution du taux des -SH solubles dans les tissus de 

Carotte ; 

. Avant de préciser les relations entre le taux des -SH et la croissance des 
tissus de Carotte cultivés In vitro, i l  convient de rechercher la cause 

des variations du gradient sulfhydrilé, et particulièrement de préciser 

les effets du contact du milieu, I I  est en effet indispensable de savoir 

si le gradient sulfhydrilé est lié au déveio~~ement du cal ou s'il résulte 

simplement du contact avec le milieu de culture. 



CHAPITRE 3 : E F F E T S  D U  C O N T A C T  D U  M I L I E U  

A Q U E U X  S U R  L A  P R O L I F E R A T I O N  D E S  T I S S U S  

D E  C A R O T T E  E T  S U R  LA R E P A R T I T I O N  D E S  

- S H  S O L U B L E S ,  

INTRODUCTION 

Rappelons que le milieu est constitué d'une solution nutritive sol 

difiée par de la gélose et ne renferme pas de substances de croissance ; i l  

s'agit donc d'un milieu "aqueux" solide. 

GAUTHERET (1959, p. 2931 a montré que ie contact d'un milieu aqueu: 

s'oppose à la formtion de pseudothalles et exerce une action variable sur 

les phénomènes de cal logenèse. Selon cet auteur, la prolifératlon des tissus 

cambiaux d'arbres est presque complètement inhibée, tandis qtie les tissus 

d'organes charnus subi ssent une i nh i bi t ion très modérée. En présence d euxi nc 

le développement de la partie Immergée est un peu plus Impottant, s ' i l  s'agi. 

d'un tissu cambial d'arbre ; au contraire s'il s'agit de fragments d'organes 

charnus, le développement est souvent plus important au contact de la salutic 

nutritive. D'après PILET (19641, la croissance des tissus n8oforriiés de 

Carotte est très faible quand la face racinaire des fragments de racine est 

enfoncée dans le milieu; dans ce cas, la polarité est égaiement moins strictc 

Des recherches effectuées sur d'autres plantes, et en particulier sur la 

Chicorée, la Scorsonère et le Tabac montrent que le contact du milieu aqueux 

modifie &galement les phénomènes dlorganogenèse (GAUTHERET, 1959, p .  297). 

Pour tenter de mettre en évidence le rôle du contact du milieu 

sur la répartition des -SH solubles et sur le développement des fragments de 

racine de Carotte, nous avons fait varier : 

- la position des explantats par rapport 3 la surface du milieu ; 

- l'orientation des tissus par rapport à'celle qu'ils présentent dans la 
plante entière ; 

- la forme des explantats. 
B - POSITION ET ORIENTATION DES FRAGMENTS 



Figure 6 : Di f fé ren ts  modes d'ensemencement u t i l i s é s  pour étudier  
l ' in f luence du m i l i e u  aqueux sur le  développement des 
fragments de rac ine de Carotte : 

a : fragments placés verticalement, hors du mil ieu, en pos i t i on  N ou t 
b .: tt tt 11 , à demi-immergés t t 11 

c : t f  11 ~t , totalement immergés 11 II 

d : tt lt horizontalement à l a  surface ou à l ' i n t é r i e u r  
du m i  I ieu ' 

e : tranche de racine dispos4e vert icalement 
f : fragments placés en sens N ou 1 ,  de t e l l e  sorte que l e  cal ne s o i t  

pas en contact avec l e  m i l i e u  

( e : zone f o l i a i r e  des explantats ; cal  : Ir ) 



1 - Conditions ex~érimentales 
La position et l'orientation des explantats sont schématisées 

sur la figure 6. 

- "Hors du milieu : les fragments de racine ( L  : 30 mm ; diamètre : 8 mm) 

sont déposés verticalement, en position normale ou inverse, à la surface 

du mi lieu (Fig. 6, a) ; 

-VtDemi-immergée'l : les explantats sont verticaux et enfoncés de 15 mm dans 

la solution nutritive (Fig. 6, b )  ; 

- "immergée" : les explantats sont disposés verticalement, 5 environ 20 mm 

sous la surface du milieu (Fig. 6, c )  ; 

- "Horizontale" : les fragments sont placés hûrizontalement, soit à la surfz 

du milieu coulé dans des fioles de Fourneau, soit 10 m on-dessous de 

la surface (Fig. 6, dl. 

2 - Résultats 
a. Cas des fragments verticaux ----------- ---------------- 

Le développernent du cal est comparable lorsque les fragments de r ë  

cine sont placés 2 la surface du milieu ou à demi-immergés ; i l  est nul quar 

ils sont totalement immergés. Pour les deux premières posltions, le déve!op- 

pernent des tissus néoformés, exprimé en valeur absolue (M F ou M SI ou en 

valeur relative (rapportée à la biomasse totale d'une culture) est un peu 

plus important lorsque les fragments sont repiqués en position inverse, 

c'est-à-dire lorsque la néoformation se développe en dehors du milieu de 

culture (Tableau X111). 

Pour caracteriser l'état des composés sulfhydrilés, nous avons 

determi né : 

- la teneur en -SH (nM de ~fg'de M FI, 
-SH - le pourcentage de formes réduites : 2 . 10 , 

-SH+ S-S 

- le gradient su l f hydr i ! 5 ( SHC - SHZF OU SHzR - SHZF) 

Les résultats des mesures effectuses au 30e jour de culture 

(Tableau Xlli) autorisent les renarques suivantes : 



TABLEAU XII l : Croissance des tissus néoformés (cal 1 et état 
des com~osés sulfhydrilés solubles selon la posi- 
t i o n  et l'orientation des explantats (voir la lé- 
gende de la figure 6). 

POSITION ZONES C R O I S S A N C E  C O M P O S E S  S O U F R E S  

*i : -SHC : teneu>r en -SH ~ L L  c d  

: -SHZF : *eneuil en -SH da .I%AAUA de la zone QoLiai>re 
Le ghadient s uî$hydhieE I -SHC - -SHZ positid (+ ) s ' U es t  
patraeeèec à l'exptesbion de la p o W E  r n o ~ ~ h o t o g i q u e  ; i l  es t  
négatLb ( - )  4 ' i l  es t  c o n t m h e  

Les mesmu aant eddecttlées apha 30 joua de cut.tme. 
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- dans l es  fragments totalement immergés, l a  teneur en -SH e s t  t r è s  f a i b l e ,  

l e  pourcentage de -SH r é d u i t s  e s t  v o i s i n  de 50 9 ,  ce qu i  e s t  t r è s  peu par 

rapport  aux aut res catégor ies de cu l t u res  e t  l e  g rad ien t  s u l f h y d r i l é  dans 

les t i s s u s  préex is tants  e s t  nul . 

- l a  r é p a r t i t i o n  des -SH dans les  c a l s  e t  l es  d i f f é r e n t e s  zones des fragment 

placés en p o s i t i o n  inverse sur l e  m i l i e u  ou à demi-immergés e s t  semblable 

e l l e  se t r a d u i t  par un g rad ien t  s u l f h y d r i l é  p o s i t i f  égal à + 315 dans l e  1 

l o t  e t  à + 365 dans l e  second. 

- dans l e s  exp lanta ts  repiqués en p o s i t i o n  normale, l e  grad ient  s u l f h y d r i l é  

négat i f  : - 65, s i  les  fragments sont placés sur  l e  m i l i e u ,  

-115, s ' i l s  sont  à demi-immrgés. 

- l e  pourcentage des formes rédu i tes  va r i e  de l a  même manière que la  teneur 

en -SH quand l es  exp lanta ts  sont disposés en sens inverse : I I  es t  é levé 

dans l e  c a l  e t  l a  zone r a c i n a i r e  s i t ués  hors du m i l i e u  e t  d 'autant  p l us  

f a i b l e  dans les  zones médiane e t  f o l i a i r e  que l es  fragments de racine sont 

p lus  enfoncés dans l a  s o l u t i o n  n u t r i t i v e .  

- lorsque les  exp lanta ts  sont  repiqués en sens normal, l e  pourcentage des fc 

rédu i tes  .est à peu près l e  même dans toutes les  zones, y  compris dans les  

t i s s u s  néoformés. 

b. cas des fragments horizontaux ----------- ----------------- 
- Lorsque les  fragments sont  placés horizontalement 2 l a  surface 

du mi l i eu ,  la  croissance du ca l  e s t  rap ide e t  un peu p l us  importante que 

l o r s q u ' i l s  sont placés vert icalement.  La p o l a r i t é  morphologique s'exprime 

totalement. Au 30e jour,  un g rad ien t  s u l f h y d r i l é  p o s i t i f  e s t  mis en évidence 

II es t  re la t ivement  f a i b l e  en ra ison  de l a  teneur en -SH, p l us  élevée dans I 

zone f o l i a i r e  des fragments horizontaux que dans c e l l e  des exp lanta ts  enseme 

ces en p o s i t i o n  ve r t i ca l e .  

Lorsque les  fragments sont  totalement Immergés, l e  ca l  ne se forme 

pas e t  l a  teneur en -SH dans les  t r o i s  zones du fragment e s t  p lus  f a i b l e ,  

Un f a i b l e  g rad ien t  s u l f h y d r i l é  p o s i t i f  e x i s t e  néanmoins après 30 j ou rs  de 

CU l tu re .  



3 - Conclusion 
L'immersion totale des explantats empêche la prolifération, provoque 

une diminution importante de la teneur en -SH des tissus préexistants et 

supprime la répartition polarisée de ces radicaux. Les tissus immergés 

demeurent pourtant vivants et ils sont susceptibles de proliférer si on les 

place ultérieurement hors d u  milieu de culture. 

En réduisant la surface de contact entre les tissus et le milieu 

de culture, on obtient des résultats différents selon l'orientation des ex- 

plantats; les plus intéressants sont obtenus lorsque les fragments de racine 

sont cultivés en position horizontale, à la surface du milieu g0losé. Le 

gradient sulfhydrilé positif mis en évidence n'est pas provoqué par le milieu 

qui est égaiement en contact avec toutes les zones de I 'explantat ; i l  est 

en rapport avec le développement polarisé des tissus, 

C - FORME DES EXPLANTATS 

Nous avons utilisé des explantats ayant une forme différente e i  

nous les avons repiqués defaçon telle que les tissus des zones racinaire 

et foliaire soient disposés hors du milieu aqueux, quelle que soit l'orienta- 

t ion ,  (inverse ou normale) de la culture. 

1 - Tranches de racines 
Des tranches de 15 mn d'épaisseur sont découpées dans la partie 

moyenne de la racine. Elles sont enfoncées à demi dans le milieu gélosé, l'axe. 

de la  racine étant parallèle à la surface du miileu (Fig. 6, el. 

Aprds 2 semaines de culture, les explantats sont découpés en 3 zones : 

-zone foliaire, située horsdumilieu; 

- zone racinaire, située hors du milieur 

- zone immergée ; 

Un net gradient sulfhydrllé positif existe dans les tissus situés 

en dehors d u  milieu, dès que le cal apparaît. Dans la partie immergée de l a  

culture, la teneur en -SH est 2 à 3 fois plus faible. Le pourcentage de 



composés soufrés r é d u i t s  e s t  également p lus  f a i b l e  dans les  t i s s u s  immergés ~ 
(Tableau XIV) 

TABLEAU XIV : E ta t  des composés s u l f h y d r i l é s  solubles dans des 
tranches de Carot te c u l t i v é e s  pendant 2 semaines 

Z O N E S  

ANALYSEES 

Raclnal re 

Foliaire 

I rnrnergée 

sur l e  m i l i e u  standard. 

-SHZR : teneur en -SH des t i s s u s  de l a  zone r a c i n a i r e  

-SH 
î nt.$-G'MF) 

------------------..------------------.-------------------------------------- 

460 
------------------,.------------------..------------------ 

360 
------------------..------------------..------------------------------------- 

170 

-SHZF : 11 IV 11 VI II f o l i a i r e .  

1 
2 - Explantats de forme p a r t i c u l i è r e  

i Nous avons r e p r i s  l e  mode de c u l t u r e  imaginé par LEGRAND (1969). 

On prélève des prismes dans l a  rég ion moyenne des racines, au niveau de l a  

zone cambiale pu is  on les  découpe de façon à leu r  donner l a  forme d'une hache 

Le "manche", à demi enfoncé dans l e  m i  l i eu gé losé s e r t  de "support1' aux 

I t i s s u s  qui p r o l i f è r e n t  (F ig .  6, f ) .  
I 

-SH -102 
-SH + S-s 

73 

73 

62 

Les analyses des composés soufrés sont e f fec tuees uniquement dans 

les  p a r t i e s  des exp lanta ts  maintenus hors du m i l i e u .  LEGRAND (1969) a montré 

que l a  p o l a r i t é  morphologique n 'es t  pas modi f iée e t  que l e  développement du 

ca l  e s t  un peu p l u s  important  s i  l e  support e s t  t a i l l é  dans l e  xylème ; II 

e s t  un peu p l us  f a i b l e  s ' i l  ne comporte que du phloème. Ces d i f fé rences  

pourra ient  ê t r e  dues à un t r anspo r t  p lus  ou moins a c t i f  des éléments n u t r i t i f  

e t  des auxines endogènes dans l e  l'supportv. D ' a i l l e u r s ,  PILET (1964) consta te  

que l e  t r a n s f e r t  du A I A  marqué dans les  t r a n ~ h e s ~ d e  Carot te  e s t  d i f f é r e n t  

selon l a  nature des t i s s u s  conducteurs, 

+ 

- 
s H ~ ~  

+ 1 0 0  

- 

Pour assurer une me i l l eu re  s t a b i l i t é  aux c u l t u r e s  e t  ob ten i r  un 

développement p lus  r é g u l i e r  des ca ls ,  nous avons a u p e n t e  l a  t a i l l e  du 

u ~ ~ p p ~ r t "  e t  nous nous sommes assuré q u ' i l  comportai t  2 l a  f o i s  du xylème e t  



du phloème. Les r é s u l t a t s  présentés dans l e  Tableau ci-dessous montrent 

que l a  teneur en -SH e s t  p las  élevée dans les  t i s s u s  néoformés que dans les 

TABLEAU XV : E t a t  des composés su l f hvd r i l és  solubles dans des fragments 
de rac ine de Carot te en forme de "hache" ( v o i r  l a  f igure 6, f 
c u l t i v é s  pendant 25 jours  sur l e  m i l i e u  standard. 

- S t  : teneur en -SH du cat 
. t1 -SHZF . des t i s s u s  de l a  zone f o l i a i r e .  

POSITION 

N O R M A L E  

l N V E R S E  

, 

t i s s u s  p réex is tan ts  e t  on observe un grad ient  s u l f h y d r i l é  p o s i t l f  que l le  que 

s o i t  I f o r i e n t a t i o n  ( inverse  ou normale) des explantats. D'autre par t ,  l e  

pourcentage de composés soufrés r 6 d u i t s  e s t  tou jours  p lus  important dans les 

t i s s u s  néoformés que dans les t i s s u s  préexistants.  

3 - Conclusion 

La r é p a r t i t i o n  des composés su l f hyd r i l és  n 'es t  pas due au contact 

ZONES 

ANALYSEES 

Cal 

Rac i na t re  

Fol i a i r e  

Ca l 

Rac i na i re 

Fol i a l r e  

d'une p a r t i e  de I lexp l an ta t  avec l e  m i  l i eu de CU l tu re .  Les résu l t a t s  présentés 

ci-dessus démontrent q u ' e l l e  e s t  l i é e  au développement du ca l .  

D - EFFETS DE L'ANAEROBIOSE 

-SH 

( n ~ - ~ ' M F )  

---------------------------------..--------------------L----------------------- 

505 
----------------.----------------------------- 

350 
-------------------L----------C------------------ 

315 
-------------------------------.-----------------------------------------. 

675 
---------------.--------------------------------- 

425 
---------------.------------------------------- 

370 

Dès les  ~ r e m i è r e s  t en ta t i ves  effec-tuées en vue de cu lT iver  des l 
i i s s u s  végétaux, l es  chercheurs se sont aperçus que les co lon ies t i s s u l a i r e s  I 

-SH 2 
-SH * S-S *'O 

83 

78 

69 

83 

81 

73 

se déve lo~pa ien t  mal en m i l i e u  l i q u i d e  e t  q u f i l  f a J ! a i f  l es  p lacer  à la  sur- 

SHC - SH . ZF 

+ 190 

+ 305 

A 



face d'un m i l i e u  so l ide.  D'après WHITE (1939) c i t é  par GAUTHERET (1959,p.672) 

l ' immersion des exp lantats  provoquerait  l eu r  asphyxie e t  les  empêcherait 

de p r o l i f é r e r .  Pour GAUTHERFT (19501, l e  contact  du m i l i e u  s u f f i r a i t  à l u i  

seul à rédui re  l a  p r o l i f é r a t i o n ,  au moins pour des t i s s u s  de Saule. 

En ce qu i  concerne les t i s s u s  de CaroWe, nous avons constat6 

que l ' immersion des exp lantats  dans l a  so lu t i on  n u t r i t i v e  gélosée inh ibe  

totalement l a  ca l  logenèse, r é d u i t  beaucoup l a  teneur en -SH e t  f a i t  diminuer 

l e  rapport  -SH/S-S. Pour t e n t e r  de "d issoc ier"  les  e f f e t s  du contact  du 

m i l i e u  de ceux de l 'anaérobiose qui en r é s u l t e  lorsque les t i s s u s  sont 

complètement immergés, nous avons r é a l i s é  deux types d'expériences. Dans 

l a  première sér ie ,  nous avons augmenté la surface de contact  en t re  l es  

t i s s u s  e t  l e  m i l i eu ,  sans provoquer d'anaérobiose. Dans l a  deuxième sér ie ,  

l e s  explantats o n t  é t é  placés hors du m i l i e u  de c u l t u r e  mais en atmosphère 

d'azote, 

1 - Augmentation de la surface de contact  

Des exp lan ta ts  de 12 ,m de longueur e t  de 10 mm de diamètre, 

prélevés dans l a  zone cambiale des rac ines sont ensemencés en p o s i t i o n  nor- 

male ou inverse à l a  surface d'un m i l i e u  de c u l t u r e  standard préalablement 

coulé dans des b o i t e s  de P é t r i .  50 % des fragments sont la issés t e l s  quels 

e t  50 $ sont recouver ts  d'un bloc de gélose de 4 mm d'épaisseur, pendant 

t o u t e  l a  durée de l 'expér ience. Les dosages des t h i o l s  e t ,des  d i su l f u res  

acidosolubles sont e f fec tués  aprhs 25 jours  de cu l tu re ,  dans les  zones 

f o l i a i r e  e t  r a c i n a i r e  des fragments, 

Les r é s u l t a t s  (Tableau X V I )  montrent que : 

- dans les  fragments témoins, c'est-à-dire non recouverts d'un bloc de 

gélose, la  r é p a r t i t i o n  des t h i o l s  e t  des d i su l f u res  es t  semblable à c e l l e  

trouvée précédemment, malgré l a  d i f fé rence  de forme des explantats.  Un 

grad ient  s u l f h y d r i l é  p o s i t i f  caractér ise l es  c u l t u r e s  placées en sens inverse 

un grad ient  s u l f h y d r i l é  néga t i f  ca rac té r i se  c e l l e s  disposées en sens normal. 

Les valeurs de ces grad lents  sont re la t ivement  f a i b l es ,  mais s i  on ca l cu le  

les  gradients r e l a t i f s ,  en tenant compte de l a  longueur des fragments de r a c i  

nes, on t rouve des valeurs comparables à c e l l e s  que nous avons précédemment 

obtenues : 



en position inverse. . . . : 13,3 
Fragment de 12 mm 

en position normale. . . . 3,3 

1 
en position inverse.. . . : 10,5 

Fragment de 30 mm 
en position normale . . . . . 2,1 

- )'application d'un bloc de gélose contre la la face racinaire des explantats 

placés en position inverse, n'empêche pas te développement du cal et ne 

modifie pas la répartition des -SH ni le rapport -SH/-SH * S-S. 

TABLEAU XVI : Influence d u  contact du milieu aqueux sur l'état 
des composés sulfhydrilés solubles après 25 jours 
de culture. 

m: milieu nutritif 

Z F : zone foliaire des explantats 

Z R : " racinaire fl II 

les  valeurs p r ~ s e n t ~ e s  sont des moyennes calcutées 2 p a r t i r  des rdsuttats de 
d m  expériencers portant sur des Zcts différents  de racines.  



- I1app l i ca t i on  d'un bloc de gélose contre l a  face f o l i a i r e  des explantats 

disposés en p o s i t i o n  normale provoque une f o r t e  d iminut ion de l a  teneur 

en -SH dans c e t t e  zone. I I  en r é s u l t e  une inversion du grad ient  sy l f hyd r l l é ,  

qui  devient  p o s i t i f ,  c 'est-à-dire conforme à l a  p o l a r i t é  morphologique. 

Le contact  avec l e  m i l i e u  aqueux r é d u i t  donc davantage l e  taux 

du -SH dans les  t i s s u s  préex is tants  que dans l es  t i s s u s  néoformés, Cet te  

diminut ion n 'es t  pas due à un changement du rappor t  -SH/-SH + S-S. E l l e  

pou r ra i t  ê t r e  orovoquée par l e  passage de t h i o l s  de f a i b l e  poids moléculaire 

dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  ou par l e  blocage d'une p a r t i e  des radicaux -SH 

par des substances présentes dans ce lu i - c i  ; les  deux hypothèses n 'é tant  

d l a i l l e u r s  pas con t rad ic to i res .  

La d i f fé rence  de comportement des t i s s u s  préex is tants  e t  néoformés 

dépendrait donc de l a  perméabi l i té  sé lec t i ve  des membranes. O r ,  i l  e s t  gén&ra 

lement admis que les  membranes sont de moins en moins sé lec t i ves  au f u r  e t  

à mesure que les  c e l l u l e s  v i e i l l i s s e n t .  On comprendrait, s ' i l  en es t  a i ns i ,  

que le  taux des -SH diminue davantage dans les t i s s u s  préex is tants  que 

dans les  t i s s u s  néofor~nés. 

2 - Cultures de fragments de rac ine  en atmosphère d'azote 

Les fragments de rac ine ( L  = 30 mm x  d  10 mm 1 sont tous 

disposés en p o s i t i o n  inverse s o i t  à la  surface dlun m i l i e u  standard, 

s o i t  2 cm au-dessous de l a  surface l i b r e .  Les cu l t u res  sont a l o r s  d8posées 

. dans des enceintes de 15 l i t r e s  (dessicateurs) dans lesquel les on f a i t  l e  

v ide.  Certaines enceintes sont ensui te  mises en communication avec I'atmosphè 

o rd ina i re  ( l o t s  témoins; t and i s  que l es  aut res sont remplies d'azote R 

e t  balayées par un courant de ce gaz pendant 3 semaines. 

Les teneurs en -SH e t  les  pourcentages de formes rédu i tes  sont 

déterminés dans l e s  d i f fé ren tes  zones de cu l tu res  à l a  f i n  de l a  3e semaine. 

- Les fragments repiqués au-dessus du m i  l ieu e t  placés en 

atmosphère o rd  i na i r e  sont l es  seu l s  à présenter un ca l  . Les teneurs en -SH 

dans les t r o i s  zones analysées sont semblables à c e l l e s  que nous avons t rouvé  

précédemment dans des condi t ions comparables. l i  en e s t  de même du pourcentag 

de t h i o l s  r é d u i t s  e t  du grad ient  s u l f h y d r l l é  (Tableau X V I  1 ) .  



- I 'anaérobiose provoquée en remplaçant I ' a i  r par de 1 'azote R, ou par 

l ' immersion des cu l tures,  provoque les  mêmes e f f e t s  : i n h i b i t i o n  du 

développement du cal ,  d iminut ion de l a  teneur en -SH e t  du rappor t  t h i o l s  

réduits/composés soufrés solubles (Tableau X V I I ) .  

TABLEAU X V l  1 : E f f e t s  comparés de l 'anaérobiose e t  de I 'immersion des 
t i s s u s  dans l e  m i l i e u  n u t r i t i f ,  sur  l ' é t a f  des composés 
s u l f h y d r i l é s  solubles, après 3 semaines de cu l t u re .  

CONDITIONS EXPERIKENTALES V> 
w ETAT DES 

VI W 

pos i t l on  des atmosphère % ? COMPOSES SULFHYDRILES 

f ragrnents Cl % -SU . IO* 
Z 
4: -SH + S-S ------------------ 

C 6Oû 220 70 2 12 
A  1 R ZR 350 - 110 59 t 10 

HORS ZF 210 2 110 55 2 1 1  
DU 

L e s  v d e u / ~ b  phésentées  s o n t  des niogennes cdcuRécrd à p W  
d e s  trésu.&a;t6 de deux expértiences pu- s u  des Co& 
dib@f~entb de  /~~~cines.  

MILIEU 

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

I MMEffiES 

Après une première période de 3 semaines sous azote, des fragments de 

rac ine de Carot te  t rans fé rés  en atmosphère o rd ina i  r e  produisent  un ca 1, 2 l a  

cond i t i on  de les  repiquer en même temps sur  des m i l i e u x  neufs. S i  on l es  

t ransp lan te  sur  les  mêmes mi l ieux,  l e  développement du ca l  e s t  nu l  ou t r è s  

fa ib le ,  sans doute en ra ison  de l a  présence de p rodu i t s  de fermentat ion dans 

l a  so lu t i on  n u t r i t i v e  (LEFEBVRE, 1967 e t  1976). 

Les r é s u l t a t s  rapportés dans l e  Tableau X V l l l  complètent ceux de 
I 

I 'expérience précédente : 

A Z O T E  

-----L---------------------. 

A I R  

---------------------*----, 

P . Z O T E  

- les  fragments se t rouvant  dzns une atmosphère renouvelée d 'azo te  R ne pro-  

l i f è r e n t  pas. La teneur en -SH e t  l e  pourcentage de -SH r é d u i t s  diminuent 

dans les  t i s s u s  préex is tants .  

C 
ZR 
ZF 

C .  
ZR 
ZF 

C 
ZR 
ZF 

. 

. 

--- - - - - -  -- - -  -- 
pas de néofonnation 

150 - 120 60 2 1 1  
110 ,' 80 58 $ 15 --- - - - - - - - --- - - -- - --- - - - - - -. 

pas de néoformation 
30 + 30 41 ? 10 
30 2 30 43 2 09 -- - - - - - - -- - - - - -- C - - -- - - - - - 

pas de n io f  o r m f  ion 
40 20 57 + 10 
30 ", IO 50 !09 



- dans les  fragments inmergés pendant G semaines dans l e  m i l i e u  n u t r i t i f ,  

l a  teneur en -SH e s t  nu l l e .  . 

- les  néof.ormations qu i  se développent sur des fragments conservés en anaéro- 

b iose pendant 3 semaines, p u i s  repiqués à l a  surfaca du m i l i e u  e t  placés en 

atmosphère o rd i  na i r e  présentent  une teneur en --SH e t  un rappor t  -SH/-SH + S- 

p l us  élevés que ceux des témoins la i ssés  pendant t o u t e  l a  durée de I1expé- 

r ience en atmosphère o rd ina i re ,  hors de l a  s o l u t i o n  n u t r i t i v e .  Ce r é s u l t a t  

montre que l ' é t a t  des composés s u l f h y d r i l é s  t r a d u i t  b ien l a  croissance de 

ces t issus.  

TABLEAU X V l l l  : E f f e t s  comparés de l 'anaérobiose e t  de I1immersion des 
t i s s u s  dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  su r  l ' é t a t  des composés 
s u l f h y d r i l é s  solubles : expériences de t r a n s f e r t ,  

Les $mgme& hont h w J é t ~ e 6  &UA des  rruEe.ux neudh aptrh 
wrc letre p x o d e  d e  27 j o w  ; Lu d o b a g a  ~ o n t  c6Oec;tuCih i 
La d i i l  d e  Ra beconde. pétLiode q u i  dwre 2 7    OUM Egdment. 
Les vdeuh ,~  ptrE~entEe6 bon2 de6 rnoyenizu caCcLLeZes à p& 
d e  deux e x p K e n c a  indépendantes .  

C O N D I T I O N S  E X P E R I M E N T A L E S  

l e r e  po r iode  (21 J )  - 20 p6rlode (21 J )  

La croissance de fragments de t i g e  de Pois e s t  également p lus  fa ib l c  

en anaérobiose. MARRE e t  ARRIGONI (1957a) on t  constaté que l ' immersion de 

fragments de t i g e  dans un m i  l i e u  l iqu ide r é d u i t  I ' a l  longement d 'environ 50 $, 

par rapport  à ce lu i  de témoins f l o t t a n t  à l a  surface de la s o l u t i o n  n u t r i t i v e  

ou immergés dans un m i l i e u  dans lequel on f a i t  l lbul ler"  de l 'oxygène. Ces 

V> w 
V) W 'n 

à 5 
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f 
-------- 
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auteurs ont  montré que Io teneur  du G-SH diminue dans les fraoments immergés, 

t and i s  que c e l l e  du GS-SG augmente. 

etmsphére 

A I R 

A Z O T E  

A I R  

A Z O T E  

A I R 

.-,, ---,-,,- . 

ETAT DES 

CWPOSES SULFHYDRILES 

au 42n j o u r  du c u l t u r e  

4 , 7 9 0  213 78 W 
2 140 71 11 

------------, 

833 . : 250 67 08 
A I R  330 110 62 13 

ZF 

des 
f r a g w n t s  

HORS 

W 

1 MILIEU 

1 MERGES 
----,, , -,-- 

Transfer t  
-SI{ 

t n ~ . ~ ~  cie 

520 260 
410 ; zeo 
170 - 050 ----------.------------------------.-------------- 
480 f ZCO 
460 - 270 
120 2 40 

--------------,--------------------------.---------------- 
890 i 3<0 
653 190 
233 - 90 -----------.-------.--------------.----------------- 

pas de 
A 0  70 
50 2 40 

pas de nf<: 
O ----------------. 

HCRS 
DU 

MILIE'J 

p o s l t l o n  des 
fragments 

H3RS 

W 

MILIEU 

ImERGES 

-SV -- "O' 

.................................. 
76 11 
62 ; 15 
63 - 16 

70 09 
53 - 16 
56 : 16 

63 5 01 
73 ; 10 
59 - 15 

l i r ' o r m t i o ?  
44 - 16 
52 12 

formation - ---------------. 

atmsph8re 
-----------------_--------------------------------.------------- 

A I R  

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

A Z O T E  

--------------A--------------- 

! I R  

---- --------- 
A Z O T E  



La diminut ion du rapport  t h i o l s  so lub les/d isu l fures ou t h i o l s  

solubles/cornposés soufrés acidosolubles, qui e s t  en r e l a t i o n  avec la réduc- 

t i o n  de I z  p r o l i f é r a t i o n  des t i s sus  de Carotte c u l t i v é s  i n  v i t r o  e t  avec l e  

ralentissement de l 'é longat ion des fragments de t i g e  de Pois r e f l è t e  donc 

l'ensemble des processus de l a  croissance. 

E - CONCLUSION 

Dans des fragments de rac ine de Carot te CU 1 ti vés i n  v i t r o  i l e x i s t e  

un grad ient  s u l f h y d r i l é  conforme à l 'expression de l a  p o l a r i t é  morphologique ; 

nous I'appelerons : grad ien t  -SH intr insèque. 

Le contact  du m i l i e u  aqueux inhibe par t ie l lement  l e  développement 

du ca l  e t  r é d u i t  l e  taux des radicaux -SH dans les  t i s s u s  du fragment de 

racine. Le orôd ient  s u l f h y d r i l é  apoarent, ca lcu lé  à p a r t i r  des teneurs en -SH 

d6terminées expérimentalement dans les  d i f fé ren tes  zones de l a  c u l t u r e  e s t  

donc : 

- augmenté lorsque l a . f ace  f o l i a i r e  e s t  enfoncée p lus  ou moins profon- 

dément dans l e  m i l i e u  ( F i g .  7, a e t  c l  ; 

- diminué à un po in t  t e l  que l e  gradient  apparent e s t  inverse du g rad ien t  

intr insèque s i  l a  face rac ina i re  e s t  en contact avec l a  so lu t i on  n u t r i t i v e .  Le 

grad ient  apparent e s t  d 'autant  p lus important que la zone racina i r e  e s t  p l  us 

profondément immergée dans l e  m i l i e u  (Figure 7, b e t  d l )  ; 

-égal au grad ient  apparent, quand toutes les zones analysées sont en 

contact  avec l e  m i l i e u  (Fig.  7, e e t  f )  ou quand aucune des p a r t i e s  analysées ne 

ne se t rouve à son contact  (Fig.  7, g e t  h l .  

L'anaérobiose provoque des e f f e t s  analogues à Iqimmersion complète 

des fragments de racine dans l e  m i l i e u  : i n h i b i t i o n  du développement du ca l ,  

suppression du grad ient  su l f hyd r i l é ,  d iminut ion de la  teneur en -SH e t  du 

rapport  -SH/-SH + S-S dans les  t i s s u s  préexistants.  

Dans tous les cas, on constate que l e  développement du ca l  e t  

1 'é tabf  issement d'un grad ient  su1 fhydr i  l é  sont concomitants, sans que 1 'on 

puisse déterminer s i  l ' un  de ces phbomènes e s t  b ien l a  cause de l 'aut re .  



Figure 7 : Représentation schématique du grad ient  s u l f h y d r i l é  i n t r i n -  
sèque ( 1 e t  du grad ient  su1 f hyd r i  l é  apparent ( -- 1 
dans des cu l t u res  i n  v i t r o  de rac ine de Carotte, s r l o n  l a  d is -  
pos i t i on  des explantats par  rapport à l a  surface du m i l i e u  
aqueux, leu r  forme e t  leu r  o r i en ta t i on .  

Face S o W e  des exp lamkta  : 



CHAPITRE 4 : E V O L U T I O N  D E S  - S H  S O L U B L E S  A U  

C O U R S  D U  D E V E L O P P E M E N T  D E  F R A G M E N T S  D E  

R A C I N E  D E  C A R O T T E  C U L T I V E S  I N  V I T R O ,  

A - DEVELOPPEr'lENT DES NEOFORMATIONS 

Des fragments de rac ine (30 x 8 mm) sont placés en p o s i t i o n  inverse, 

sur l e  m i l i e u  gélosé standard. E s  l a  2ème semaine de cu l ture ,  de p e t i t e s  

pustules apparaissent au niveau du cambium, sur l a  face r a c i n a i r e  des explan- 

*al-S. E l l e  fusionnent ensui te  pour former un bour re le t  cont inu qu i  surmonte 

l a  sect ion de l ' ass ise  cambiale,puis un cal hémisphérique,dur e t  compact 

recouvre progressivement t o u t e  l a  surface des explantats.Lorsque les  c u l t u r e s  

sont exposées à l a  lumière,le ca l  e s t  ch lorophy l l ien.  

L 'évo lu t ion des po.ids de M F e t  de M S (Tableau X I X )  e t  des substan- 

ces azotées (Tableau X X I  montre que l a  croissance du ca l  e s t  rapide au cours 

de l a  2ème e t  de l a  3&me semaine, p l us  f a i b l e  de l a  3ème 3 l a  6ème semaine 

et  encore r a l e n t i e  de l a  6ème à l a  1 lème. Le nombre de mesures e s t  insuf  f i - 
sant pour déterminer l a  période pendant laquel le  l e  taux de croissance e s t  

maximum, d'autant q u ' i l  e s t  d i f f i c i l e  de p réc iser  quand l e  cal  commence à 

se développer ; tou te fo is ,  i l  e s t  c l a i r  qu'après 6 semaines, l a  p r o l i f é r a -  

t i o n  des t i s s u s  néoformz5s e s t  fortement ra l en t i e .  

Le développement des cu l tu res  comporte au moins 4 phases : ~ 
- une phase d ' intense a c t i v i t é  c e l l u l a i r e ,  precédant l ' appa r i t i on  du ca l  e t  

pendant laque l le  d ' importants remaniements c e l l u l a i r e s  se produisent dans l a  

zone rac  i na i r e  des fragments (GAUTHERET, 1959 P 353) . 

- une phase de croissance ac t i ve ,  de l ' appa r i t i on  du cal  jusqulà l a  6ème 

semaine, au cours de laque l le  l e  cal  recouvre progressivement t o u t e  l a  sur fa-  

ce rac ina i re .  La croissance rap ide de ce cal  se t r a d u i t  par une importante 

augmentation du poids de M F e t  de. M S e t  par des va r i a t i ons  q u a l i t a t i v e s  

des composés azotgs. Au cours de c e t t e  période, l e  pourcentage de M S e t  l a  

teneur en N P e t  en N S sont p lus  élevés dans l e s  t i s s u s  néofor&s que dans 

les  t i s s u s  préexistants.  



TABLEAU XIX : Evolution des poids de matières f ra îche  (M F) e t  sèche ( M  S ) ,  
de l a  teneur en eau e t  du pourcentage de M S de fragments de 
racine de Carot te  c u l t i v é s  i n  v i t r o ,  en fonction de I ' ê s e  
des CU l tures .  

P h R A M E T R E S  

M F (-1 

M S (ng) 

V.' - MS . 102 - 
M  F 

M S  .102 - 
M F 

TABLEAU XX : Variat ions des composés azotés de fragmgnts de rac ine de 
Carotte c u l t i v é s  in  v i t r o ,  en fonction de l'âge des cul tures.  

A G E  D E S  C U L T U R E S  ( s e m a i n e s )  

P A R A M E T R E S  

N T (mg-9'~ 5 )  

N P ( n ) - g 4 ~  5) 

A 
N S  ( i n g . { M S )  

N P/k 1 

N S/N P 

3 

A G E  D E S  C U L T U R E S  ( S e m a I n e s l  

C 

160 

18 

88,6 

11.4 

6 

3 

ZR 

790 

90 

88;6 

1 

1 1  

C 

25,7 

13.7 

12,O 

53,s 

0.87 

C  

860 

105 

87,8 

12,2 

C  

520 

43 

86,7 

13,3 

6 

ZM 

882 

109 

87.6 

12,4 

ZM 

981 

104 

89.4 

10,6 

ZR 

818 

90 

89,O 

11,0 

ZR 

9 9  

9.5 

10.4 

47.7 

1,09 

C  

27.8 

9.8 

18.0 

35,3 

1.83 

1 1  

ZF 

903 

102 

88.6 

11,4 

ZF 

1032 

115 

88.9 

11.1 

C 

33.5 

11.0 

22.5 

32.8 

2.04 

ZF 

926 

105 

88.7 

11.3 

ZR 

891 

100 

88.8 

11,2 

ZM 

19.2 

9.1 

IO,! 

47.4 

1,11 

ZR 

22.3 

8 3  

14.0 

37,2 

1.68 

ZM 

t019 

108 

89,4 

10,6 

ZF 

18.0 

8.4 

9,6 

46,7 

1.14 

ZR 

20.0 

10.2 

9,8 

51.0 

0,96 

ZM 

19.9 

8.5 

11.4 

42,7 

1.34 

ZM 

17.2 

9.5 

7,7 

55,2 

0,81 

ZF 

15.9 

8.5 

7,6 

52.2 

0,91 

ZF 

15.5 

8.6 

6,9 

55,5 

0,80 



S i  on considère les  va r i a t i ons  du rapport  N P/N T qui t r a d u i -  

sent l ' i n t e n s i t é  de l a  protéogenèse, on e s t  su rp r i s  de consta ter  que seule 

l a  première s é r i e  d'analyses (3ème semaine) révè le  une protéogenèse p lus  

a c t i v e  dans les  t i s s u s  néoformés. Après 6 e t  11 semaines de cu l ture ,  e l l e  

e s t  p lus  f a i b l e  dans les  néoformations que dans les  t i s s u s  préexistants.  

tes  v a r i a t i o n s  de ce rapport  dépendent su r tou t  de c e l l e s  de l 'azote  solu- 

b l e  qu i  augmente beaucoup p lus  dans les t i s s u s  néoformés e t  d iminue. for te-  

ment dans l a  zone f o l i a i r e ,  en contact  avec l e  m i l i eu ,  e t  un peu moins 

dans l a  zone médiane (Tableau X X ) .  

- une phase de croissance r a l e n t i e ,  en t re  l a  6ème e t  l a  I lème semaine 

pendant laque1 l e  les  poids de M F e t  de M S augmentent p l us  lentement, 

t a n d i s  que I ' i n t e n s i t é  de l a  protéogenèse e t  l e  pourcentage de S 

diminuent. 

- une phase de sénescence, en t re  l e  3ème e t  l e  4ème mois, au cours de 

laque1 l e  les  t i s s u s  néoformés brunissent e t  se nécrosent progressivement. 

5 - EVOLUT l ON DES CO!4POSES SULFHYDR l LES SOLUBLES - 
1 - Teneur en -ÇH des d i f f é ren tes  zones des exp lanta ts  

La f r a c t i o n  so lub le  des composés t h i o l s  e t  des d isu l fures,  

dosée après 3, 6 e t  1 1  semaines, a é té  exprimée par rapport  à t r o i s  cri- 

t è res  de référence : 

. l e  poids de M F, 

. l e  poids de M S, 

. l a  teneur en azote soluble, N S. 

- teneur en -SH rapportée à l ' u n i t é  de M F (Fig.  8, A ) .  Que l l e  que so! t  l a  

durée  de l a  cu l tu re ,  l a  concentrat ion en -SH es t  p l us  importante dans l a  

néoformation que dans les  t i s s u s  p réex is tan ts  ; dans ces derniers, e l  l e  

diminue de l a  zone r a c i n a i r e  à l a  zone f o l i a i r e .  On constate d 'aut re  p a r t  

que l a  teneur en -SH diminue au f u r  e t  à mesure du v i e i l l i s semen t  c e l l u -  

l a i r e ,  aussi b ien dans les  t i s s u s  néoformés que dans les  t i s s u s  préexis-  

tan ts .  

Dans les  néofornat ions les  p lus  développées, on d is t ingue  deux 

zones. La p l us  externe, formée de parencnyme homogSne correscond au "cal 

p r ima i req1  selon l a  termino log ie  de KREIJKE (1933, c i t é  par GAUTHERET, 1944). 



Figure 8 : Var ia t ions  des compcsés s u l f h y d r i l é s  solubles dans 
des fragments de rac ine  de Carot te  c u l t i v é s  i n  
v i t r o  pendant 3 ( * d l ,  6 (c-ri) e t  11  (-1 
semaines, La teneur en-SH e s t  exprimée par rappor t  : 

- au poids de mat ière  f raîche,  Fig. A, - au poids de mat ière  sèche, Fig. B, 
- au poids d 'azote soluble, Fig. C, - à l a  teneur en composés s u l f h y d r i l é s  r é d u i t s  e t  oxydés : Fig. O. 

L'autre, p l us  interne,renferme des î l o t s  de d i f f é r e n c i a t i o n  comportant des 

assises génératr ices,  des t rachéides e t  des tubes c r i b l é s  ; e l l e  correspond 

au 'ka  I secondai r e "  de KRENKE. I I e s t  c l  e i r que l a zone externe se forme l a  



premièrs e t  que c e t t e  p a r t i e  de l a  néoformation renferme les  c e l l u l e s  tes 

p l u s  âgées. Dans des ca l s  de 1 1  semeines, l a  teneur en -SH e s t  moins élevée 

dans l a  zone externe que dans l a  zone interne. Dans l a  zone de t r a n s i t i o n ,  

en t re  les  t i s s u s  néoformés e t  l a  p a r t i e  r ac ina i re  du fragment,la concen- 

t r a t i o n  des -SH e s t  intermédiaire en t re  c e l l e  du cal  e t  c e l l e  de ta zone 

r a c i n a i r e  des cu l tu res  qui e s t  beaucoup p lus  f a i b l e  (Tableau X X I ) .  

TABLEAU XXI  : Répar t i t i on  des radicaux -SH dans des cu l t u res  de fragments 
de rac ine de Carot te cu l t i vées  pendant 2 mois e t  demi sur du 
ml l ieu standard. 

E : zone externe du cal 
1 :  interne du caZ, 

Z T :  * de transition entre te cal e t  Za zone racinaire (2 RI du 
fragment. 
RksuZtaM de 3 essais  in+pendants. 

- teneur en -SH rapporfée à l ' u n i t é  de M S (Fig.  8 BI. Les r é s u l t a t s  sont  

sensiblement les  mêmes, car  l e  pourcentage de M S va r i e  re la t ivement  peu 

------- 

Z T 

ZR 

I 

au.cours de l a  croissance (Tableau XIX). 

ZONES 

ANALYSEES 

E 

I 

ZT 

ZR 

E S S A  l S 

- teneur  en -SH rapportée à l a  teneur en N S (Figure 8 Cl. L'ampli tude 

e t  l a  dynamique des grad ients  su l f hyd r i l és  ne sont pas modif iées. Ce qu i  

s i g n i f i e  que l a  propor t ion d'acides aminés e t  de p e t i t s  pept ides soufrés e s t  

N03 

260 

310 

1 50 

- 

- 
No 1 

240 

320 

190 

80 

p l u s  élevée dans l a  néoformation que dans l e  res te  de l a  cu l t u re .  

N02 

240 

260 

120 

- 
1 

2 - Var ia t ions r e l a t i v e s  de l a  teneur en -SH 

S i  on compare l es  valeurs présentées sur l a  f i g u r e  8 avec c e l l e s  



trouvées pour un l o t  témoin 'au moment de ( a  mise en cu l ture ,  on constaPe 

les  f a i t s  suivants (Tableau XXII) : 

- Au niveau du ca l ,  l a  teneur en -SH e s t  nettement p lus  élevée après t r o i s  

semaines. E l l e  diminue lorsque l a  c u l t u r e  se prolonge, mais r e s t e  tou jours  

supérieure 5 c e l l e  des t i s s u s  du l o t  i n i t i a l  ; 

- Dans l a  zone rac ina i re ,  l e  taux des t h i o l s  so lub les augmente pendant 

t r o i s  semaines, pu i s  diminue ; après onze semaines, i l  e s t  p lus  f a i b l e  

que l e  taux i n i t i a l  ; 

- Dans l a  zone médiane, une légère augmentation peut ê t r e  re levée à l a  

f i n  de l a  première période. La teneur en -SH diminue ensu i te  pour ê t r e  

p l us  f a i b l e  que l a  teneur i n i t i a l e  dès l a  6ème semaine, e t  p lus  f a i b l e  

encore à l a  llème. 

- Dans l a  zone f o l i a i r e ,  i l  y a appauvrissement progress i f  en composés 

su l f hyd r i  l és  rédu i t s .  

TABLEAU X X l l  : Var ia t ions  r e l a t i v e s  de l a  teneur en composés s u l f h y d r i l é s  
so lub les de fragments de rac ine  de Carot te  c u l t i v é s  i n  v i t r o  
en f onc t i on  de l 'âge des cu l tu res .  

1 

AG€ DES 

CULTURES 

3 Semaines 

6 Semaines 

1 1  Semalnes 

Z O N E S  A N A L Y S E E S  

Ca l 

+ 262 

+ 103 

+ 91 

ZR 

+ 74 

+ 12 

- 59 

ZM 

+ 2 

- 23 

- 71 

ZF 

- 29 

- 63 
- 85 



3 - Dynamique dss g rad ien ts  su1 f h y d r i  14s 

L 'ampl i tude du g r a d i e n t  s u l f h y d r i l é  s 'exprime par l a  

d * i f f é r e n c e  e n t r e  l a  teneur  en -SH du ca l  (ou de l a  zone r a c i n a i r e ,  quand 

c e l u i - c i  ne se développe pas) e t  c e l l e  de l a  zone f o l i a i r e  du frsgment 

de rac ine .  Les va leu rs  rapportées dans l e  Tableau X X l l l  sont  ca l cu lées  

à p a r t i r  des teneurs en -SH exprimées en nM de soufre, pa r  rappor t  

à I t u n i f é  de M F, de M S e t  d 'azote  s o l u b l e  (N S I .  

Lors de l a  mise en c u l t u r c ,  l a  r é p a r t i t i o n  des rad icaux 

-SI4 daris l e  f ragrnent de r a c i  ne e s t  homogène : i l n ' y  a pas de gradi  e r i t  

(Tableau X I .  Le g rad ien t  s u l f h y d r i l é  passe pa r  un maximum après t r o i s  

semaines, diminue rapidement de l a  3ème à l a  6ème semaine, pu i s  demeu- 

r e  s ta t i onna  i r e  de l a 6ème à l a i 1 &me Semai ne. 

TABLEAU XXI I I  : Ampli fude des g r a d i e n t s  s u l f h y d r i l é s  (-Sti = SHC - s H ~ ~ )  
en f o n c t i o n  de l a  durée de l a  c u l t u r e  e t  du c r i t è r e  
de ré férence u t i  l i s é  pour expr imer l a  teneur  en -SH 
(M F, M S, N SI. 

.. 

PhRAl4ETREÇ 

-SH/l4F 

-SH/MS 

4 - E v o i u t i o n  du rappor t  -SH / -SH + S-S -- 
Le pourcentage de forrnes r j d u i t e s  diminue régul ièrement 

du c a l  jusqu'à l a  r é g i o n  f o l i a i r e  de I 1 e x p l a n t a t .  Au cours  du dévelop- 

pement de I o  c u l t u r e ,  l e s  pourcentages de -.SH tendent  à augment-er dans 

i e  c a l  e t  dans i a  zone r a c i  n a i  r e  dl: f ragrrient et- A dirrii nuer dans les deux 

au t res  zones de c e l u i - c i  ( F i g u r e  8, D ) .  Notons que s i  l a  r C p z r t i t i o n ,  

A G E  D E S  C U L T U R E S ( s e m a i n e s )  

3 

+ 49 

+ 4,30 

+ 3,40 

6 1 1  

+ 29 

+ 2,50 

+ 1,OO 

4 30 

+ 2,50 

+ 0,90 



le long de l'axe dr la culture se retrouve dans les différents essais 

que nous avons effectués, les valeurs obtenues varient quelque peu. Ce 

qui s'explique, puisqutil ne s'agit pas d'une mesure directe, mais 

d ' un rapport. 

C - CONCLUSION et DISCUSSION 

1 - Etat des composés sulfhydrilés et croissance 
Dans des fragments de racine de Carotte cultivés in vitro en 

position inverse, sur des milieux dépourvus de phytohormones, le dévelop- 

pement des néoformations présente une polarité stricte. Après 3 semaines, 

les cals recouvrent la plus grande partie de la face racinaire des explan- 

tats. Diverses substances, plus ou moins uniformement réparties dans les 

fragments de racine de Carotte se distribuent selon un gradient parallèle 

5 l'axe des explantats dès que ces derniers sont mis en culture. Le déve- 

loppement du cal accélère ces processus et plusieurs gradients ont été 

mis en évidence. 

Après 3 semaines de culture, la teneur en -SH solubles et le 

pourcentage des formes réduites sont plus élevés dans la néoformation, 

siège dlune croissance active, qu'au niveau du fragment initial dont les 

ce1 Iules se divisent peu ou pas du tout (zone foliaire). Par ailleurs, la 

teneur en -SH et le pourcentage de thiols réduits dans les tissus néofor- 

més et les différentes zones du fragment de racine diminueni au fur et à 

mesure que les cultures vieillissent et que la prolifération du cal se 

ralentit. 

2 - Gradients auxiniaues. auxine-oxydasiques et sulfhydrilés 
La croissance du cal est évidemment conditionnée par la teneur en 

auxine endogène, le milieu ne renfermant aucune phytohormone. Dans les ex- 

plantats préparés en vue de la mise en culture, PILET (1967) observe déjà 

une dissymétrie de la répartition de I'auxine endogène : la zone racinalre 

en renferme presque 4 fois plus que la zone foliaire. Après 19 jours de cul- 

ture, KULESCHA (1951) constate que I'auxine a tendance à s'accumuler dans. 

la région racinaire des explantats. PILET (1967) complète cette observation 

en mettant en évidence un véritable gradient auxinique le long de 



I1oxe longitudinal de l a  culture. Le gradient zuxinique augmente de O 5 

19 jours puis reste ensuite stationnaire ou diminue légèrement (KULESCHA, 

1 95 1 1, On peut donc noter que lorsque les exp 1 antats sont CU l t i v6s en 

position inverse, les gradients auxinique et sulfhydrilé sont parallèles et 

varient dans le même sens au cours de la culture, 

Trois mécanismes,au moins, peuvent rendre compte de !a répartition 

de I'ôuxine dans les fragments de racine de Carotte : 

- le transport polarisé de I'auxi~e endogène, 
- la formstion plus importante d'auxine, à partir de précurseurs 

dans la zone racinaire (anabolisme), 

- la dégradation moins rapide de I1auxine endogène dans cette 
zone (catabolisme). 

Les essais entrepris avec du AIA marqué par du 14c (PI LET, 1964) 

n 'ont pas permis à cet auteur de conclure à un iransport polarisg de 

1 'auxine ; cependant, i l  constate que la migration de l'hormone est qualita- 

t ivement sinorl quantitativsrnent différente. El le emprilnte en effet des voies 
différentes selon l'orientation des fragments. Nous disposons de très peu de 

renseignements concernant l'ansbolisme de I'auxine dans ces tissus (PILET et 

FRAGAÏA, 1965). i l  est possible que le trypt-ophane marque se transforme 

plus facilement en auxine radioactive dar:s la zone r-acinaire s i  les fregments 

sont renversés et si l a  croissance des néoformatlons est pius active (PILET, 

1964).  Selon PILET (1956, 1054,19671, la répartition de I1acxine endogène 

s'explique essentielle~snt par t'existence dltin gradieni dlac+ivité auxine- 

oxydasique, inverse du gradient auxinique. 

I l  résulte des faits précédents que la teneur en -SH est élevée 

dans les régions où l'activité auxine-oxydasique est faible et réciproquement. 

La dynamique de ces gradients est intéressante à considérer car elle com~léte 

b ien ce résultat. Au fur et à mesure que les cultures vieillissent,la i-eneur 

en -SH solubles et I'amolitude des gradients sulfhydrilés diminuent ; par 

contre, Ifactivité des auxine-oxydases et l'amplitude du gradient auxine- 

oxydasiqüe augmentent, 

3 - Gradients oeroxvdasiaues et catalasiauôs 

Un parallèlis~e entre l'activité tic ces deux caté-ories d'enzymes 

a ét6 maintss fois relevé ; citons entre 3utres i e s  travaux de PERLIS 



e t  GALSTON (1955) de STUTZ (1957) e t  de GASPAR (1965). GASPAR e t  XHANFFLAlRl 

(1967) on t  b ien mis en va leur  la  s i m i l i t u d e  des grad ients  auxine -oxydasi- 

ques,peroxydasiques e t  catalasiques l e  long de l 'axe des raclnes de - Lens. 

Cependant, sur l e  même matér ie l ,  PILET e t  GALSTON (1955) avaient précédem- 

ment m n t r é  que I ' ac t i v i - té  AlH-oxydasique diminue t r è s  fortement de l a  

c o i f f e  vers  l e  méristème rac ina i re  ; tand is  que l ' a c t i v i t é  peroxydasique 

augmente t r è s  faiblement. Aussi, PILET e t  GASPAR (1968) reconnaissent- i ls  

que l a  s i t u a t i o n  e s t  peut-être moins simple qu'on ne peut l ' imaginer après 

une première analyse. 

Dans les  fragments de rac ines de Carot te  cu l t . 1  vés 1 n v i t r o ,  

LEGRAND (1969;1970) montre que l e  contact  du m i l i e u  aqueux modi f ie  l a  

r é p a r t i t i o n  des petoxydases e t  des catalases. Lorsqu ' i l  supprime c e t  

e f f e t ,  en u t i l i s a n t  des explantats de forme pa r t i cu l i è re ,  c e t  auteur t rouve  

des a c i i v i t é s  peroxydasiques e t  catalasiques p lus f a i b l es  dans l a  zone 

rac ina i re  des fragments que dans la  zone f o l i a i r e  ; ce qui  e s t  t o u t  à f a i t  

conforme aux grad ients  auxine -0xydasiques précédemment discutés. Cependant, 

l ' a c t i v i t é  peroxydasique des néoformations e s t  p lus f o r t e  que c e l l e  

de cer ta ines zones du fragment, contrairement à ce que I t o n  observe à 

propos des auxine -oxydases, Ces d i f fé rences  s 'expl iquent sans doute parce 

que les e x t r a i t s  enzymatiques,dans les  deux cas,sont des " e x t r a i t s  bruts"  

suscept ib les de renfermer des inh ib i teurs .  SEQUEIRA e t  MINE0 (1966) o n t  

m n t r é ,  en f rac t ionnant  sur coionne Sephadex des e x t r a i t s  enzymâtiques 

de racines de Tabac, que tou tes  les  f r a c t i o n s  à a c t i v i t é  AIA-oxydasique 

importante ne présentaient  pas nécessairement une f o r t e  a c t i v i t é  peroxyda- 

s i  que. I nversement, p l us i eu rs  peroxydases i so lées à p a r t i  r d 'un même 

végétal montrent que leur  a f f i n i t é  pour l e  A I A  peut v a r i e r  considérablement 

(MacCUNE, 1961; SHlN e t  NAKAMURA, 1962). Au con t ra i re ,  PILET e t  LAVANCHY 

(1969) t rouvent  une c o r r é l a t i o n  sa t i s f a i san te  ent re  les  a c t i v i t é s  de 

ces deux types d'oxydases, dans les  racines du - Lens. 

4 - Autres grad ients  

I l s  sont tous p l u s  ou moins en rappor t  avec l a  croissance des 

néoformations, mais i l s  ne semblent pas directement l i é s  à l ' é vo lu t i on  des 

fonct ions -SH. 

LA TENEUR EN EAU.- Four GORIS (19471, e l l e  e s t  p lus élevée dans les  

t i s s u s  néoformés. PILET e t  FRAGATA (1963) c n t  t rouvé un grad ient  inverse 



e t  CAPPELFTTI ( 1942 e t  1947) o b t i e n t  à ce propos des r é s u l t a t s  cont rad ic-  

t o i r e s .  Au cours de ce t r a v a i l ,  nous avons l e  p lus  souvent observé une hydra- 

t a t i o n  Idgèrement p lus  f a i b l e  dans les néoformations. Mals, o u t r e  l e  

f a i t  que l a  teneur en eau va r i e  au cours de l a  cu l t u re  (Tableau X I X ) ,  i l  

nous e s t  également a r r i v é  de t rouver  un grad ient  d i f f é r e n t  (PILET e t  DUBOIS, 

( 1968a )-Comme P l  LET ( 1958 1 , PI LET e t  MEYLAN ( 1955) e t  MEYLAN ( 1960) I 'ont  

déjà s igna lé  à propos de Iforganogenèse e t  de l a  p o l a r i t é  b io -é lec t r ique  

de ces t issus,  l ' o r i g i n e  e t  l ' é t a t  physiologique des rac ines de Carot te  

u t i l i s é e s  sont responsables de ces di f férences. 

L'AZOTE ET LE PHOSPHORE .- Pour les  t r o i s  catégor ies d fazote étudiées 

(N T, N P, N S I  des grad ients  pa ra l l è l es  à l 'axe des fragments e t  conformes 

à l a  p o l a r i t é  mrpholog ique on t  é t é  é t a b l i s  (Tableau XX) .  Leurs var ia t ions ,  

au cours du développement das cu l tu res  soul ignent que c 'es t  l a  teneur en 

N S qui  v a r i e  l e  plus. 

L'analyse des rappor ts  NP/NT e t  NS/NP, qui  sont généralement u t i  l i s é s  

pour ca rac té r i se r  l a  capaci té protéosynthétique des t i s s u s  i so lés  (LIORET, 

1960 ; LANCE, 1963 ; FRAGATA, 1967) f o u r n i t  des r é s u l t a t s  apparemment contra- 

d i c t o i r e s .  Après 3 semaines de cu l ture ,  l a  protéogenèse e s t  p lus f o r t e  dans l e  

c a l  que dans les  t i s s u s  préex is tants .  Par l a  su i te ,  e l l e  diminue dans l e  

c a l  e? augmente dans l e  fragment, par t icu l ièrement  dans l a  zone f o l i a i r e  qu i  ne 

mani feste pour tant  aucun signe de p r o l i f é r a t i o n .  Comme 1 'a soul igné FRAGATA 

(1967) à propos du même matér ie l ,  l ' i n t e r p r é t a t i o n  cor recte  de ces rappor ts  

suppose un système où les  échanges de substances azotées avec l e  m i l i e u  

e x t é r i e u r  sont négl igeables ou se compensent. Ce n f e s t  pas l e  cas des t i s s u s  

de Carot te  ; c u l t i v 4 s  sur un m i l i e u  r i c h e  en azote minéral, leur  teneur en 

N T augmente au cours de l a  cu l tu re .  

DBs r é s u l t a t s  rapportés dans l e  Tableau XX, nous pouvons sur tou t  

r e t e n i r  une cer ta ine  s t a b i l i t é  de l a  teneur en N P dans les  d i f f é r e n t e s  

zones de l a  cu l ture ,  une augmentation progressive de l a  teneur en N ' S  dans l a  

n6oformation e t  une d iminut ion dans l a  zone f o l i a i r e  du fragment, au f u r  e t  

à mesure que l a  c u l t u r e  se poursui t .  Ces f a i t s  suggèrent un t ranspor t  des com- 

posés azotés solubles de l a  zone f o l i a i r e  du fragment vers l e  ca l .  

Un processus semblabpe a déjà é t é  é t a b l i  pour l e  phosphore. HELLER 

(1955b e t  1956) a montré que t o u t  l e  phosphore marqué fourn i  par l e  m i l i e u  



é t a i t  absorbé par les  t i s sus ,  après 2 mois de cu l tu re .  Cèt te  absorpt ion se 

r é a l i s e  en 2 temps : une première migrat ion,  au début de l a  cu l tu re ,  pu i s  

une seconde lorsque les  t i s s u s  néoforfrtés se développent activement. MAROT1 

(1964Jet RICHEZ (1964) on t  confirmé ces résu l t a t s .  Pour ce dern ier  auteur, l a  

seconde mig ra t ion  du phosphore n ' es t  pas due à une conduction polar isée,  

mais à l ' a t t r a c t i o n  exercée par les  t i s s u s  en crolssance, e t  su r t ou t  au 

mouvement pass i f  de l 'eau. 



~ I A P I T R E  5 : V A R I A T I O N S  D E S  - S H  S O L U 3 L E S  

A U  C O U R S  D E  L A  C R O I S S A N C E  D E S  

C O L O N I E S  T I S S U L A I R E S  D E  C A R O T T E .  

A - ANALYSE QUANTITATIVE DE LA CROISSANCE 

1 - Biomasse e t  i n tens i t é  r e s p i r a t o i r e  

Colonies chIorophyI1iennes 
b-------------- - --i----- 

L 'évo lu t ion des poids de M F, de M S e t  d'azote proté ique (N P l  au 

cours de l a  croissance de ces t i s s u s  e s t  rapportée en coordonnées semi- 

logarithmiques sur l a  Figure 9,A. L'observation des pentes des d r o i t e s  e t  

l ' é v o l u t i o n  de l ' i n t e n s i t é  r e s p i r a t o i r e  (Fig.  montrent que l a  croissance 

comporte 4 phases p r inc ipa les  : 

- une phase de croissance e x ~ o n e n t i e l l e  : e l l e  débute dès l a  mise en c u l t u r e  

e t  dure environ 30 jours.  Au cours de c e t t e  période, l e  pourcentage de M S, 

l a  teneur en N P rapportée à l ' u n i t é  de M S (Tableau XXIV) e t  l ' i n t e n s i t é  

resp i r a t o i  t e  rapportée à I 'un i t é  de mat1 è re  f ra îche ( IRMF) augrnentert , ce 

qu i  t r a d u i t  à l a  f o i s  une synthèse e t  une a c t i v i t é  importantes du cytoplasme 

ce l l u l a i re. Cependant, I ' i ntens i t é  resp i r a t o i  r e  rapportée à I ' uni  t é  de p ro té  i.- 

ne (IRNP) diminue à p a r t i r  du 21ème jour,  en raison de l a  protéoçenèse t r è s  

intense pendant t ou te  c e t t e  période (Tableau X X I V ) .  

Matière shche 

TABLEAU X X l V  : Evolut ion des taux de mat ière sèche e t  d'azote proté ique dans 
les  colonies chlorophyl l iennes (CHL) e i  caroténogènes (CAR) 

de Carotte, en fonct ion de l 'âge des cu l tu res .  



L' exa l t a t  i on des échafiges resp i r a t o i  res  a  sans doute p  l us i eurs 

causes. E l l e  peut ê i r e  provoquée par  l e  traumatisme dû au découpage des 

colonies t i s s u l a i r e s  précédant l a  mise en c u l t u r e  ou r é s u l t e r  de I'augmen- 

t a t i o n  de l a  surface des t i s s u s  en contact  avec l'oxygène, les  exp lanta ts  

découpés r e s p i r a n t  davantage que les  co lon ies ent ières.  Les essais ent re-  

p r i s  par LANCE (1963) pour v é r i f i e r  ces hypothèses l ' o n t  condui t  à admet- 

re, qutau moins en ce qui  concerne l e  parenchyme vascu la i re  de Topinam- 

bow, l e  premier f ac teu r  e s t  p l  us important que l e  second. D'autre par t ,  

pour l a  souche ch lorophy l l ienne de Carotte, comme pour les  t i s s u s  de 

Scorsonère u t i l i s é s  par LIORET (1953 ; 19601, l ' a f f l u x  d 'a l iments resp i ra-  

to i res ,  notamment de glucose rapidement absorbé, s t imule  certainement l a  

r esp i r a t i on  au cours des premiers j ou rs  de cu l t u re .  

Pendant c e t t e  phase de croissance, l a  masse des protéines 

double env i ron tous les  11  j ou r s  e t  l es  temps de doublement des poids de 

M F e t  de M S sont respectivement de 12 e t  de 14 jours. 

- une phase de c r o i  ssance act ive ,  en t re  l e  30ème e t  l e  60ème jour .  Les 

poids de M F e t  de M S augmentent rapidement e t  l a  protéogenèse diminue. 

LtIRNP v a r i e  peu t a n d i s  que I'IRMF décro l t .  Au cours de c e t t e  période, 

les c e l l u l e s  produisent  p lus  de cons t i tuan ts  du paraplasme (amidon, 

polysaccharides1 e t  moins de subst ra ts  r esp i r a to i r es .  

- une phase de croissance r a l e n t i e ,  du 60ème au 90ème j ou r .  Les mat ières 

sèches en général e t  l es  pro té ines en p a r t i c u l i e r  augmentent peu. LrIRMF 

baisse p lus  v i t e  que I'IRNP c a r  l e  poids de M F continue de s 'acc ro î t re .  

Cette pér iode e s t  su r t ou t  marquée par une ent rée d'eau importante qui  

accompagne le  grandissement des c e l l u l e s .  

- une phase de sénescence. Du 3ème au 4ème mois, l a  biomasse s ' acc ro Î t  

t r è s  peu. Le pourcentage de M S e t  les  teneurs en NP e t  en NS res ten t  

à peu près s ta t ionna i res .  L ' i n t e n s i t é  r e s p i r a t o i r e  diminue rapidement, 

ce qui t r a d u i t  une p e r t e  d ' a c t i v i t é  générale du métabolisme. 

La teneur en ch lo rophy l le  évolue également au cours de l a  

cu l tu re .  Les v a r i a t i o n s  é t a n t  directement en rappor t  avec I ' é c l a i r e -  

ment des co lon ies t i s s u l a i r e s ,  nous les  étudierons dans l e  chap i t r e  

consacré aux e f f e t s  de l a  lumière sur l a  croissance ( l è r e  pa r t i e ,  

Chap. 6 !. 



Figure 9 : Croissance des colonies tissulaires des souches chlorophylliennes 
( A )  et caroténogènes (BI de Carotte. 

La oioxboance e s t  exptLimée en : 
- g de maaX&e Quûche (MF) pan cuLtwe : e-. 
- g x IO-' de matieire oeche IIS) pair cuetwe : o--o 

. - mg d 'azote pkoteique ( N P )  pah cLcetwre : A- - -A 

E : p b e  exponentiaUe ; A : phme de mudoance a&ve ; R : p h e  
de crroxb~ance &en;tie ; S : phme de ~énescence. 

Figure 10 : Intensiié respiratoire des colonies tissulaires des souches 
chlorophyl liennes ( A )  et caroténogènes (BI de Carotte. 

L'.inten~.Lté kesp.&.a.to&e ut exphunEe roi2 en @ d'Op pm h w e  
et pan g de motiZke AiLaCclie ( I R M F )  , d o L t  en ,al d 'O2 pak h u e  et 
pm mg d'azote p~otéique (IRNP). 
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b - Colonies caroténogènes 
------------c--------- 

Leur développement d i f f è r e  de ce lu i  des colonies chlorophyll iennes 

par les t r o i s  points  suivants : 

- un taux de croissance moins élevé (Fig. Ç, B) ; 

- une amplitude p lus f a i b l e  des var ia t ions de l a  teneur en N P 

(Tableau X X I V )  

- une évolut ion d i f f é ren te  de l ' i n t e n s i t é  resp i ra to i re  (Fig. 10, BI. 

Deux périodes seulement se succèdent au cours des 4 mois pendant lesquels nous 

avons poursuivi notre étude : 

- une période de croissance rapide de 60 jours pendant laquel le  les temps de 

doublement du poids de M F, de M S e t  des protéines (N P) sont respectivement 

de 22, 24 e t  30 jours. La protéogenèse es t  ac t ive  au cours de la première 

semaine, II en résu l te  une augmentation des échanges resp i ra to i res  ; t o u t e f o i s  

ItIRNP diminue. Durant la deuxième semaine l a  syntnèse des protéines se pour- 

s u i t  p lus  lentement e t  l e  pourcentage de M S passe par une valeur maximale. 

LtIRMF e t  IIIRNP slélèvent progressivement jusqulau 30ème jour,  pu is  diminuent. 

- une pgriode de croissance ra lent ie ,  entre l e  60 e t  l e  120ème jour .  La b io -  

masse esï-imée en poids de M F augmente encore,rnais plus tenternent qu'au cours 

de l a  période précédente. La teneur en N P e t  l e  pourcentage de M S va r ien t  

peu, s i  bien que les courbes de croissance sont para l lè les  (Fig. 9, 0 : .  

L ' In tens i té  resp i ra to i re  demeure à peu près constante. 

Etant donné l e  f a i b l e  taux de croissance e t  la  quant i té  irnportznte 

de substrats dont e l  les d i sposent ( l e  m i  l leu renferme 50 g. i -' de g l  ucose) , 
les colonies careténogènes n'at teignent pas l a  phase de sénescence, avant 

l e  120ème j ou r  de CU l tu re .  



2 - Auxine endogène e t  a c t i v i t é  auxine-oxydasique 

Les analyses d'auxine endogène e t  d'auxine-oxydases o n t  é té  f a i t e  

au labora to i re  de M r  l e  Pr  PILET, sur des co lon ies de l a  souche c h l o r o p h y l l i  
-8 ne CU l t i v é e s  sur m i  l ieu  standard (contenant 5.10 g.ml-' de A I  A )  e t  en t re ten  

dans les  condi t ions de lumière e t  de températures propres à l a  chambre de 

c u l t u r e  de ce labora to i re  (PILET e t  DUBOIS, 1968,b). 

La teneur en auxine endogène res te  à peu près constante durant  

l a  première semaine pu is  s 'é lève rapidement du 7ème au 18ème j o u r  ; la  

valeur optimale é t a n t  obtenue vers l e  15ème jour .  Ensuite, l a  concent-rat ion 

en auxine baisse, d'abord rapidement (du 18ème au 24ème j o u r ) ,  p u i s  p lus  

lentement jusqu'au 90ème j o u r  (Fig.  11 1. 

J o u r s  

Figure 11 : Teneur en auxine endogène des t i s s u s  de l a  
souche ch lorophy l l ienne de Carot te c u l t i v é s  
i n  v i t r o .  La concentrat ion en auxine e s t  donnée 
en p g  x 10-1 pour 5 g de mat ière f ra i che  ( M  F) 

Les va leurs  mesurées sont comparables à c e l l e s  obtenus par  

KULESCHA (1951) pour d 'au t res  t i s s u s  végétaux c u l t i v é s  i n  v i t r o ,  notamment 

pour les  néoformations qui se développent sur  des fragments de rac ine  de 

Ca r o t t e .  



Les valeurs des activités auxine-oxydasiaues, reportées dans la 

Figure 12 autorisent les remarques suivantes : 

- jusqulau i8ème jour l'activité auxine-oxydasique, relativement faible, 

reste constante ; 

- à partir d u  18ème jour Itactivité de ces enzymes augmente,dlabord relative- 

ment peu, puis beaucoup plus après le 25ème jour ; 

- l'activité des auxine-oxydases atteint une valeur maximale vers le 60ème 

jour et semble ensuite demeurer constante. 

J o u r s  

Figure 12 : Activité auxine-oxydasique de tissus de 
la souche chlorophyllienne de Carotte culti- 
vés in vitro.  activité enzymatique est expri- 
mée en pgdeA1A détruit Dour 0,1 mg d'azote 
protéique (N P) et pour une incubation de 60 mn. 

relatives aux rapports entre Itauxine-endogène et l'activité auxine-oxydasi- 

que (RAY, 1958 ; HARE, 1964 ; et Pl LET et GASPAR, 1968). Nous avons en effet 

constaté que -dans des néoformations jeunes (10 à 20 jours) - le taux en 
auxine est élevé, alors que Itactivité auxine-oxydasique, pour des tissus 

comparables, est faible. Réciproquement, dans des tissus cultivés depuis plus 

de 70 jours, la concentration en auxine endogène a notablement baissé, alors 

que I'activité auxine-oxydasique a considérablement augmenté. Une situation 

en tout point comparable a été mise en évidence-pour des plantules de Pisum 



(GALSTON e t  DALBERG, 1954 ; GALSTON, 19561, des racines de - Lens (PILET, 

19571, des t i g e s  de V i t i s  (LAMPSIDIS, 1961) e t  de Phaseolus (COLLET, 

1962). Le taux en auxine e s t  donc b ien condi t ionné par I ' a c t l v i t é  

auxine-oxydasique. 

B - VARIATIONS DES -SH SOLUBLES 

1 - Teneur en -SH 

Les -SH acidosolubles sont dosés dans des cu l tu res  de O à 

120 jours.  Nous examinerons successivement les  va leurs  exprimées par 

rappor t  au poids de M F e t  de M S e t  par  rappor t  à l a  teneur en N P des 

t i s s u s  (Fig. 13). 

l 
l a - ~ o ~ g ~ i e s - c ~ g ~ e h y l ' i e _ n n g s  
1 

j 
-SH rapportés à I 'uni  t é  de M F : l a  teneur en -SH augmente progres- 

! sivement pendant les  deux premières semaines. E l l e  p a r a i t  ê t r e  maximale 

vers  l e  15ème jour ,  pu i s  e l l e  d é c r o i t  La d iminut ion e s t  t r è s  rapide du 

15ème au 30ème jour,  p l us  l en te  su cours des t r o i s  dern iers  mois. 

-SH rapportés à l ' u n i t é  de M S : l e  pourcentage de M S v a r i a n t  re la -  

t ivement peu au cours du c y c l e  de croissance, l a  courbe obtenue es t  t o u t  

à f a i t  comparable à l a  précédente. 

-SH rapportés à l a  teneur  en N P : l e  taux des composés s u l f h y d r i l é s  

so lub les augmente au cours de l a  première semaine, r es te  à peu près 

s ta t i onna i re  pendant l a  seconde e t  d é c r o i t  ensu i te  rapidement pour 

a t t e i n d r e  une va leur  minimale l e  30ème jour .  La baisse rap ide du taux 

des -SH e s t  provoquée par  l a  concentraeLon élevée des proté ines au cours 

de l a  pér iode correspondante. Du 3Oème au 90ème jour ,  l a  teneur en -SH 

augmente, p u i s  e l l e  diminue de nouveau au cours du quatrième mois. Ces 

va r i a t i ons ,  d ' a i l l e u r s  t r è s  fa ib les ,  sont dues au ralent issement de la 

protéogenèse, beaucoup p lus  marqué pendant les  deuxième e t  t ro i s ième 

mois de cu l t u re ,  qu'au cours du quatrième (DUB31S e t  DUJAZDIN, 1968). 



Jours 

Figure 13 : Evolut ion de la  teneur en composés su l f hyd r i l és  
solubles au cours de l a  croissance des t i s s u s  des 
souches ch lorophy l l ienne ( A )  e t  caroténogène ( 8 )  
de Carot te  cu l t i vées  i n  v i t r o .  

-SH rapportés à I  ' un i t é  de M 'F : 

La teneur en -SH v a r i e  peu jusqu'au 60ème jour,  pu i s  diminue régu- 

l ièrement du 60ème au 120ème jour .  

-SH rapportes à l ' u n i t é  de M S e t  à l a  teneur en N P : 

Les r é s u l t a t s  sont d i f f é r e n t s  quand on l es  exprime par  rappor t  à 

ces c r i t è r e s .  En eff-et,  dans les  deux cas, l a  concentrat ion des -SH so lub les 

diminue fortement pendant les 15 premiers jours .  E l l e  augmente ensu i te  jus-  

que vers  l e  60ème jour,  p u i s  dixminue à nouveau jusqu 'au 120ème jour .  La 

chute de l a  teneur en -SH constatée au début de l a  c u l t u r e  e s t  provoquée par 



l 'augmentation p lus  rapide des matières sèches, en p a r t i c u l i e r  des protéinf  

que des composés su l f hyd r i l és .  Par contre, du 15ème au 60ème jour ,  ces 

dern iers  sont synthét isés p lus  rapidement que les deux aut res catégor ies  dc 

substances. 

2 - va r i a t i ons  r e l a t i v e s  des taux de -SH 

La concentrat ion r e l a t i v e  des composés t h i o l s  des co lon ies 

chlorophyl l iennes va r i e  beaucoup p lus  que c e l l e  des colonies caroténogènes 

(Tableau XXVI .  

TABLEAU XXV : Var ia t ions r e l a t i v e s  de l a  teneur en composés su l f hyd r  
lés  solubles dans les calonies des souches ch lorophy l -  
Ii,enne e t  caroténogène de Carotte. 
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A G E  D E S  

~ ~ L T U R E S  

< jours) 

2 

7 

15 

2 1 

30 

45 

60 

90 

120 

180 

J 

SOUCHE CHLOROPHYLLIENNE 

Lumiere 

+ 75 

125 

135 

+ 95 

+ 45 

* 25 

+ 5 

- 20 

- 40 

- 

SOUCHE CAROTENOGENE 

Obscurité 

+ 60 

+ 160 

+ 120 

+ 58 

+ 75 

+ 50 

+ 30 

+ 20 

+ 5 

- 21 

Lumière 

- 
+ 7 

+ 2 

- 
+ 4 

- 
+ 24 

2 

- 58 

- 

Obscurité 

- 
- 4 

- 16 
- 

- 11 

- 
+ 7 

O 

- 42 
- 



Dans les  premières, on note sur tout  une t r è s  f o r t e  augmentation des -SH en 

début de c u l t u r e  ( +  135 $, l e  15ème jour ) .  Dans les  secondes, I1augmentation 

maximale ( +  24 % )  n 'es t  a t t e i n t e  qu'au 60ème jour .  Après quatre mois de cu l -  

ture ,  les  va r i a t i ons  r e l a t i v e s  sont identiques, pour les deux souches consi- 

dérées ( 4 1  i. 1 % de l a  teneur i n i t i a l e ) .  

3 - Evolut ion du rappor t  -SH/-SH + S - S 

Dans les  colonies chlorophyl l iennes, l e  pourcentage de composés 

r é d u i t s  augmente rapidement pendant 48  h, pu is  diminue jusqutau 120ème j o u r  

de cu l t u re .  On remarque que c ' e s t  ent re  l e  60ème e t  l e  90èrne j o u r  que l a  dirni- 

nu t i on  de ce rapport  e s t  l a  p lus  rapide, de 80,8 % à 64,6 % (Tableau XXVI). 

Dans l e s  colonies caroténogènes, l e  pourcentage de -SH v a r i e  peu ; i l  
+ 

demeure élevé pendant tou te  la  durée de l 'expérience (84,9 - 4.4 $1. 

TABLEAU X X V l  : Evolut ion du rappor t  -SH/-SH + S - S au cours de l a  c r o i s -  
sance des souches ch lorophy l l ienne (CHL) e t  caroténogène 
(CAR) de Carotte, à l a  lumière (LI e t  à I t o b s c u r i t é  ( O ) .  

C - CONCLUSION 

La croissance des co lon ies chlorophyl l iennes comporte t r o i s  

8 

L 

O 
-SH 

-SH + S-S L 

O 

pér iodes successives: 

A G E  D E S  C U L T U R E S  ( J o u r s )  

90 

64,6 

80,9 

88.0 

79.1 

60 

80.8 

82.2 

86.4 

85.7 

120 

63,2 

77.7 

84,8 

80,5 

30 

76.3 

77.7 

86.1 

21 

82.2 

- 
- 
- 

45 

79.3 

- 
- 

15 

87.5 

85.4 

83.6 

8 2 , 5 7 9 . 6  

O 

74.6 

74.6 

84.3 

84,s 

79.0 I 
- 

2 

92.2 

- 
- 
- 

7 

85.5 

86.6 

80,5 



- pendant l e  premier mois, l e  taux de croissance e s t  &levé 

e t  va r i e  t r è s  peu. Par contre,  la teneur en -SH augmente rapidenent au 

cours des 15 premiers jours,  pu i s  diminue aussi v i t e  du 15ème au 305me 

j o u r  ; 

- au cours du deuxième mois, l e  t aux  de croissance e s t  peu 

d i f f é r e n t  e t  l a  teneur en -SH va r i e  selon l e  c r i t è r e  de référence u t i l i s é  ; 

- du 60ème au 120ème jour,  l a  croissance e s t  fortement ra len- 

t i e  e t  l a  teneur en -SH diminue p lus  ou moins régulièrement su ivant  l e  

c r i  f è r e  de référence retenu. 

En quat re  mois de cu l ture ,  Iâ  croissance des co lon ies caro- 

ténogènes ne comporte que deux phases de 60 jours  chacune : 

- au cours de l a  première, l e  taux de croissance demeure 

re la t ivement  constant. La teneur en -SH, rapportée à l ' u n i t é  de M S ou de 

protSines, diminue pendant les  15 premiers jou rs  pu is  augmente ; e l l e  

v a r i e  peu s i  on l a  rapporte à l ' u n i t é  de M F ; 

- au cours de l a  seconde, l e  taux de croissance e s t  constant, 

mals Deaucoup p lus  f a i b l e .  La teneur en -SH diminue, quel que so i?  l e  

c r i t è r e  de référence u t i l i s é .  

De c e t t e  première s é r i e  de résu l ta ts ,  nous pouvons conclure 

quli 1 n 'y a pas de rapport  d i r e c t  en t re  l e  taux de croissance e t  l a  

teneur en--SH solubles des co lon ies t i s s u l a i r e s  de Carot te : 

- pendant l a  ~ é r i o d e  de croissance act ive,  les  v a r i a t i o n s  de 

l a  teneur en -SH e t  c e l l e s  du taux de croissance ne sont pas p a r a l l è l e s  ; 

- l a  teneur en -SH e s t  du même ord re  dans l es  deux types de 

t i s s u s  de Carotte, a l o r s  que les  co lon ies chlorophyl l iennes p r o l i f è r e n t  

deux f o i s  p l u s  v i t e  que c e l l e s  de l a  souche caroténoc$ne. 

II y a pa r  contre une r e l a t i o n  en t re  l e  pourcentage des formes rédu i tes  

e t  l a  croissance : 

- l e  rappor t  t h i o l s  r édu i t s  / t h i o l s  to taux e s t  é levé 

jusqutau 60ème j o u r  de c u l i u r e  dans les  co lon ies ch lorophy l l iennes,  pu is  

i l  diminue rapidement ; 

- dans les  t i ssus caroténogènes , l e  pourcentage de - SH ne 

diminue pas avant l e  120Sme jour ,  



Dans les deux souches, le rapport -SH / -SH + S-S demeure donc élevé 

tant que la croissance se poursuit. 

Considérons maintenant les variations des -SH solubles (Fig. 

13,.A), celles de Itauxine endogène (Fig. 11) et de l'activité auxine- 

oxydasique (Fig. 12) au cours de la croissance des colonies de la souche 

chlorophyl lienne. Trois ooints méritent d'être soulignés : 

- du 15ème jour, la teneur en auxine est maximale, comme ce1 le 
des -SH, alors que l'activité auxine-oxydasique est faible ; 

- en vieillissant, les tissus s'appauvrissent parallèlement en 
auxine et en -SH, tandis que leur activité auxine-cxvdasiaue augmente ; 

- au 90ème jour, l'activité des auxine-oxydases est forte ; 
par contre les teneurs en auxine et en radicaux -SH sont les plus 

faibles. I I  résulte de ce qui précède, que la période pendant laquelle 

1 a croi ssance est exponent i e l le &mporf e en fait deu x phases di st i nctes. 

Au cours de la première, qui dure environ 15 jours, les teneurs en -SH 

et en auxine endogène augmentent et l'activité des suxine-oxydases 

reste conskante. Au cours de la seconde, les tenzi~rs en -SH et en auxine 

diminuent tandis que I'activiié auxine-oxydasique s'élève. 

Un tissu riche en auxine l'est donc Ggalement en groupes 

su 1 f hydr i lés, et réc i proquement. Des faits ana l ques ont déjS 516 relevés, 

notamment dans des cultures primaires de Carotte où les néoformations 

contiennent à la fois plus de AIA endogène (KULESCHA, 1951 ; PILET, 1967 ; 

PILET et FRAGATA, 1963) et davantage de composés sulfhydrilés et où la 

diminution simultanée de 1 'auxine et des radicaux -SI4 s'observe lorsque 

la culture se prolonçe. Dans les racinss du - Lens (PILET, 1957 ; PILET et 

ZRYU, 19651, les variations de la teneur en auxine -elle même condition- 

née psr 1 'activité des aüxine-oxydases (PILET,1951)- colncident aussi avec 

ce1 les des composés thiols. 



MA PITRE^: E F F E T S  D E  L A  L U M I E R E  S U R  L A  

P R O L I F E R A T I O N  D E S  T I S S U S  D E  C A R O T T E  

E T  S U R  L ' C V O L U T I O N  D E S  C O M P O S E S  

S U L F H Y D R I L E S  

A - FRAGMENTS DE RACINE CULTIVES IN. VITRO 

Les fragments de rac ine on t  é t é  c u l t i v é s  en pos i t i on  inverse sur  l e  m i l i e u  de 

base dépourvu de phytohormones, à l a  lumière ( lumière du j ou r  + appoint  photopériod 

que, 12 : 12 e f  à l ' obscur i té .  

A l a  lumière, l a  croissance du cal  e s t  un peu p lus  rapide e t  les  t i s s u s  

n é o f o r d s  sont ch lorophy l l iens.  Leur teneur en azote e s t  p l us  élevée, su r tou t  après 

6 semaines de c u l t u r e  (PILET e t  DUBOIS,1968 a ) .E tan t  donné les va r i a t i ons  ind iv idue  

l es  e t  l es  d i f férences enreg is t rées selon l ' o r i g i n e  des racines, l es  e f f e t s  de l a  

durée j ou rna l i è re  e t  de l ' i n t e n s i t é  de l 'éc la i rement n t o n t p u  ê t r e  précisées. Signal 

t o u t e f o i s  que les  t i s s u s  néoformés e t  préex is tants  s i  tués hors du m i  l ieu syn thé t i se  

souvent des anthocyanes lorsque l ' i n t e n s i t é  de l 'éc la i rement a t t e i n t  ou dépasse 

3 000 lux. Dans ces condi t ions,  l a  croissance du ca l  e s t  généralement rédu i te .  

Nous avons déterminé l a  teneur en -SH solubles après 3, 6 e t  1 1  semaines de 

c u l t u r e  dans les  c a l s  e t  dans les  zones rac ina i res  e t  f o l i a i r e s  de 2 l o t s  de fragme 

l e  premier é c l a i r é  12 h par  jour,  l e  second placé à l a  même température à I t obscu r i  

Quel que s o i t  l e  c r i t è r e  de référence adopté, l a  teneur en -SH dans les  ca l s  e s t  p  l 

6levée lorsque les  cu l t u res  sont à l ' obscur i té .  I l  en e s t  de même dans les  p a r t i e s  

rac ina i res  des fragments, mais les  d i f férences sont moins marquées. Dans l es  zones 

f o l i a i r e s ,  les teneurs en -SH sont t r op  f a i b l e s  pour que les  d i f férences en reg i s t ré  

pu issent  ê t r e  p r i ses  en cons idérat ion (Fig. 14) .  

Les ca l s  qui  se développent sur  les fragments éc la i r és  sont tous fortement 

ch lorophy l l iens.  Par contre, les  cu l tu res  placées à I ~ o b s c u r i t é  sont héiérogènes. 

Cer ta ins cals, de cou leur  orange, sont r i ches  en pigments caroténoldes ; d'autres, 

b 1 anc-jaunâtre, en contiennent beaucoup moi ns e t  renferment su r tou t  des xanthophy l l 

11s sont généralement por tés par des fragments de rac ine  d i f f é ren t s ,  mais on peut 

également les rencontrer sur l e  même explantat .  



Figure 14 : Variations de la teneur en -SH solubles dans des fragments de 
racine de Carotte cultivés in vitro à la lumière ( i l  e i  à 
l'obscurité ( 1 pendant 3, 6 et I I  semaines. 

- A : les valeurs des -SH sont exprimées en 9 de M F ; 
' 0 :  11 I t  11 ?t 11 71 

~ i M . 9  " de ?4 S ; 
- c :  t l  tt 11 tt 11 " U ~ . n ~ - l  de N S ; 

- 0 :  l t  91 tt 11 19 yM pour 10 fragments. 

L'analyse des composés sulfhydrilés solubles effectuée dans ces 

3 types de cals (Tableau XXVII) montre que : 

- les cals orange, riches en pigments caroténoïdes, ont une 
teneur en radicaux -SH plus élevée que les cals chlorophylliens, 

apres 3 semaines de culture. Par la suite, les valeurs s1équili- 

brent ; 

- les néoformations jaunâtres, riches en xanthophylles, présentent 
les teneurs en -SH les plus élevées quel que soit l'âge des 

cultures. Les différences enregistrées ne sont pas dues à des 

modifications d u  rapport -SH / -SH + S-S qui évolue de façon 

comparable dans les 3 types de cals. 



AGE DES CULTURES 

TENEUR EN -SH 

TABLEAU XXV l l : Etat des composés sulfhydrilés solubles dans les 3 types de cal! 
obtenus sur des frasments de racine de Carotte cultivés à la 
lumière (blanche) et à llobscurité. 

Les radiations relativement monochromatiques affectent peu la proli- 

fération, mais elles interviennent de façon très nette sur la biosynthèse des 

pigments plastidaux. Celle des chlorophylles est plus active en lumière bleue 

qu'en lumière verte. Elle est très faible si les cultures ne reçoivent que des 

radiations rouge clair. A l'obscurité, les néoformations sont compléternent 

dépourvues de chlorophylle (Tableau (XXVIII). 

TABLEAU XXVlll : Effets de la longueur d'onde sur la croissance, la teneur en 
chlorophylle et la teneur eo -SH solubles des câls. 

Les a n d y b e d  d o n t  e6dec;tuées aptrèo 6 bemuintu de  cu*e;tute ; 
L e b  caha&&hib l t i qu~  du é ~ e m z n ; t J  rnonochtroma;tiqu~ d o n t  
donnée6 duru .& F i g .  1 ; - 2  - 7  
L e 6  énerrgies W é e 6  hont  d ' e n v h o n  IO00 a g a  

CONDITIONS D'ECLAIREMENT 

Lumlère blanche 

Radiations bleues 

M vertes 

11 rouges 

Obscur1 t6 

-Z - 1  
p o u L e  b l e u  ; 1500 mgb.cm .a p o w ~ t e  vent et 1150 

- 2  - 7  e t r g 4 . c ~  . A  p o m L e k o u g c .  

CHLOROPHYLLES 

+ + + +  

+ + +  

+ + 

+ 

O 

CR0 I SSANCE 

(mg M F/cu l ture)  
C------------------------..-----i----i---d-------------..---------------- 

6 0 1  

41 1 

504 

41 5 

23 1 

-SR 

( ~IM-O'M F ; 

500 

480 

560 

760 

700 



La teneur en -SH es t  p lus  élevée dans les ca ls  qui se développent su r  

des exp lanta ts  maintenus à I 'obscur i té ou en lumière rouge c l a i  r. El  l e  est  p l  us 

f a  i b l e  lorsque les CU l tu res  sont soumi ses aux rad i a t  ions ver tes ou b l eues e t  

lorsqul e l  les sont éc la i rées par l a  lumière blanche (Tableau X X V I I I ) .  

I I  semble donc ex i s te r  une r e l a t i o n  ent re  l a  nature des pigments p last idaux 

-qui va r ien t  eux-mëmesen fonct ion de la  nature de I técla i rement-  e t  l a  teneur en 

radicaux -SH. Les recherches sur ce su je t  sont peu nombreuses e t  les  résu l ta ts  

Obtenus par BRUNEL-CAPELLE ( 1955) sur des feu i 1 les panachées e t  ach lorophy 1 1 iennes 

de Acer negundo, Evonymus europaeus, Sp i raea Buma l d a e t  Pe l argon i um zona le  sont - - 
contradic to i res e t  d i f f  i c i  les à in te rp ré te r  car I ' a c t i v i t é  des -SH va r i e  en 

fonct ion des espèces e t  du stade de végétation. 

COLONIES TISSULAIRES 

Avant d 'é tud ier  les e f f e t s  de l a  lumière sur l a  croissance e t  sur l a  

teneur en -SH des t i s s u s  de Carotte c u l t i v é s  i n  v i t r o ,  II nous a semblé u t i l e  de 

f a i r e  l e  p o i n t  sur l a  nature e t  I 1u l t r as t ruc tu re  des p lastes q u ' i l s  renferment 

dans les  condi t ions standard de c u l t u r e  ( lumière du jour  + lumière dlappoint - + 
(environ 1000 lux), 12 : 12 e t  température de 21 - 1°C). 

1 - U l t ras t ruc tu re  des plastes des 3 souches de Carot te 

Les observations on t  é t é  pratiquées sur des échant i l l ons  prélevés dans les  

pa r t i es  les  p lus colorées de colooies t i s s u l a i r e s  âgées de 30 jours  (souche chloro- 

phyl l ienne) ou de 60 jours  (souche caroténogène). Les échant i l l ons  de l a  souche 

é t i o l é e  sont prélevés environ 1 mm sous la  surface, dans des colonies de 30 jours .  

a - so!che-cklooeb~LLLe5~~ 

Les chloroplastes, généralemnt ovoTdes(PI. II 1 ,  Fig. 1 e t  2) mais 

pa r fo i s  t r è s  al longés (PI.  I I I ,  F ig.  1 e t  3 )  ou de forma t r è s  i r r é g u l i è r e  (PI. III, 

Fig. 5 )  sont local i sés da& une mince couche de cytoplasme pa r i é ta l  ou dans l es  

échancrures des noyaux qu i sont souvent lobés. Dans les cond i t ions d 'éc l a i  rement 

précisées c i -dessus, i ls  ne présentent pas l a  s t ructure des plastes que t'on 

rencontre généralement dans les f e u i l  las des plantes ent ières.  Le stroma ne renferme 



pas de granums typiques, mais des thylacoides t r è s  allongés, i so lés  ou groupés en 

faisceaux comme chez cer ta ines Algues (PI.  I II, Fig. 1, 2 e t  31. Les globules l i p  

diques ( =  p lastoglobules) e t  l es  grains d'amidon sont rares e t  de p e t i t e  t a i l l e .  

Dans une coupe u l t r a f i n e  e t  à f o r t i o r i  dans une même co lon ie  t i s s u l a i r e ,  i l  nlexi!  

pas un seul type de chloroplaste,  mais t o u t e  une sé r i e  de p lastes ch lo rophy l l i ens  

a d i f f é r e n t s  é t a t s  de maturat ion ou de dégénérescence. Le stroma p l  us ou moins 

granuleux des chloroplastes parvenus à matur i té  e s t  occupé par de longs thylacoTdi 

disposés en un ou p lus ieurs  faisceaux étroi tement accolés (PI.111, Fig.  1 ou 

s 'écar tant  de p a r t  e t  d 'au t re  d'une vés icu le  amyl i f è r e  (PI I I I ,  F ig .  3 ) .  La 

dégénérescence de ces p lastes se t r a d u i t  par  l e  gonflement des thylacordes, p u i s  

par  leu r  t ransformat ion progressive en vésicules à contenu c l a i r  (PI .  I I I ,  F ig.  1 

2 )  ; ce qui provoque l a  désorganisation p u i s  l a  d i s p a r i t i o n  de t o u t  l e  système 

lame l la i re  (PI. l l l , F i g .  4 e t  5 ) .  Dans ces cu l tu res  i n  v i t r o ,  l a  dégénérescence dc 

chlorop lastes ne rlaccompagne pas d'une augmentation de l a  t a i l l e  e t  du nombre de! 

g lobules l ip id iques,  comme on l e  v o i t  dans les  f e u i l l e s  des plantes ent ières.  

Souche caroténogène b - --------------- --- 
Dans les condi t ions d'éclairement précédemment rzppelées, les  c e l l u l e s  

de l a  souche caroténogène on t  une s t ruc tu re  comparable à c e l l e s  de l o  souche chloi  

phyl l ienne, sauf en ce qu i  concerne les plastes.  E l l e s  ne renferment pas de chlorc 

p las tes  . Les chromoplastes, b ien v i s i b l e s  en microscopie photonique, sont peu 

nombreux car beaucoup de sect ions u l t r a f i n e s  n'en renferment pas (P I .  I V ,  F ig .  1) 

Dans des colonies de 60 jours, qu i  sont en phase de croissance act ive,  on renconti  

deux types de chromoplastes. Les p lus  nombreux, de forme oblongue (env i ron 2 x 3 1 

présentent dans un stroma abondant e t  p lus  ou moins granuleux deux sor tes  d ' inc lu .  

s ions (PI .  IV, Fig. 4, 5 e t  6) .  Les unes, g lobu la i res  e t  généralement fortement 

contrastées après co lo ra i i on  à l 'ac ide osmique correspondent à des globules l i p i d  

ques ; les autres , t r è s  al longées e t  p a r f o i s  en contact  é t r o i t  avec I lenveloppe 

p l a s t i d a l e  (PI .  IV,Fig. 6) ressemblent aux s t ruc tu res  semi -c r i s ta l l i nes  déc r i t es  

LAVAL-MARTIN (1974) dans l a  "pulpew de Lycopersicum esculenturn, pendant l a  phase ( 

maturat ion du f r u i t .  Leur aspect, en cont raste  p o s i t i f ,  e s t  t o u t e f o i s  assez compa- 

rab le  aux s t ructures l i p ido-p rc té iques  f i b r i l l a i r e s  que I t o n  rencontre dans l es  

chromoplastes de Capsicum annuum (FREY-WYSSLING e t  KREUTZER,1958 ; SPURR e t  HARRI! 

19681, à l a  d i f fé rence  près que les  p lastes des co lon ies t i s s u l a i r e s  de Carot te  n 

renferment qu'un t r è s  p e t i t  nombre, a lo rs  que ceux du f r u i t  de Piment en sont 

remp l i 5. 



D'autres chromoplastes, fusiformes,(3 x 1 ym environ), renfermrnt de 

nombreuses membranes osmiophiles enroulées plus ou moins régulièrement autour 

de vésicules amylifères disposées dans la partie centra!e du plaste (PI. IV, 
Fig. 2 ct 3 ) .  Nous pensons pouvoir rapporter ces chromoplastes au Vype 

membranai retl très rarement observé, puisqul i l n'a été décrit que dans la 

couronne de la fleur de Narcissus pseudo-narcissus (LIEDVOGEL, SlTTE et 

FALK, 1976). 1 1  existe cependant quelques différences de structure entre les 

chromop lastes de la souche carot6nog8ne de Carotte et ceux du Narci ssus. Chez 

ces derniers, la partie centrale du plaste est remplie de matériel stromati- 

que parcourue par quelques membranes tubulaires alors que dans les plastes 
des tissus isolés de Carotte le stroma est très réduit et contient fréquemment 

des grains d'amidon. 

c - Souche étiolée -------------- 

On rencontre deux types de plastes dans les cellules des colonies 

étiolées maintenues à I'obsc~rité : des proplastes et des leucoplastes. Les 

premiers sont très nombreux et partois difficiles à distinguer des mitochondries 

toujours peu structurées. Ils s'en distinguent par une faille supérieure (envi- 

ron 1 x 0 , 5  gm), par un stroma plus clair et par la présence de globules lipidi- 

ques, parfois très nombreux (PI. V, Flg. 3 et 51,  Les leucoplastes, deux à 

trois fois plus grands que les proplastes, sont dépourvus de thylacoides et 

renferment souvent plusieurs petits grains d'amidon (PI. V a  F19. 3 O* 6). 

Bien qu'ils soient cultivés à l'obscurité, ces tissus ne renfenrieni 

Pas de structures comparables aux corps prolamellaires qui caractérisent les 

étioplastes. Ces derniers se différencient dans le mésophylle de nombreuses plan- 

tules se développant à l'obscurité et également dans les jeunes feuilles qui 

apparaissent sur certaines cultures de Tabac maintenues à l'abri de la lumière. 

(LAETSCH et STETLER, 1967) . Dans ces tissus on rencontre souvent des vési CU l es 
limitées par une membrane unitaire et contenant un voiumineux cristal protéique. 

Nous pensons qu'il s'agit de peroxyçomes ; ils sont plus rares dans les tissus 
des colonies des souches chlorophyllienne et caroténogène cultivées à la lumi9re. 

(PI. V, Flg, 4 et 7). 

2 - Effets de la lumière sur la croissance et sur la teneur 
en -SH solubles 

Nous avons comparé la croissance de colonies chlorophylliennes et 



caroténogènes exposéos à l a  lumière ou maintenues 3 I 'obscur i té . les  résu l ta -  

rapportés dans l e  tableau X X l X  sont les moyennes 8e p lus ieurs  sé r i es  d'essa 

au cours desquels les  c u l t u r e s  éc la i rées o n t  reçu en p lus  de la  lumière du 

j o u r  un éclairement d 'env i ron 1OOO lux,fourni 12h/24 par des tubes f luoresci  

Dans ces condi t ions,  la  lumière favor i se  l a  croissance des co lon i t  

de l a  souche chlorophyl l ienne. Quel que s o i t  l e  sPade de leur développement, 

l a  biomasse des cu l t u res  exprimée en poids de M F, de M S ou de p ro té ines  ( 1  

e s t  supérieure à c e l l e  des cu l tu res  placées à I 'obscur i té .  Paral lèlement 

à l a  réduct ion de l a  croissance, on note chez ces dernières une importante 

d iminut ion de la  teneur en ch lo rophy l le  t o t a l e  ; t o u t e f o i s  après un passage 

de 4 mois à l 'obscur i té ,  l es  t i s sus  ne sont pas totalement é t i o l és .  

TABLEAU X X l X  : Croissance des colonies t i s s u l a i r e s  des souches ch lo ro -  
phy l l i enne e t  caroténogène de Carot te CU l t i vées i n  v i  trc 
à l a  lumière ( L I  e t  à l ' obscu r i t é  (O). 

Y 

L : W è h e - h  jom + limiérre d'appoint ( e n v h n  1000 
h), 72 : 72  

D'une façon genéraie, l ' é vo lu t i on  des composés s u l f h y d r i l é s  en 

fonct ion de I'Sge des c u l t u r e s  es t  comparable à l a  lumière e t  à l ' obscu r i t é  

(Tabl. X X X ) .  La teneur en -SH rapportée à l ' u n i t é  de M F e s t  supt5rieure da1 

l es  t i s s u s  placés 3 l ' obscu r i t é  dès l e  7ème j ou r  de c u l t u r e  e t  l es  différen8 
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ces s'accusent progressivement. Le pourcentage de formes rédui tes,  d'abord 

semblable dans les  t i s s u s  é c l a i r é s  ou non, e s t  également p lus élevé dans lei 

cu l t u res  maintenues à l ' obscu r i t é  pendant 90 e t  120 jours .  
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La lumière rédu i t  l a  p r o l i f é r a t i o n  des colonies caroténogènes e t  

st imule l a  synthèse des pigments caroténoldes (Tabl. X X I X ) .  La teneur en -SH 

e s t  p lus  élevée à la  lumière jusqulau 60ème jou r  de cul ture. Ensuite les 

valeurs sont identiques, que les t i ssus  soient éc la i rés  ou non. Le rapport  

-SH/-SH + S-S var ie  peu au cours de i a  croissance ; i l  ne semble pas modif ié 

par l a  lumière (Tableau XXX).  

A G E  D E S  C U L T U R E S  ( j o u r s )  

C O M P O S E S  f H ' 0 L S -----------,--------y----------------- 

O 7 15 30 60 90 1 20 

X -SH 
W 200 450 470 290 210 160 120 

w a 200 520 4 40 350 260 240 210 

-SH 
,100 { 85.5 82,4 76.3 80,8 64,6 63,2 

O -SH S-S 86.6 85,4 77,7 82,2 80,9 77.7 

w 450 480 460 470 510 440 280 
Z 

450 430 380 400 480 4 50 280 

5 84,3 80,5 83,6 86.1 86,4 88.0 84,8 

-SH S-S 84.3 B2,5 79.6 79.0 85.7 79.1 8 0 3  
A 

TABLEAU XXX : Evolution des composés soufrés acidosolubles au cours de 
l a  croissance des colonies t i s s u l a i r e s  des souches chloro- 
phyll ienne e t  caroténogène de Carotte cu l t ivées i n  v i t r o  à 
l a  lumière ( L I  e t  à l ' obscur i té  (01. 

Durée dléclai  rement b - ------------------- 

a - so~cLe-cblo~e!!rl'ienle 

La croissance augmente avec l a  longueur de I'héméropériode. Les 

colonies t i s s u l a i r e s  soumises à un éclairement continu p r o l i f è r e n t  environ 

deux f o i s  plus v i t e  que les t i ssus  éc la i rés  12 h par jour  e t  t r o i s  f o i s  p lus 

v i t e  que ceux mâintenus à l 'obscur i té  (Fig. 15, A l .  Toutefois l a  croissance 

des colonies n 'est  pas proport ionnel le à l a  durée journal ière d'éclairement. 



He m é r o p é r i o d e  H e r n é r o p é r i o d e  

Figure 15 : Croissance des colonies t issu la i res  de la souche ehlorophy 
lienne de Carotte en fonction de la  durée journalière 
d'éclairement. 

A - variations de la  biomasse, 
7 : g LI F / wbnie, 
2 : g x 10-7 hi S / colon.&, 
3 : g x 10-3 NP / wbnLe, 

B - variat ions des composés azotés, 
7 : l tcnut en azolte ptrot@ue (mg / 700 g M FI, 
2 tei.rewc tw azoze bohble  (mg / 700 g M F ) ,  
3 : azote pm.téique / azote ;tom ( 2 N P  / NT),  

C - variat ions des pigments plastidaux, 
7 : t e n u  en ckiorophyUe & M e  (pg CH2 / g M FI, 
2 : t e n u  cn ckeoaopltgUe ;tataLe ipg C f f t  / mg N P ) ,  
3 : cl&mphyUe a / cidomphyUe b ,  
4 : pigrneri;ts camt2noZdu / CU2 x 70'1, 
sr : CHz / coLonie (pg , 

D - variations de la  teneur en -SH (PM x IO-' / g M F e t  
du rapport -SH / -SH + S-S ( % 1. 



La st imulat ion, qui e s t  f a ib le  lorsque I'héméropériode passe de 6 à 12 h, 

devient importante l o rsqu te l l e  passe de 15 à 21 h. Ces résu l ta ts  conf i rment 

e t  complètent ceux de MAILLE (19711, mais d i f f è r e n t  notablement de ceux 

obtenus par E%ÜNN I NG e t  WELTE [ 1954) pour une autre souche de Carotte. Ces - 
auteurs signa I ent en e f f e t  que les jours longs ( 18 : 6 e t  20 : 4 )  st imulent 

l a  c r ~ i s s a n c e  mais constatent en même temps une f o r t e  i n h i b i t i o n  pour des 

héméropériodes de 14 e t  de 16 h. 

La teneur en eau des t i ssus  var ie  peu dans l'ensemble. E l l e  es t  

un peu p lus  importante à I1obscuri té e t  lorsque les t i ssus  sont é c l a i r é s  

6 h par j ou r  ; mais ce la  ne change pas l ' a l l u r e  des courbes de croissance. 

La durée de I'héméropériode modif ie l e  métabolisme azoté. L'exa- 

men de la  f i gu re  15, B montre que l a  teneur en azote protéique augmente 

progressivement lorsqve l a  durée d'éclairement passe de O à 18 h ; pour 

des colonies éclairées 21 ou 24 h, e l l e  e s t  sensiblement égale à c e l l e  des 

colonies maintenues à l 'obscur i té.  La teneur en azote soluble es t  p lus  

6levée dans les t i ssus  éc la i rés  12 h par j o u r  que dans ceux placés à.I1obs- 

c u r l t é  ; pour des héméropériodes p lus longues, les composés azotés solubles 

diminuent beaucoup. Le rapport NP / NT, qui t r a d u i t  les var ia t ions  de la  
?,U 3 

protéogenèse, augmente en même temps que l a  durée de I'héméropériode. LI L L ~  O 
La quanti t é  de ch lorophyl l e  t o t a l e  synthétisée par co lon ie  

augmente avec l a  durée d'éclairement (Fig. 15, C) e t  malgré la  f o r t e  s t i -  

mulat ion de l a  croissance, l a  teneur en chlorophyl le rapportée à l ' u n i t é  

de poids f r a i s  e t  d'azote protéique augmente également. I I  n 'ex is te aucune 

di f férence q u a l i t z t i v e  entre l e  spectre d'absorption des pigments des 

colonies cu l t i vées  en héméropériodes supérieures ou égales à 12 h. Par 

contre, une héméropériode de 6 h produi t  un déséquil ibre pigmentaire qui 

se t r a d u i t  par une f a i b l e  diminution du rapport CHa / CHb e t  une f o r t e  

augmentation du rapport caroténordes / chlorophyl l e  t o ta le .  A l 'obscur i té ,  

l e  déséqui l ibre des pigments es t  encore accru e t  l a  diminution du rappor t  

CHa / CHb, en l'absence de synthèse de pigments chlorophyll iens, s i g n i f i e  

que l a  v i tesse de dégradation des chlorophyl les a e t  b e s t  d i f fé ren te .  



Pour déterminer s i  les t i s s u s  de Carot te sont sensibles au rythme 

photopériodique ou s ' i l s  réagissent seulement à l a  durée globale d 'éc la i re -  

ment, nous avons interrompu l a  période obscure par une heure de lumière 

blanche ou rouge cla l r ,ou l a  période lumineuse par une heure dlobscurite. 

Les résu l t a t s  de ces essais (Fig. 16) montrent que ces in te r rup-  

t i o n s  sont peu ef f icaces.  La croissance des co lon ies de l a  souche chlorophyl-  

l ienne de Carot te dépend donc du nombre t o t a l  d'heures de lumière reçues. 

I I  en e s t  de même de l a  teneur en chlorophyl le.  

Figure 16 : Influence de I ' i n te r rup t i on  de l a  nyct ipér iode par une heure 
d'éclairement ( lumière blanche ou roQge ciair,RC) e t  de 
l ' i n t e r r u p t i o n  de I'héméropériode par  une heure d 'obscur i té  
sur l a  croissance des colonies de l a  souche ch lorophy l l ien-  
ne de Carot te  e t  sur l a  teneur en ch lorophy l le  t o t a l e  e t  
en -SH solubles. 

La teneur en -SH solubles augmente en même temps que l a  durée jour 

na l i è re  d'éclairement en t re  O e t  12 h, pu is  diminue progressivement au f u r  6 

à mesure que l a  durée de l a  période d 'éc la i  rement s ' a l  longe. Le pourcenfage 

t h i o l s  r édu i t s  e s t  p lus élevé en j ou rs  cour ts  (environ 80 $ 1  qu'en jours  l o r  
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Pour des héméropériodes supérieures à 15 h, la baisse de la teneur en -SH 

correspond donc à une diminution du pourcentage des formes réduites. Par 

contre, entre O et 12 h par jour de lumière, l'augmentation de la teneur en 

-SH n'est pas due à une réduction des ponts disulfures, mais à une synthèse 

de composés sulfhydrilés solubles (Fig. 15, D).  

Une interruption de la nyctipériode par une heure de lumière 

blanche ou rouge clair et, inversement, l'interruption de I'héméropériode 

par une heure d'obscurité ne modifie pas la teneur en -SH des tissus de l a  

souche ch lorophyl l ienne de Carotte (Fig. 16). 

Souche caroténogène B - ,,,--,,--,, -,,, ,,, 

La croissance des colonies caroténogènes diminue progressivement 

lorsque I'hémérop6riode passe de 6 3 24 h. Parallèlement, on note une 

baisse de la teneur en pigments caroténoTdes (Fig. 17, A). A l'obscurité, 

la croissance est importante at la teneur en pigments est faible. Une 

synthèse de caroténes relativement active se produit cependant au premier 

passage des tissus à l'obscurité, puisque des colonies âgées de 90 jours 

renferment en moyenne 20 yg de carotènes alors que les fragments de tissus 

mis en culture n'en contiennent que 5 ~ g .  

Quelques colonies soumises à des héméropériodes de 18 h et la 

plupart de celles placées en lumière continue synthétisent un peu de chlo- 

rophylle. Sur certaines d'entre elles, on voit apparaitre des nodules 

verts bien individual isés. Repiqués sur des mi l ieux neufs, i 1 s proi i fèrent 

et donnent, après trois ou quatre passages, plusieurs types de colonies 

dont certaines sont chlorophylliennes. Or, 1e.tissu caroténogène que nous 

avons utilisé a été isolé en 195: à partir de la souche chlorophyllienne 

de GAUTHERET. L'action simultanée d'héméropériodes longues et d'un éclaire- 

ment reiativement fort (égal ou supérieur à 2500 lux) permet donc à ce 

tissu de retrouver un aspect voisin de celu.1 de la souche d'origine. Toute- 

fois, la dédifférenciation du tissu caroténogène n'est pas complète, car 

les colonies chlorophylliennes que nous obtenons renferment davantage de 

pigments caroténoides et ont une croissance moins rapide que celles de la 

souche initiale de GAUTHERET. 
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Figure 17 : Croissance des colonies t i s s u l a i r e s  de l a  souche caroténogène 
de Carot te en fonct ion de l a  durée j ou rna l i è re  d'éclairement 

A - v a r i a t i o n  de l a  biomasse, 
1 : g M F/colonie 
2 : g x 10-1 M S/colonie 
3 : g x 10'3 NP/colonie - v a r i a t i o n s  des pigments caroiénoÏdes 
4 : teneur en car6tenoÏdes f (pg .g - l~  F I  
5 : Il '1 11 

( p9 .mgm1 NP 1 

B - v a r i a t i o n s  de l a  teneur en -SH (yM x 10'~/g M FI e t  du 
rappor t  -SH/-SH + S-S ($1  

Les a ~ j ~ e s  bont  e6dec.tuée6 apkè.4 90 j o ~  de a.&b'rc. 

Quel le  que s o i t  l a  durée j ou rna l i è re  d'éclairement, les  teneurs en -S 

e t  les pourcentages de t h i o l s  r édu i t s  sont sensiblement les  mêmes (Fig. 17, BI. 

Remarquons que la  teneur en -SH es t  t ou jou rs  supérieure à c e l l e  que nous avons 

enreg is t rée dans les  t i s s u s  de l a  souche ch lorophy l l ienne e t  que les pourcentag 

de formes rédui tes  sont du même ordre dans les  deux souches. 

Lorsque l a  durée de l a  cu l t u re  n'excède pas t r o i s  semaines, l a  c ro is -  

sance des colonies e s t  peu sensible à l a  photopériode, mais l a  quan t i té  de 

ch lo rophy l le  synthét isée e s t  p l us  importante e n  j ou rs  longs. La teneur en c h i o r  

p h y l l e  Yotale, rapportée à l g  de M F, augmente donc en même temps que I'héméro- 

période. Entre l a  3ème e t  l a  6ème semaine, les co lon ies pr imit ivement é t i o l é e s  

se comportent comme c e l l e s  de l a  souche cnlorophyl  l ienne : l a  lumiete favor i se  



simultanément l a  croissance e t  l a  synthèse pigmentaire. Après 45 jours,  on 

constate que l a  croissance se poursu i t  que l le  que s o i t  llhéméropéricde, a l o r s  

que l a  teneur en ch lorophy l le  baisse dans les  co lon ies placées en lumière c o n t i -  

nue. Cel les qui sont soumi ses à des héméropériodes p l us  courtes (6  : 18 e t  12 : 

12) on t  une c r o i  ssance moins rap i de jucquvà l a  6bme semai ne . Notons qu'el l es  ne 

présentent pas de signes de sénescence avant l e  6Oème j o u r  de c u l t u r e  (FiQ. 18, A ) .  

O L  I 1 l 1 1 1  I I l I 

O 6 12 18 24 O 6 12 18 24 
H e  méropériode 

Fignre 18 : Croissance des colonies d i ssu la i r es  de l a  souche é t i o l é e  de 
Carot te en fonct ion de l a  durée j ou rna l i è re  d'éclairement 

A - va r i a t i ons  de l a  biomasse (g  M F/colonie) e t  de l a  teneur 
en ch lorophy l le  t o t a l e  (pg/g M F I  après 3 (M ; O - - - * ) ,  
6 (-;*--A) e t  9 (c--m;*---r) semaines de c u l t u r e  

B - va r i a t i ons  de l a  teneur en -SH ( y M  x 10'1/~ M F) e t  du 
rapport  -SH/-SH +S-S ($1 ,  après 6 semaines de CU l ture .  

Les t i s sus  totalement dépourvus de chlorophyl le,  en synthét isent  dès 

qu'on les  é c l a i r e  à nouveau. Nous ne pouvons donc pas comparer comme nous l e  sou- 

ha i t ions,  I 'ac t ion de la  lumière sur l a  croissance de deux souches de Carot te en 

tous po in ts  semblables, s i  ce n 'es t  que l 'une renferme de l a  ch lorophy l le  e t  l ' a u t r e  

pas . Toutefois, au cours des t r o i s  premières semaines de cu l t u re  où l a  



synthèse pigmentaire e t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des ch lorop lastes (Pt .  I I I ,  Fig. 5 

e t  6) sont peu importantes, l a  croissance des t i s s u s  de l a  souche é t i o l é e  e s t  

comparable à l ' obscur i té  e t  en lumière périodique ou  continue^ (Fig. 18, A).  

Aucun des essais e n t r e p r i s  jusqutà présent ne nous a permis d 'ob ten i r  

un t i s s u  é t i o l é  qui l e  demeure l o r s q u ' i l  e s t  exposé à nouveau à l a  lumière. Les 

an t ib io t iques  se sont montrés i ne f f i caces  pour ce t i s s u  de Carotte, a l o r s  que 1 

streptomycine a v a i t  permis à BERTOSSI (1953) d 'obten i r  des t i s s u s  de Topinambou 

totalement dépourvus de chlorophyl le.  En remplaçant l e  glucose du m i l i e u  de 

cu l t u re  par du f ructose on n'empêche pas l e  verdissement des co lon ies é t io lées,  

corne l e  s i g n a l a i t  pourtant  GORIS (1954) à propos d 'aut res t i s s u s  de Carotte. 

L 'ac t ion simultanée de photopériodes courtes e t  de f a i b l e s  teneurs en glucose 

dans l e  m i l i e u  (O,Ol à O,! % )  provoque une diminut ion importante de l a  teneur 

en chlorophyl le,  mais ne bloque pas totalement l a  synthèse des pigments p l a s t i -  

daux. 

La Peneur en -SH solubles a é t é  déterminée après 45 j ou rs  de c u l t u r e  

aux d i f f é ren tes  photopériodes. Les courbes rapportées dans l a  f i g u r e  18, B sont 

comparables à c e l l e s  que nous avons obtenues pour les  co lon ies de l a  souche 

ch lorophy l l ienne (Fig.  15,D). I I  e s t  v r a i  qu'après a v o i r  é t é  soumises un mois 

e t  demi aux mêmes condi t ions d'éclairement, les  co lon ies de l a  souche é t i o l é e  

e t  ce l l es  de l a  souche ch lorophy l l ienne sont f o r t  peu d i f f é ren tes ,  notamment 

en ce qui concerne l a  teneur en pigments plast idaux. 

I n tens i t é  de l 'éc la i rement  c - .......................... 
a - ~o;che-chLocoeb~LLl~~?~ 

En rapprochant p lus  ou moins les  tubes de c u l t u r e  des sources de 

lumière, l ' i n t e n s i t é  de l 'éc la i rement perçu au niveau des tubes v a r i e  de 500 à 

6000 lux. Pour ces essais, nous avons cho i s i  une photopériode 12 : e t  p laçé 

un l o t  témoin à I ~ o b s c u r i t é .  

Que l l e  que s o i t  l ' i n t e n s i t é  d'éclairement , l a  lumière favor i se  l a  

croissance e t  s t imule l a  synthèse de l a  chlorophyl le.  Après 45 jours  de c u l t u r t  

sous un éclairement de 6000 lux,  l a  biomasse des t i s s u s  e t  l a  teneur en ch loro-  

phy l l e  sont p l us  f a i b l e s  qu'à 3000 lux, qui représente un optimum pour c e t t e  

souche de Carot te  (Fig.  19, A ) .  La d iminut ion de l a  teneur en ch lo rophy l le  n'e! 

pas due à un v ie i l l i ssement  accéléré des cul tures,  ca r  après 30 jours  on 

constate d é j à  que l a  biomasse e i  la  teneur en pigments sont p l u s  f a i b l e s  à 

6000 lux qu' 3 3000 (DUBOIS, 1973) .  Ces colonies t i s s u l a i r e s  se comportent donc 

comme des p lantes ombrophiles. 
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f igure 13 : Croissance des co lon ies t i s s u l o i r e s  des souches ch lorophy l l ienne 
(A) e t  caroténogène (BI de Carot te  en f onc t i on  de l ' i n t e n s i t é  de 
I ' é c  l a i  rement 

- La biomasse e s t  exprimée en de t.4 F/colon i e  (-1 

- La teneur en ch lo rophy l le  ( @ - - O )  e t  en pigrrents caroténoïdes (0----0) 
-4 e s t  donnée en pg.9 M F - La teneur en composés s i r l fhydr i  l és  so lub les  ( 1  e s t  exprimée en i i i t l ~ - ' . g  

- 1 

- Le rappor t  -SH/-SH + S-S e s t  exprimé en % (+- + 1 . de b! F 
Les una.Lg~es JO& ed$ec.tk&es bwt des coLonicu clteoaophy&ennes E g B u  de 
45 j o w  & hutr d u  c02onLej catroténot@ies dc 90 j o w  , u î L i v é u  en 
W b e  con;tuzue. Un Z o t  t E r n o h  ut placé à l ' sbacukté .  

La teneur en -SH solubles e t  l e  pourcentage de t h i o l s  r é d u i t s  v a r i e n t  

peu en t re  O e t  1000 lux. Entre i O O O  e t  6000 lux, l a  teneur en -SH augmente 

*and i s que l e  rapport  -SH/-SH + S-S tend à d  i m i  nuer ( F i  g. 19, A)  . 
A f i n  de comparer l ' i n f l u e n c e  r e l a t i v e  de l ' i n t e n s i t é  de l ' éc la i rement  

e t  de sa durSe jou rna l iè re ,  nous avons r é a l i s é  l 'expér ience suivante : 4 l o t s  de 

co lon ies ch lorophy l l iennes sont mis en cu l t u re ,  les 2 premiers l o t s  reço ivent  

chaque j o u r  un écla i rement de 2500 lux, respectivement pendant 12 e t  24 heures ; 



l es  2 autres reço ivent  pendant les  mêmes périodes un éclairement de 5000 lux. 

Les r é s u l t a t s  résumés dans l e  tableau XXX l  montrent que c ' e s t  b ien l a  durée 

j ou rna l i è re  d'éclairement qu i  e s t  déterminante, puisque les  j ou rs  longs st imule 

l a  croissance e t  f avo r i sen t  l a  synthèse de l a  ch lo rophy l le  pour les  deux 

i n tens i t és  u t i l i s é e s .  Autrement d i t ,  l 'augmentation de l ' i n t e n s i t é  de I 1 é c l a i -  

rement ne compense pas l a  réduct ion de l a  photopériode. Quant à l a  teneur en 

-SH, on remarque qu'el l e  e s t  p  lus  f o r t e  en j ou rs  cour ts  qu'en j ou rs  longs e t  

q u ' e l l e  e s t  peu a f fec tée  par  les  v a r i a t i o n s  de l ' i n t e n s i t é  d'éclairement. 

Tablleau XXXI : E f f e t s  conjugués de l a  durée j ou rna l i è re  e t  de l ' i n t e n s i t é  
de I féc la i rement  sur l a  croissance des t i s s u s  de l a  souche 
ch lorophy l l ienne de Carot te e t  sur leu r  teneur en ch loro-  
p h y l l e  e f  en composés s u l f h y d r i l é s  solubles. 
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La croissance diminue au f u r  e t  à mesure que l ' i n t e n s i t é  de I ' é c l a l -  

rement augmente, su r tou t  à p a r t i r  de 1000 lux. E l l e  e s t  t r è s  f a i b l e  quand 

l ' i n t e n s i t é  de l 'éc la i rement  a t t e i n t  6000 lux (F ig .  19, BI. La synthèse des 

carotènes, f a i b l e  à l ' obscur i té ,  augmente jusqula 1000 lux  pu i s  diminue au f u r  

e t  à mesure que l ' i n t e n s i t é  de l 'éc la i rement  s 'é lève (Fig.  19, B) .  La teneur ei 

-SH solubles e t  l e  pourcentage de formes rédu i tes  va r i en t  peu (F ig .  19, B I .  
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e s t  par cont re  t r è s  d i f fé ren te .  Après 3 ou 6 semaines de c u l t u r e  en lumibre 

rouge c l  a i  r, l a  teneur en CHt rapportée au poids de M F ou de M S e s t  t r è s  fa ;  b le .  

En lumière bleue, e l l e  e s t  presque 10 f o i s  plus importante, tand is  qu'en lumière 

ver te  e l l e  a t t e i n t  une valeur intermédiaire.  Quant à l a  teneur en radicaux -SH, 

e l l e  e s t  un peu p lus  élevée dans les t i s s u s  soumis aux rad ia t ions  bleues e t  

vertes que dans ceux exposés aux ' rad ia t ions rouge c l  a i  r ou p lacés 6 I tobscuri té. 

Remarquons que ces d i f férences ne sont pas dues aux modi f icat ions du rapport  

-SH/-SH + S-S (Tabl .  XXXII). 

TABLEAU X X X l l  : E f fe t s  de l a  longue'ur dtonde de l a  lumière sur l a  croissance, 
la  teneur en ch lorophy l le  e t  l ' é t a t  des composés s u l f h y d r i l é s  
solubles dans les  t i s s u s  de l a  souche é t i o l é e  de Carot te .  

- 
Exp. nO1 : lumière, 18 : 6 pendant 3 semaines ; - 
Esp. n02 : lumière, 18 : 6 pendant 6 semaines ; 

- 
Exp. n03 : lumière, 24 : O pendant 6 semaines ; 

+ :  v o i h  &a Fa. 1. L a  bc>ngiU u L i U é U  bol& d e  1000 -96. 
-2 - 1  cm . A  pow Le beeu cd 1500 et f 753 p o u  Le v w t  e c ~  Xe trouge. 

+*: moyenna c d c d E e ~  à p- des  tri?.blLetats des  Exp. 2 et 3. 

LONWEUR 

'*) 

Lunlbre bleue 

I 

Les v a r i a t i o n s  importantes de l a  teneur en ch lo rophy l le  nous ont  con- 

d u i t  à examiner i a  s t ruc tu re  des plastes, a f i n  de savo i r  s i  c t e s t  la  biosynthèse 

des pigments, Io d i f f é r e n c i a t i o n  des chloroplastes ou les  deux processus qu i  

sont modi f iés.  

I 

C H L O R O P H Y L L E  
( p 9  ~ t . 4 ' ~  f \  

Des observations au microscope photonique montrent que la longueur d'onde 

de la  lumière mod i f ie  l e  nombre e t  l a  t a i l l e  des p las tes  . Que l le  que soient  l e s  

rad ia t ions,  les  c e l l u l e s  renferment un grand nombre de " p e t i t s  plastes1' mesurant 

de 0,5 à 1,5 Pm de longueur. En lumière ver te  e t  su r tou t  en lumière bleue on t rouve  

en p lus  des "grands p lastesv (2à 6 Pm de longueur) r i ches  en orains d'amidon. En 

Lumi&re verte 
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lumière rouge, la  p l upa r t  des c e l l u l e s  ne renferment que des " p e t i t s  p lastes" ~ 
(DUBOIS, 1973). 

Des observations en microscopie é lect ron ique n 'ont  pas révé lé  de 

d i f fé rences  de s t ruc tu re  importantes en p lus  de c e l l e s  qui a f f ec ten t  l e  p l a s t i -  

dome. Une p a r t i e  du cytoplasme e s t  repoussé con t re  l a  paro i  par l a  grande vacuole 

cen t ra l e  que t raversent  quelques f i laments de cytoplasme t rabécu la i re  (PI .  V l l ,  

Fig. 1 ) .  Le noyau, p lus  ou moins I r r égu l i e r ,  f a i t  s a i l l i e  dans l a  vacuole.(Pl. V I  

F ig.  3 e t  PI .  V I \ ,  Fig. 1 ) .  Les mitochondries sont nombreuses mais peu s t ructurée 

Dans les  c e l l u l e s  les p lus  jeunes oo reconnait de nombreux dictyosomes e t  des 

polysomes qui témoignent de l ' a c t i v i t é  du cytoplasme (PI.  V l l l ,F ig .  1) .  

En lumière bleue, les  chloroplastes de grande t a i l l e  (3-6ym) e t  de 

forme p a r f o i s  i r régu l iè reBren fe rment  p lus ieurs  faisceaux de lamelles stromatiquec 
1 

i t r aversan t  t o u t  l e  stroma e t  souvent des granums typiques formés de 5 à 10 vés i -  

cules granaires empilées. De p e t i t s  globules l i p i d i ques  sont souvent v i s i b l e s  à 

l v e x t r é m i t é  des thylacoldes.  En p lus  des ch lorop lastes dont l e  système lame l la i re  
i 

e s t  t r è s  important, on rencontre des chloroamyloplastes dont l e  stroma c o n t l e n t l  

i une ou p lus ieurs  vésicules amyl i fères repoussant quelques rares thy lzco ldes con t  

l 'enveloppe p l a s t i d a l e  (P l .  V I ,  F ig .  5 )  e t  des leucoptastes amyl l fères dépourvu 

de 1 ame l 1 es . s t romat i  ques (PI . V I , Fi  9. 6 1 #et  provenant sans doute de l a d i  f f éren 

c i a t i o n  des proplastes. 

En lumière ver te ,  l es  chloroplastes o n t  un syst5me lame l la i re  presque 

aussi développé mais pas de granums typiques. Des thylacoldes t r è s  a l lcngés s fac -  

1 
l 

1 c o l l e n t  sur t ou te  leur longueur ou s 'écartent  de p a r t  e t  d 'autre d'une vo lumineu~ 

vés icu le  amyl i fère  (PI .  V I I ,  Fig. 2 ) .  
l 

En lumisre rouge c l a i r ,  les ch lorop lastes sont rares e l  ceux que I t o n  

observe o n t  un système l ame l l a i r e  t r è s  r é d u i t  (P I .  V I I I , F i g . 3 ) .  Les prop lastes 

p lus  nombreux e t  i l s  renferment déjà des globules l i p i d i ques  et/ou de p e t i t s  

d'amidon (PI. V I I ,  Fig. 2, 4 e t  5'). 

Les t i ssus  de l a  souche é t i o l é e  soumis aux rad ia t i ons  bleues e t  v e r t  

montrent souvent une ce r ta i ne  dégénérescence des ch lorop lastes qui se manifeste 

l e  gonflement des thy laco ldes e t  par l a  séparation des lamelles stromatiques. 

MASHERPA (1971) observe des aspects analogues dans des co lon ies de l a  souche 

ch lorophy l l ienne de GAUTHERET cu l t i vées  en lumière continue, pér iodique ou à 

l ' obscu r i t é .  D'après c e t  auteur, ce t t e  dédi f férenc ia i - ion des p lastes carac té r i se  

l a  phase de c e l l u l a i r e "  au cours de laque l le  les  protéines qui  cons t i -  

tuen t  les  membranes du système lame l la i re  sont dé t ru i t es  e t  les acides aminés e t  



l e s  peptides r e p r i s  dans de nouvelles synthèses. Le gonflement e t  l a  vacuol isat ion 

des thylacoTdes s'observent également dans les  ~ h l o r o p l a s t e s  de p lantu les de 

Riz cu l t i vées  sur  des mi l ieux  d é f i c i e n t s  encazote (CHONAN e t  co l l . ,  1977). 

C - CONCLUSION ET DISCUSSION 

La lumière joue un r ô l e  t r è s  important dans l a  régu la t ion  de l a  c ro i s -  

sance des t i s s u s  i so lés  de Carotte, mais ses e f f e t s  d i f f è r e n t  selon les pigments 

q u ' i l s  renferment. E l l e  s t imule l a  biosynthèse de l a  ch lorophy l le  e t  l a  p r o l i f é -  

r a t i o n  des co lon ies t i s s u l a i r e s  chlorophyl l iennes e t  é t i o l ées  e t  des c a l s  qui  se 

forment sur  des fragments de racine. Nous avons montré qu'un allongement de l a  

photopériode e s t  p lus e f f i c a c e  qu'une augmentation de 1 ' i n t e n s i t é  de I t é c l a i r e -  

ment, au moins pour les  souches chlorophyl l iennes ; i l  e s t  probable q u ' i l  en e s t  

de même pour les  deux autres t i s s u s  . Au cont ra i re ,  des héméropériodes longues 

e t  un éclai rement de f o r t e  i n tens i t é  réduisent l a  croissance des colonies de la  

souche caroténogène e t  l a  synthèse des carotènes dans ces t i ssus .  

On ignore encore l a  nature exacte de l ' a c t i o n  de la  lumière sur l es  

t i s s u s  isolés,  mais on peut supposer que ceux qui  renferment ae l a  ch lo rophy l le  
14 sont suscept ib les de béné f i c ie r  de l a  photosynthèse. En u t i l i s a n t  du CO2, ROUX 

e t  TENDILLE ( i954)  constatent  que les  t i s sus  de l a  souche chlorophyl l ienne de 

Carot te de GAUTHERET (ce1 l e  que nous u t i l i s o n s  pour ces expériences) incorporent 

ef fect ivement du carbone marqué dans leurs glucides,  a l o r s  que ceux de l a  souche 

caroténogène dépourvus de ch l orophy 1 l e ne sont pas marqués. En 1 971, EDELMAN' e t  

HANSON demontrent que d 'autres souches de Carot fe  f i x e n t  du COt marqué, d 'autant  

p lus  que l eu r  teneur en ch lo rophy l le  e s t  p lus élevée. S ' i l  p a r a î t  b ien é t a b l i  

que les  souches chlorophyl l iennes possèdent les  structures,  l'équipement pigmen- 

t a i r e  e t  enzymatique nécessaires au fonctionnement de l a  photosynthèse, ce la  ne 

s i g n i f i e  pas que l a  f o r t e  s t imu la t ion  de l a  croissance i ndu i t e  par des j o u r s  

longs doive l u i  ê t r e  a t t r i buée*D1a i l l eu rs  ces t i s s u s  sont totalement incapables 

de p r o l i f é r e r  su r  des m i l i eux  dépourvus de sucres, même lorsqulon les  p lace dans 

des cond i t ions  d'éclairement qui leu r  sont habi tuel lement les p lus  favorables. 

Nous pensons p l u t ô t  que l a  lumière a g i t  en mod i f ian t  l ' a c t i v i t é  de nombreuses 

enzymes (NOUGAREDE e t  PILET, 1967 ; QUEIROZ e t  TRIPPI, 1969 ; BOUNIAS e t  PACHECO, 

1972 ; MAILLE, 1971) e t  q u ' e l l e  a g i t  sur la  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  

Les rad ia t ions  rouge c l a i r  inhibent presque totalement l a  synthèse 

des ch lo rophy l les  dans les  t i s s u s  des souches ch lorophy l l ienne e t  é t io lée,  sans 



modi f ie r  l a  p r o l i f é r a t i o n .  Ce f a i t  e s t  in téressant  à considérer, c a r  i l  va à 

l 'encont re  de l a  p lupa'r t  des observations f a i t e s  sur des p lantes ent ières.  

Pour v é r i f i e r  l ' e f f i c a c i t é  des rad ia t i ons  monochromatiques u t i l i s é e s ,  nous 

avons c u l t i v é  des p lan tu les  de Sinapis a lba L., de Linum usi tat iss imum L. e. - - 
de Daucus carota  L. dans les  mêmes cond i t i ons  que les t i s s u s  i so l és  de Caro? 

Après une semaine de cul ' ture en lumière rouge c l a i r ,  l es  p lan tu les  sont  p lus  

r i ches  en ch lorophy l le ,  les entre-noeuds p l us  cour ts  e t  l es  f e u i l l e s  p l u s  

grandes. En lumière ve r t e  ou bleue,el l es  sont  toutes p l us  ou moins é t io lees .  

Les rad ia t i ons  rouges inh ibent  par cont re  l a  synthèse de l a  ch lo rophy l le  dan! 

les  néoformations qui  se développent su r  des fragments de rac ine de Carot te  

e t  sur  des entre-noeuds de S i  lene alba MILLER E.H.L. KRAUSE. BEAUCHESNE e t  - 
POULAIN (1966) ont  également é tab l  l qu 'e l  l es  inh ibent  l a  synthèse de l a  ch lo ,  

rophy l le  e t  provoquent des mod i f i ca t ions  h is to log iques dans des t i s s u s  de 

moelle de Tabac. Notons encore que des rac ines isolées de B lé  (BJORN, 19651, 

de Pois e t  de Concombre (BJORN etODHELIUS,1966) exposées à des lumières 

monochromatiques se comportent de l a  même manière que l e s  cu l tu res .de  t i s s u s  

de Carot te : e l  les ne synthét i  sent pas de ch lorophy l l e  en l umi è re  rouge c l  a i  

Pour BJORN, l a  longueur d'onde a g i r a i t  à l a  f o i s  sur l a  synthèse dc 

l a  pro toch lorophy l le  e t  sur sa t ransformat ion en ch lorophy l le .  Pour RICHTER 

(19691, seules les r ad ia t i ons  bleues i n d u i r a i e n t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des ch lo  

p las tes  dans les  rac ines de Blé. Les r e l a t i o n s  ent re  l a  synthgse des pigment: 

p las t idaux  e t  la  d i f f é r e n c i a t i o n  des p las tes  o n t  susc i té  de t r è s  nombreux 

travaux, mais l a  p l upa r t  ne s ' i n té ressen t  qu'à l a  lumière blanche. Dans les  

t i s s u s  des souches ch lorophy l l ienne e t  é t i o l é e  de Carotte, les r ôd ia t i ons  

ver tas  e t  su r tou t  les  r ad ia t i ons  bleues s t imu len t  l a  biosynthèse des ch loro-  

phy l l es  e t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des chloroamyloplastes ; en lumière blanche, I( 

héméropériodes longues on t  un e f f e t  analogue. 

Les r e l a t i o n s  en t re  les  radicaux -SH e t  l a  lumière sont  d i f f i c i l e s  

à s a i s i r  ca r  de nombreux mécanismes physio logiques sont a f f ec tés  par  .la tenei 

en -SH e t  pa r  l a  lumière. Chez les  p lantes ent ières,  BRUNEL-CAPELLE (1955) 

s igna le  que l ' a c t i v i t é  des -SH e s t  généralement p lus  élevée dans les  l imbes 

e t  l es  organes qui remplacent l a  f e u i l l e  dans sa fonc t ion  chlorophyl  l ienne 

(cladodes, t i g e s  assimi l a t r i c e s )  e t  qui  sont  p l us  r i ches  en ch lorophy l le .  

L ' a c t i v i t é  mésoxalique e s t  pa r  cont re  p l us  f a i b l e  dans les  organes de transpt 

( t i g e s ) ,  d 'absorpt ion ( rac ines)  e t  de m u l t i p l i c a t i o n  végétat ive  (bulbes, r h i  

tomes) qui  renferment peu ou pas de pigments ch lo rophy l l i ens .  Dans des germii 

t i o n s  qui se développent à l a  lumière, l a  teneur en -SH e s t  généralement p lu !  

élevée que dans les p lan tu les  maintenues à I1obscur i té .  Dans des f e u i l l e s  



panachées, la répartition des thiols entre les zones vertes et les zones 

blanches varie selon les espèces. 

Bien que les tissus de Carotte que nous utilisons soient dépourvus 

de propriétés organogènes et constituent un matériel beaucoup plus simple, 

les effets de la lumière sur les -SH sont difficiles à analyser. Comme nous 

venons de le voir, la lumière contrôle à la fois la prolifération des tissus 

et la synthèse des pigments plastidaux. I I  en résulte que les modifications 

de la teneur en -SH et du rapport thiols / disulfures ne sont, le plus souvent, 

que le reflet de la croissance. Considérons par exemple le cas de colonies 

chlorophylliennes soumises à un éclairement journalier de 12 h ou de 24 h. 

Les héméropériodes longues -qui stimulent la prolifération- raccourcissent 

évidemment le cycle de croissance. Les colonies éclairées 24 h par jour 

entrent plus vite en phase de sénescence ; au 45ème jour de culture, elles 

présentent une teneur en -SH acidosolubles et un pourcentage de thiols réduits 

plus faibles. I I  est clair que dans ces conditions,la lumière agit surtout de 

façon indirecte. 

L'utilisation de lumières relativement monochromatiques et peu 

énergétiques nous a permis d'agir sur la synthèse des pigments plastidaux 

sans modifier la croissance des tissus. On note alors que les teneurs en chlo- 

rophyl le et en composés sulfhydrilés acidosolubles varient dans le même sens : 

en lumière rouge clair et à l'obscurité, la teneur en -SH et celle des chlo- 

rophyl les sont plus faibles qu'en éclairement vert ou bleu. Des radiations 

rouga clair provoquent également une réduction de la teneur en -SH dans des 

feullles étiolées de Haricot (SAIDOV et Coli*, 1973). Dans des tissus de la 

souche chlorophyl lienne de Carotte, les teneurs en -SH et en chlorophylle 

totale varient aussi dans le même sens, lorsque la durée de Irhéméropériode 

passe de O à 12 h. 

Dans des tissus de la souche caroténogène de Carotte, l'augmenta- 

tion de la durée et de 1 'intensité de l'éclairement ne provoque qu'une très 

faible synthèse de chlorophylle et inhibe la croissance ; la teneur en -SH 

et le rapport thiols / disulfures sont très peu affectés. 

Notons enfin que dans les néoformations qui se forment sur des 

fragments de racine de Carotte cultivés in vitro, i l  y a une relation inverse 

entre la teneur en -SH et la quantité de pigments chlorophylliens. En lu- 

mière rouge clair et 2 l'obscurité, les néoformations pauvres ou totalement 

dépourvues de chrophylle présentent une teneur en -SH élevée ; en lumière 

verte ou bleue, elles sont chlorophylliennes et contiennant moins de thiols. 



C t W  1 TRE E F F E T S  S U C R E S  S U R  

P R O L I F E R A T I O N  S E S  T I S S U S  D E  C A R O T T E  

E T  S U R  L ' E T A T  D E S  C O M P O S E S  S U L F H Y D R X -  

S O L U B L E S ,  

Beaucoup de tissus cultiv4s in vitro sont pratiquement hétéro- 

trophes vis à vis des sucres, bien qu'ils renferment plus ou moins de 

chloroplastes. C'est le cas des Tissus de la souche chlorophyllienne de 

Carotts isolée par GAUTHERET. Ces tissus incorporent pourtant du CO mar- 
2 

qilé (ROUX et TENDILLE, 1954) et présentent une certaine activité photo- 

synthetique, lorsqulon les éclaire (NAEF, 106S). 

1 - Effets de la concentration du alucose   ré sent dans le n!il iei 

Quelle que soit la nature des pigments qu'ils renferment, la 

concentration du glucose joue un rôle important dans le conti-ale de la 

croissance des tissus de Carotte que nous avons utilis&s. Les résultats 

obtenus pour des doses de glucose sléchelonnant entre O et 7 $ diffèrent 

selon que les courbes traduisent les variations du poids de M F ou celles 

du poids de M S, le pourcentage de M S augmentant en même temps que la con- 

centration initiale du sucre dans le milieu. L'élévation du taux de matière 

sèche résulte de l'augmentation de la pression osmotique du milieu, d'une 

synthèse accrue d'amidon et peut-être aussi d'une synthèse de polynolosides 

pariétaux. 

La croissance des colonies chlorophylliennes cultivées en lumière 

continue est nulle en l'absence de sucre. Elle augmente très rapidement enti 

O et 0,5 % de g l ucose. Le poids de M F est maximum pour une dose de 2 % ; 
celui de M S, pour une dose de 4 $, Les concentrations de glucose superjeu- 

res à 4 $ inhibent très fortement la prolifération de ce tissu (Fig. 20, A )  

Les colonies de la souche llétiolée'l cultivées à I1obscurité réagi! 

sent de façon cornparzble, mais les courbes sont beaucoup plus aplaties. La 

croissance i M  F ou M S )  est maximale quand le milieu contient 2 5 de glucosf 



Le poids de M F représente alors 40 5 de celui des colonies de la souche 
chlorophyllienne cultivées sur un milieu identique et éclairées 24h/24. 

L'augmentation de la dose initiale de glucose ne favorise pas la crois- 

sance des tissus de la souche étiolée. En aucune façon, le sucre ne com- 

pense I'absence de chlorophylle et/ou I'absence de lumière. Une dose de 

sucre trop élevée ( 5  $ par ex.) réduit la pro1 ifération des tissus étiolés 

dans la mêma proportion que celle des colonies chl6rophylliennes (Fig. 

20, A ) .  

Glucose g.1-1 ' G l uco se 9.1 -1 

F i a .  20 : Influence dr la concentration en glucose du milieu sur la 
croissance des tissus de Carotte. 

£3 : cotoniu cizkoténog2n~ ( - ) cu&vvéeis pendant 75 j o w  elz 

Xw~~Lètre p&adique. ( 12  : 1 ' 1  . 
Les colonies de la souche caroténogène prolifèrent moins rapidement. 

I I  faut 75 jours, au lieu de 45, à la souche caroténogène pour at- 

teindre une biomasse comparable à celle des colonies chlorophyllien- 

nes. Le poids.de M F est optimal quand la teneur en sucre du milieu 

est de 3 $ ; le poids de M S, quand el le est de 5 % (Fig. 20, 6). 

Les courbes de croissance établies pour les colonies 

chlorophylliennes et atiolées sont très diffsrentes. Au contraire, 

celles des colonies chlorophylliennes et carot6nogènes sont compara- 

bles. Ce n'est donc pas la prPsence ou l'absence de chlorophylle 

-et par conséquent la photosynthesc- qui joue le rôle essentiel : 



c ' e s t  l a  lumière. Or, se lon  NAEF (19681, l a  lumiere f a v o r i s ~ r a i t  l a  

poné t ra t  i on  du g l  ucose dans les  ce l  l u les  de Caro t te .  Les souches c h  lo ro-  

phy l l i ennes  e f  caroténogènes, c u l t i v é e s  à l a  lumière, u t i l i s e r a i e n t  donc 

mieux l e  glucose présent  dans l e  m i l i e u .  On cons ta te  e f fec t i vemen t  qu'une 

augmentation de l a  teneur  en sucre f a v o r i s e  l a  croissance. Par cont re ,  

pour l e s  mêmes doses'de glucose, l a  p r o l f i é r a t i o n  des co lon ies  é t i o l é e s ,  

c u l t i v é e s  à l ' obscu r i t é ,  e s t  beaucoup moins imporyante. 

La concen t ra t i on  du g lucose a g i t  également su r  l a  b i o s y n t h j s e  

des pigments p las t i daux .  D'une manière générale, l a  product ion  de ch loro-  

p h y l l e  par  un t i s s u  donné e s t  d '  au tan t  p l u s  importante que l e  m i l i e u  

e s t  r i c h e  en sucre e t  que l a  p r o l i f é r a t i o n  e s t  p l u s  f a i b l e  (GAUTHERET, 

1959, p. 341 ; HEMPHILL e t  VENKETESWARAN, 1978). Selon BANDURSK1(1949), 

l e  g lucose favo r i se  aussi l a  synthèse des pigments caroténoîdes. On 

re lève  cependant un c e r t a i n  nombre d 'except ions  à c e t t e  règ le .  Dans 

l e s  t i s s u s  de Topinanbour c u l f i v ê s  i n  v i t r o ,  l a  teneur  en ch lo rophy l -  

l e s  e t  en caroténofdes diminue lorsque l e  t a u x  de g lucose dans l e  m i -  

l i e u  augmente (SCHANTZ e t  c o l l . ,  1967); Chez l e  Tabac, BARG e t  UVIEL 

(1977) e t  RADOSEVITCH (communication personne l le )  cons ta ten t  qu'une 

augmentation de l a  concen t ra t i on  du saccharose r é d u i t  l a  synthèse de l a  - 

c h l ~ r o p h y l l e  e t  l a  néoformat ion des bourgeons mais s t i m u l e  i a  cro issance.  

Oe même, l a  q u a n t i t é  de pigments p r o d u i t s  ? a r  des proiocormes de Cymbi- 

dium diminue s i  l e  m i l i e u  e s t  e n r i c h i  en saccharose (VANSEVEREN- - 
VAN ESPEN, 1973). 

En ce qu i  concerne les  souches de t i s s u s  de Caro t te  que nous 

u t i l i s o n s ,  on consta te  que l a  teneur  en g lucose r e n f o r c e  l a  p igmenta t ion  

des co ion ies  ch lo rophy l l i ennes ,  s t i m u l e  l a  synthèse de l a  c h l o r o p h y l l e  

dans c e l l e s  de l a  souche é t i o l é e  lo rsqu 'on l e s  é c l a i r e  e t  ren fo rce  pro- 

gress i vement l a  CO l o r a t  i on rouge des CO l on i es  caroténogènes. 

Pour des souches de C a r o t t e  d i f f é r e n t e s ,  HOMES (19671 e t  

PAMPLIN e t  CHAPMAN (1975) c o n s t ô t e n t  l ' e f f e t  inverse : l e  glucose 

e n t r a î n e  l a  d im inu t ion  de l a  teneur  en pigments p las t i daux .  Selon 

PAMPLIN e t  CHAPMAN, l a  suppression des c h l o r o p h y l l e s  e s t  l i é e  à des 

m o d i f i c a t i o n s  de l ' a c t i v i t é  des enzymes q u i ' i n t e r v i e n n e n t  dans l a  b io -  

synthèse de ces pigments. Dans l e s  t i s s u s  de l a  souche CRT, de Caro t te ,  

EDELMAN e t  HANS3N (1971, a e t  b )  no ten t  que l e  saccharose r é d u i t  l a  

teneur  en ch lo rophy l l e ,  l e  nombre de p l a s t e s  par  c e l l u l e  e t  l e u r  S ~ ~ U C -  

t u r e  l a m e l l a i r e  ; para l l é lemen t ,  i l  r e d u i t  l a  f i x a t i o n  du CO2 marqué. 

Le g l ucose e t  l e  f r u c t o s e  u t i  l i sés 2 l a  même concen i ra t  i on  (3  $1 sont  



par contre sans effets. Ces auteurs signalent encore qu'une souche 

différente (CRT2), présentant une activité invertasique plus élevée, 

n'est pas sensible à l'action du saccharose ; ce qui suggère quenl'ef- 

fet saccharose'' est spécifique. 

La l umi ère et la teneur en sucre du mi l ieu contrôlent donc 

simultanément la croissance des tissus de la souche chlorophyllienne 

de Carotte et leur teneur en chlorophylle. En conséquence, i l  nous est 

apparu intéressant de les cultiver en présence de différentes doses de - - 
sucre, en lumièrecontinue (24 : O), en lumière périodique (12 : 123 et - 
à I1obscurité (O : 24). Les résultats de cette expérience montrent que, 

quelle que soit la durée journalière d'éclairement, la teneur en chloro- 

phylle rapportée à l'unité de M F tend à augmenter en fonction de la con- 

centration du sucre. Notons que l'importante augmentation du pourcentage 

de M S masque plus ou moins l'élévation de la teneur en chlorophylle, 
rapportée à l'unit6 de M S (Tableau XXXIII). 

TABLEAU XXXl 1 1 : Effets conjugués de la durée journal ière dléclai rement et 
de la teneur en glucose du milieu sur la croissance des 
colonies tissulaires de Carotte (souche chlorophyllienne) 
e t  leur teneur en chlorophylle totale. 

- 
La biomasse des tissus cultivés en photopériode 12 : 12 

passe de 520 à 874 mg quand on porte la teneur en sucre de 5 à 10 g e l - '  ; 

elle passe de 52C à 1375 mg quand on double la photopériode. I I  apparait 

XE-CL .< donc que le doublement de la dose du -ne compense pas la réduc- 

tion de moitié de la durée journal ière d'éclai rement. Par contre, l 'aug- 

mentation de la photopériode peut compenser, au moins partiellement, 

, 
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g M F 
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8,6 

12,2 

20,O 
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255 
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. H F  

(mg) 
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369 

4 16 

343 

232 

O 

12 .: il 

AMI' 

(mg) 

96 

559 

1375 

1727 

1412 

586 

31 

18.8 

22,O 

24.1 

28.9 

41.0 

50.4 

54,8 

A I S  

(mg) 

O 

3,8 

14.1 

18.3 

27.5 

23,8 

9,O 
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.MF 

(mg) 

37 

458 

520 

874 

569 

426 

O 

A M S  

(mg) 

3.5 

18.9 

57.0 

77,7 

105,l 

57.6 

17,3 

A M I  

(mg) 

le4 

16.2 

21.7 

46.9 

45,s 

43,8 

10.4 

508 

553 

548 

545 

568 

586 

510 

17.8 

21,2 

25.5 

31.0 

45.0 

54,4 

63,6 

a93 

573 

599 

681 

633 

632 

558 



une f ,a ib le  teneur en sucre (Tableau XXXI I I ) .  

Idous ne pensons pas q u ' i l  f a i l l e  considérer ces f a i t s  unique- 

ment sous l ' ang le  d'une p l us  ou moins grande autotrophie des cu l t u res  

de Carotte. La lumière i n t e r v i e n t  certainement à p lus ieurs  niveaux sur 

l e  métabolisme : e l  l e  p o u r r a i t  par exemple accélérer l a  péné t ra t ion  du 

A I A ,  comme e l l e  favor i se  ce1 l e  du 2,4-D dans cer ta ines f e u i l l e s  

(SARGENT e t  BLACKMANN, 1965 e t  19691, a g i r  sur  l a  perméab i l i t é  ce1 lu- - 
I a i r e  et /ou sur l ' u t i l i s a t i o n  de c e r t a i n s  ions (NO3 , en p a r t i c u l i e r ) .  

NAEF (1968) a b o u t i t  à des conclusions comparables après a v o i r  é tud ié  

I 'ac t ion  combinée de l a  lumière e t  du sucre sur des t i s s u s  ayant l a  

mame o r i g i n e  que les  nôtres.  I I  sou l igne en p a r t i c u l i e r  l ' importance 

d u  fac teur  lumière, même lorsque les  t i s s u s  sont dépourvus de chloro- 

phyl le. C'est  l e  cas de l a  souche caroténogène d1EICHEN3ERGER qui  es t  

habi tuel  lement entretenue sur  un m i  1 ieu renfermant 50 g. 1 - '  de glucose. 

A not re  avis,  c e t t e  dose e s t  t r o p  f o r t e .  E l l e - f a v o r i s e  certes,  l a  

synthèse des pigments caroténoTdes qu i  f o n t  l ' o r i g i n a l i t é  de c e t t e  

souche, mais e l l e  diminue en même temps l e  taux de croissance, 

2 - Ut  i l i sa t  ion d 'aut res  sucres 

Les co lon ies de l a  souche ch lorophy l l ienne p r o l i f è r e n t  aussi 

b i e n  sur des m i l i e u x  contenant du saccharose ou du f ruc tose  ( f i l t r é )  

que du glucose e t  nous n'avons pas consta té  de d i f férences apprécia- 

b les  quant à l a  teneur en ch lo rophy l le .  Nos observations ne confirment 

donc pas c e l l e s  de GORlS (1954) qui  a v a i t  no té  que l ' u t i l i s a t i o n  du 

f ructose r é d u i t  l e  verdissement de ces t i s sus .  Rappelons que l ' e f f e t  

i n h i b i t e u r  du saccharose sur  l a  p r o l i f é r a t i o n  va r i e  selon l a  souche 

considérée (EDELMAN e t  HANSON, 1971, b) .  Pour une souche de Carot te  

ayant l a  même o r i g i n e  que c e l l e s  que nous utilisons,MLODZIANOWSKI 

(19731 observe une croissance s a t i s f a i s a n t e  des t i s s u s  en présence 

de 1 $ de saccharose. I I  indique également, qu'en augmentan$ i a  

concen t ra t ion  du sucre dans l e  m i l i eu ,  i l  e s t  poss ib le  de rédu i re  

l a  dose d'auxine u t i l i s é e ,  sans provoquer une d iminut ion de l a  pro- 

l i f é r a t i o n .  

B - COMPOSES SULFI-IYDRILES ACIDOSOLUBLES 

La teneur en composés s u l f h y d r i l é s  a é té  mesurée après 45 

jou rs  pour les  co lon ies ch lo rophy l l i ennes  e t  après 75 j ou r s  pour les  

colonies caroténogènes. 



1 - Souche chlorophyl l ienne 

Les r é s u l t a t s  rapportés sur la  f i g u r e  no 21 A, montrent 

que l a  teneur en -SH : 

- diminue en t re  1 e t  10 g de glucose par  l i t r e  de mi l ieu ,  

sur tout  quand on rapporte les -SH au poids de M S, qui e s t  m u l t i p l i é  

par 10 ent re  ces deux valeurs ; 

O 10 30 50 70 90 O IO-, 30 50 70 90 
Glucose  g.1 

Figure 21 : E f fe t  de la  teneur en glucoss du n i i l i e u  de c u l t u r e  sur l ' é t a t  
de composés s u l f h y d r i l é s  acidosolubles : 

A : dans des ti ssus de l a  souche ch lorophy l l ienne de Carot te 
âgés de 45 j ou rs  ; 

B : dans des t i s s u s  de l a  souche caroténogène de Carot te  âgés 
de 75 jours.  

- augmente régul ièremsnt quand l e  glucose passe de 10 

à 50 ,.l-' ; 

- res te  constante ou diminue légèrement quand l a  concen- 

t r a t i o n  de sucre passe de 50 à 90 CJ. l-! selon qu'on I <exprime par rap- 

p o r t  à 1 g de M F ou de M S. 

Le rapport  t h i o i s  r é d u i t s / t h i ~ l s  to taux  v a r i e  peu ; i l  

augmente légèrement e n t r e  1 e t  50 9. [' de g l ucose, pu i s d i m i  nue ent re  

50 e t  90 CJ. l m ' *  



2 - souche caroténogène 

La teneur en -SH e t  l e  pourcentage de formes rédu i tes  

augmentent en même temps que l a  concent ra t ion i n i t i a l e  du glucose dans 
- 1 

l e  m i l i e u  ent re  1 e t  509.1 ,puis diminuent pour les  doses supérieures 

C - CONCLUS l ON 

La concentrat ion i n i t i a l e  du glucose qui  con t rô le  l a  p r o l i -  

f é r a t i o n  des t i s s u s  de Carot te  e t  l a  biosynthèse des ch lorophy l les  e t  

des carotènes , a g i t  également sur l ' é t a t  des composés su l f hyd r i l és ,  

Considérons d'abord l e  cas des ti ssus ch lorophyl l iens. 

ha teneur en pigments augmente au f u r  e t  à mesure que la  dose i n i t i a l e  

de glucose s 'é lève,  t and i s  que l a  biomasse diminue au-dessus de 2 ou 

de 4 5 de glucose, selon que I t o n  se ré fè re  au poids de M F o u  de M S. 

Ainsi ,  des t i s s u s  c u l t i v é s  sur des m i  l i e u x  contenant 2 5 ou 7 $ de g lu -  

cose on t  un poids de M F comparable au 45ème j o u r  ; mais les  premiers 

sont blanchâtres tand is  que les seconds sont v e r t  foncé. La teneur en 

-SH solubles e s t  de 180 nM de S par g de M F dans les  premiers e t  de 

460 nM de S par  g de M F dans les seconds. Le rappor t  -SH/-SH + S-S e s t  

v o i s i n  de 68 % dans les  deux types de colonies.  

En conclusion, chez l a  souche ch lorophy l l ienne,  les  va r ia -  

t i o n s  de la  teneur en -SH semblent davantage I iSes à ce l l es  de l a  ch loro-  

phyl l e  qu'à c e l l e s  de l a  croisoance des t i s sus .  Par contre, s i  on exa- 

mine les  va r i a t i ons  des -SH e t  de l a  croissance des co lon ies t i s s u l a i -  

res  de l a  souche caroténogène, on constate q u ' i l s  passent tous deux 

par un optimum ent re  3 e t  5 $ de sucre e t  que l a  courbe exprimant les  

va r i a t i ons  du rappor t  -SH/-SH + S-S en f onc t i on  de l a  teneur i n i t i a l e  

en sucre du m i l i e u  es t  para1 l e l e  2 l a  courbe de croissance. 



CHRDITRE 8 : E F F E T S  D E  Q U E L Q U E S  R E G U L A T E U R S  

D E  C R O I S S A N C E  s u n  L A  P R O L I F E R A T I O N  D E S  

T I S S U S  D E  C A R O T T E  E T  S U R  L ' E T A T  D E S  

C O M P O S E S  S U L F H Y D R I L E S  S O L U B L E S ,  

.A - FRAGMENTS DE RAC l NE 

1 - E f f e t s  du AIA sur l e  développement des cu l t u res  

Les exp lanta ts  sont c u l t i v é s  en p o s i t i o n  inverse sur des m i l i e u x  

standard renfermant IO-' à 1 0 - ~ ~ . m l - ' d e  A I A  e t  sur un ni l ieu temoin ( A I A  = 

Cl. Les po ids de M F e t  de M S des c a l s  e t  des zones r a c i n a i r e  e t  f o l i a . i r e  

des fragments sont déterminés après 6 semaines de c u l t u r e  à l a  lumière 

(Tableau XXXIV). 

Les fragments de rac ine  c u l t i v é s  su r  l e  m i l i e u  témoin e t  sur  l e s  

m i l i eux  renfermant de t r è s  f a i b l e s  Poses de A I A  (IO-' e t  1oe8 g.ml - ' )  pré- 

sentent un ca l ch l orophy l l i en recouvrant l s surface rac  i na i r e  des f ragrnent-s. 

TABLEAU XXXIV : Inf luence de l a  concent ra t ion du A ! A  sur l a  p r o l i f é r a t i o n  
des fragrnmts de rac ine de Carotte, après 6 semûines de cu l t u re .  

Des doses moyennes ( IO-' e t  t~"g . tp l -~  1 rédu i sent 1 a p r o  l i f 6 ra t  ion du ca 1 e t  % 

provoquent l a  formation de racines loca l i sées  i l a  p a r t i e  r ac i na i r e  des 
- 1 exp lan ta ts .  Les dosos les  p l  us élevées ( 1  o - ~  e t   IO-^ g .ml mod i f ien* profon- 

dément l e  développemznt des cu l t u res .  Un ca l  fa ib lement  ch lo rophy l l i en  recou- 

mK 

CRo'SSANCE 

M F/culturo 

(mg) 

M S/cu tture 

(ing) 

ZONES 

ANALYSEES 

Cal 

Z R 

Z F 

m-------------------------------- 

Cal 

Z R 

Z F 

00NCENTW.TION W A I A  DANS LE MILIEU 

1 0 - ~  

153 

1 307 

1678 

12 

109 

206 

1 o - ~  

416 

1385 

15S0 

O l ' o - ~  

1 0 - ~  

207 

1346 

2005 

 IO-^ 

732 

:114 

1053 

73 1 

943 

920 

-----------------.--------- 
17 

131 

252 

 IO-^ 

608 

1032 

1381 

754 

1016 

980 

--.. 
80 

94 

131 
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71 

98 

t48 

82 

95 

138 

38 

83 128 

60 t 181 234 



v r e  lentcrnsnt l a  f x e  r a c i n a i r e  des cxp lan to ts , tand is  qu'un t i s s u  hyperhydr i -  

que e t  dépourvu de c h l o r o p h y l l e  p r o l i f è r e  r a p i d e ~ e n t  à p a r t i r  des zones en 

contac t  avec l e  m i l i e u .  Des rac ines  cour tes  e t  g r ê l e s  apparaissent  su r  

t o u t e  l a  c u l t u r e .  

GAUTHERET (19441 , qu i  observa des f a i t s  analogues, l e s  i n t e r p r é -  

t a  en invoquant l e  t r a n s p o r t  p o l a r i s é  de 112uxine endogène; 

- l e  c a l  formé à I ' e x t r é a i t é  r a c i n a i r e  des e x p l a n t a t s  c u l t i v é s  sans 

substances de cro issance r é s u l t e r a i t  du t r a n s p o r t  p o l a r i s é  de I1aux ine  

endogène ; 

- l a  format ion des rac ines  su r  l a  face r a c i n a i r e  des exp lanta ts ,  

dont  l a  face f o l i a i r e  r e ç o i t  une f a i b l e  dose de AIA se ra i t , de  mëme,lâ consé- 

quence du t r a n s p o r t  p o l a r i s é  du AIA ; 

- les  f o r t e s  doses de A I A  exogène, p l u s  ou moins tox iques,  masque- 

r a i e n t  l e  t r a n s p o r t  po l a r i  sé de I  'aux i ne endogène. 

Les r é s u l t a t s  de KULESCHA (1951) con f i rmen t  l 'accumula t ion  d 'auxine 

dans l a  zonr r a c i n a i r e  des fragments c u l t i v é s  sans phyiohorriione, ou en 

présence de f a i b l e s  dosesde A I A .  Toute fo is ,  i l s  ne démontrent pas l e  

t r a n s p o r t  p o l a r i s é  de c e t t e  substance (PILET, 1964). D 'au t res  f a c t e u r s  i n t e r -  

viennent, t e l s  que 1 1 a c t i v i t 6  des auxine-oxydases (PILES 1956 e t  1904) 

e t  des peroxydases (LEGRAî{D, 1970). De p lus ,  l 'anabol isme aux in ique n ' e s t  

sans doute pas iden t iqua  dans les  d i f f é r e n t e s  rég ions  des exp lan ta ts .  Selon 

PILET (19641, c ' e s t  I1ensemSle de ces f a c t e u r s  q u i  d 6 t c r n i n e  un " é t a t  

aux in ique endogène", responsable des phénomènes de rhizogenèse e t  de 

ca l 1 ogenèse observés. 

2 - E f f e t s  du AIA su r  l a  r é o a r t i t i o n  des -SH 

Q u e l l e  que s o i t  l a  concen t ra t i on  i n i t i a l e  du AIA dans l e  m i l i e u ,  

l a  r é p a r t i t i o n  des -SH s ' é t a b l i t  se lon  ün g r a d i e n t  p a r a l l è l e  à l ' a x e  des 

cu l tu res ,  même s i  l a  dose d 'auxine u t i l i s é e  supprime l a  p o i a r i t é  n a t u r e l  l e  

des t i s s u s  de rac ine  de Caro t te .  Dans ce d e r n i e r  cas, l e  g r a d i e n t  s u l f h y d r i -  

l é  e s t  p l u s  f a i b l e  (-SHC - -SHZF = + 260 nM, pour IO-4 .m l -1  de A I A  exogène 

que c e l u i  e n r e g i s t r é  dans des fragments c u l t i v é s  su r  l e  m i l i e u  témoin 

(-SHC - -SHZF = + 390 nM) (Tableau XXXV) .  

Dans les  c u l t u r e s  repiquées sur  l e  m i l i e u  témoin e t  en presencs 

de f a i b l e s  doses de A ! A ,  l e  pourcentage de t h i o l s  r é d u i t s  e s t  p l u s  & levé  

dans l a  zone r a c i n a i r e  du fragment e t  dans l e s  t i s s u s  néoforrn6s;i l  e s t  p l u s  



f a i b l e  dans la  zone f o l  i a i r e  en contact  avec l e  m i  l ieu. C'est l e  c o n t r a i r e  
- 5 

lorsque l a  dose de A I A  dans l e  m i  l ieu a t t e i n t  ou dépasse 10 g.rnl-l (Tableau 

XXXV . 

TABLEAU XXXV : Influence de l a  concentrat ion du A I A  sur la  teneur en -SH 
e t  sur l e  pourcentage de t h i o l s  r é d u i t s  après G semaines de 
cu l tu re .  

i 

ETAT DES COMPOSES 

SULFHYDRILES 

n~.g'de M F 

-SH 

"M. 

do M S 

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

-SH , 1 0 0  

-SH + S-S 

3 - Conclusion 

La comparaison des e f f e t s  du A I A  sur l a  croissance des t i s s u s  néofor- 

més (Tableau X X X I V )  e t  sur l ' é t a t  des composés s u l f h y d r i l é s  (Tableau 

XXXV) montre que : 

ZONES 

ANALYSEES 

Cal 

Z R 

Z F 

Cal 

Z R 

Z F 

Ca 1 

Z R  

Z F 

-8 - des concentrat ions i n i t i a l e s  i n fé r i eu res  ou égales à 10 g.ml - 1 

sont dépourvues d ' e f f e t s  sur l a  croissance du ca l  basal, ne mod i f ien t  pas 

l a  teneur en -SH des t i s s u s  e t  n 'ag issent  pas sur  l ' é q u i l i b r e  t h i o l s  r édu i t s /  

t h i o l  s to taux  ; 

-8 - des concentrat ions supérieures à 10 g.ml - 1 réduisent l e  déve l~ppe-  

ment du ca l  basal e t  paral lè lement l a  teneur en -SH e t  l e  pourcentage de 

formes rédu i tes  dans les  t i s s u s  néoformés ; 

CONCENTRATION W AIA DANS LE MILIEU 

- 8 - des doses sup6rieures ou égales d 10 g.ml- l  s t imulent  l a  p r o l i f 6 -  

r a t i o n  des t i s s u s  de l a  zone f o l i a i r e  du fragment e t  augmentent simultané- 

ment l e  pourcentage des -SH r é d u i t s  dans c e t t e  zone. 
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Le AIA provoque donc une d i m i n u t i o n  de l a  teneur en -SH so lub les  

en même terrips q u ' i l  s t imu le  ou inh ibe l a  c ro issance des t i s s u s  néoformés. 

Par contre, l e  pourcentage de i h i o l s  s o l u b l e s  (-Sn / -SH + S -S I  augmente 

dans les  t i s s u s  qui p r o l i f è r e n t  e t  d iminue dans ceux qu i  ne p r o l i f è r e n t  pas. 

B - COLONIES TISSULAIRES 

1 - E f f e t s  du AIA, du ANA e t  du 2,4-D 

Des co lon ies  de l a  souche c h l o r o p h y l l i e n n e  sont  c u l t i v é e s  pendanl 

45 j o u r s  à l a  lumière s u r  l e  mi l i e u  de base renfermant  d i f f é r e n t e s  doses de 

AIA, de ANA ou de 2,4-D. Ces t r o i s  substances o n t  un e f f e t  comparable s u r  la 

p r o l i f é r a t i o n  (F ig .  22,A).  

F igu re  22 : In f l uence  du A I A  ( 0.0 1 du ANA ( A , A  ) e t  du 2,4-D ( K , 0 1 
su r  l a  c ro issance ( A )  e-? s u r  l ' é t a t  des composés s u l f h y a r i l é s  
so lub les  ( B I  des t i s s u s  de l a  souche c h l o r o p h y l l i e n n e  de Caro t te .  

Lu muma A O Y ~  ei;dec;tuéu apk2h 45 jom6 de CLLC;tWLe. 



En l'absence de régulateur de croissance, les iissus proliferent très peu. Le 

ANA stimule 5 à 10 fois plus la croissance que le hlA mais se montre égalemsnt 

plus tox isue.  Le 2 , A - 0  est environ 103 f o i s  plus a c t i f  oue le AIA ; oux do- 

ses optimales, T I  provoque une forte t.iydratation des cellules et devient 
-l - 1 

toxique dès que sa concentration dépasse l~-'~.ml . Les résultats sont les mêmes 
si on exprime la croissance en poids de M F, de M S ou d'azote protéique (DUBOIS, 

1971). 

Les 3 substances de croissance réduisent la teneur en chlorophylle. 

Cette diminution n'est pas provoqu6e par un simple découplage de la proliféra- 

Figure 23 : Variation de la teneur en 
la concentraiion (g.ml-ll) 
aans le milieu de culture. 
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t i o n  des c e l l u l e s  e t  de l a  biosynthèse des pigments, ca r  les f o r t e s  doses 

de régulateurs de croissance ra l en t i ssen t  à l a  f o i s  l a  p r o l i f é r a t i o n  ce l l u -  

l a i r e  e t  l a  synthèse pigmentaire. En plus des va r i a t i ons  quan t i t a t i ves  de 

l a  CHt, les  substances étudiées provoquent une f a i b l e  diminut ion du rappor t  

CHa/CHb e t  une f o r t e  augmentation du rappor t  carotènes/CHt (Figure 23). 

La teneur en -S# solubles e s t  tou jours  p l u s  élevée dans des t i s s u s  de 

l a  souche chlorophyl l ienne de Carot te  c u l t i v é s  en présence du A I A ,  du ANA e t  

du 2,4-D, que dans ceux des co lon ies témoins cu l t i vées  sûns régula feur  

de croissance (Figure 22,B). L'augmentation de l a  teneur en -SH s'observe 

aussi b ien pour des concentrat ions re la t ivement  élevées de A I A  ou de ANA 

qui s t imulent  ta croissance, qu'avec des doses comparables de 2,4-D qui  

l a rédu i sent. 

Lorsqu'on c u l t i v e  les  t i s s u s  sur  des m i l i e u x  contenant des concentrat io i  

infraopt imales ou supraoptimales de l ' un  de ces régulateurs, les  bicmasses 

obtenues, après 45 jours, sont t r è s  vois ines.  Ainsi ,  en présence de 10 -7 

et de l ~ - ~ g . r n l - ' d e  h l  A, I 'augmentation de l a  biomasse des cu l tu res  e s t  respec* 

tivement de 1130 e t  de 1100 mg de M F par cu l t u re .  Dans ce cas, les teneurs 

en -Sti so l  ub les sont de 320 n ~ . ~ - '  de M F, pour l e  dose de IO-'CJ .ml" el- de 

4 5 0 n ~ . ~ - ' d e  M F pour co l l e  de I O - ~ C J . ~  1 - '  . La teneur en -SH va r i e  donc en 

fonct ion de la  concentrat ion i n i t i a l e  du A I A  : e l l e  es t  d 'autant  p lus  élevêe 

que la  dose d'auxine i n t r o d u i t e  dans l e  m i l i e u  e s t  p lus  fo r te .  L'ANA e t  l e  

2,4-D on t  des e f f e t s  comparables à ceux du A I A  sur l a  teneur en -SH (Figure 

22,B). 

Examinons maintenant l es  va r i a t i ons  de rappor t  -SH réduits/-Ski to taux  l 
(Figure 22,B) : 

- I I  e s t  re lat ivement f a i b l e  lorsque l e s  t i s s u s  se diveloppent sur  l e  

m i l i e u  de base (dépourvu de régula teur  de croissance) ; 

- i l  augmente lorsque l a  concentrat ion du régula teur  u t i l i s é e  f avo r i se  

l a  pro1 i f é r a t i o n  ; 

- i l  diminue lorsque l a  dose employée inh ibe  l a  p r o l i f é r a t i o n .  

On remarque t o u t e f o i s  une d i f fé rence  en t re  les e f f e t s  des f o r t e s  doses 

de A I A  e t  ceux des concentrat ions élevges de ANA e t  de 2,4-3. Les premiCres 



réduisent moins le rapport -SH/-SH + S-S que les deux autres, ce qui peut 

s',expliquer par une moins grande stabilité du AIA lors de la stérilisation 

des milieux de culture (KULESCHA, 1967). 1 1  est également possible que la 

teneur en AIA diminue plus rapidement dans le milieu, en raison de l'acti- 

vit6 dtauxine.roxydases intracellulaires et/ou présentes dans la solution 

nutritive, corane nous l'avons démontré récemment à propos de cultures 

cellulaires ae Silène (LEGRAND et DUBOIS, 1978). 

2 - Effets de la kinétine 
A la suite de recherches menées par DAS, PATAU et SKOOG (1956) et 

par SKOOG et MILLER (19571, sur des tissus de Tabac, on admet encore aujour- 

d'hui que l'équilibre auxines/cytokinines contrôle la croissance et I'organo- 

genèse de la plupart des tissus de Dicotylt5dones. Selon leur origine, ces 

tissus peuvent être autotrophes à l'une ou l'autre ou bien aux deux substances. 

Ajoutée au m i  1 ieu de HELLER, renfermant ou non  IO-^ g/ml de AIA, 
la ki-nétine a peu d'effets sur la prolifération des tissus d c  la souche 

chlorophyl l ienne de Carotte jusquTà 1 O-~CJ .ml-'; les concentrations supé- 

rieures sont toxiques (Tableau XXXVI). On peut donc penser que ces tissus 

TABLEAU XXXVI : Effets de la concentration de la kinétine sur : 
- la croissance des tissus de la souche chlorophyllienne de Carotie; - la teneur en chlorophylle totale (CHt) et les rapports CHa/CHb et 

carotènes/CHt 3 

- la teneur en -SH solubles et le pourcentage de thiols réduits. 



fabr iquent  leurs  propres cy tok in ines  e t  qu'un apport de k i n i t i n e  exogène provc 

que un déséqui l ib re  du rapport  auxines/k in ines endogènes,ce qui r é d u i t  l a  

c ro  i ssance. 

Des t i s s u s  de Carot te  i s o l é s  par  BANDIERA e t  bDRPURG0 (1970) e t  CU 

t i v é s  sur des m i l i e u x  p lus  r i ches  (MURASHIGE e t  SKOOG,+1962, ou LlNSMAlER 

e t  SKOOG, 1965) on t  fou rn i  des r é s u l t a t s  d i f f é r e n t s ,  conduisant ces auteurs 

à conclure que l a  croissance de l eu r  souche dépend de l a  quan t i téde  k i né t i ne  

d isponib le  e t  q u ' e l l e  e s t  indépendante de c e l l e  de I1auxine. A f i n  de déter- 

miner s i  c ' es t  l ' o r i g i n e  des t i s s u s  ou l a  composition du m i l i e u  qui  e s t  

responsable de ces d i f férences,  nous avons c u l t i v é  des t i s s u s  de l a  souche 

chlorophyl l ienne de GAUTHERET sur du m i l i e u  de MURASHIGE e t  SKOOG. I l s  ne 

sont pas p l us  sensibles à l a  k i n é t i n e  dans ces condi t ions que l o r s q u ' i l s  sont 

c u l t i v é s  sur  l e  m i l i e u  de HELLER. 

En re ta rdan t  l a  sénescence (RICHbDND ë t  LANG, 1957 ; MITHES, 1964) 

l a  k i né t i ne  provoque généralement une augmentation de l a  teneur en chlorophyl 

Cet e f f e t  a é t é  constaté par de nombreux auteurs, aussi b ien dans des disques 

de f e u i l l e s  (OSBORNE, 19621, des f e u i l l e s  coty lédonaires (FLETCHER e t  Mac 

CULLAGH, 19711, des p lan tu les  (SRIVASTAVA e t  WARE, 19651, des rac ines (PILET 

e t  HOFER, 1966). Comme l e  s igna len t  ces dern iers ,  i l  e s t  poss ib le  que la  k iné- 

t i n e  agisse à l a  f o i s  sur  I1anabolisme de l a  ch lo rophy l le  q u ' e l l e  st imule, 

e t  sur l e  catabolisme q u ' s l l e  r édu i t .  Les d i f f é r e n t s  essa is  que nous avons 

effectués sur l a  souche de Carot te  montrent que l a  k i n é t i n e  a peu d ' e f f e t s  

sur  l a  teneur en CHt, q u ' e l l e  s t imule  cependant t r è s  légèrement à p a r t i r  de 
-7 

10 g.ml- '  . El l e  ne provoque pas da rnod i f  i c a t  i ons importantes du rappor t  

CHa/CHb e t  carotènes/CHt, ce dern ie r  augmentant légèrement (Tableau X X X V I ) ,  

D'autre par t ,  l a  k i né t i ne  ne r a l e n t i t  pas l a  pe r t e  de ch lo rophy l l e  qu i  

accompagne l e  v i e i l l i s semen t  des t i s s u s  de l a  souche ch lo rophy l l i enne  e t  

ne st imule pas davantage l a  synthèse des pigments dans les  co lon ies de l a  

souche é t i o l é e  soumise de nouveau à l a  lumière(Tab1eau X X X V I I ) .  
l 

La k i  né t  i ne augmente légèrement l a  teneur en -SH rapportée au 

poids de M F j  à p a r t i r  de 10-~c~.ml- '  ; mois ce fac teur  de croissance e s t  

sans e f f e t  s i  l a  teneur en -SH e s t  rapportée au poids sec ou à l ' a zo te  p ro té i  

que. Le rappor t  -Sa/-SH + S-S v a r i e  peu, q u e l l e  que s o i t  l a  dose de k i n & t i n e  

ajoutée au m i l i e u  de base (Tableau XXXVI). 



KlNETlNE D U R E E  D E S  C U L T U R E S  ( j o u r s )  
SOU~~ES ( 9  .",, ") ------------------------------ - 

O 21 45 120 

CHLORO - O 42,l 44,l 50,3 

PHYLLIENNE 10'~ 44.1 40,8 46,s 44.5 31.1 

O O,O 34,3 47.5 45,6 34,O 

ET I OLEE 1 
IO+ 0.0 32,7 48,l 43,7 33,l 

b 
l 

TABLEAU X X X V l l  : Inf luence de l a  k i né t i ne  sur l a  teneur en ch lo rophy l le  
de t i s s u s  é t i o l é s  o~  non de souches de Carotte cu l t i vées  
à l a  lumière (24 : 0, 2500 l u x ) .  

3 - E f f e t s  de I thydraz ide maléique 

Lthydrazide maléique (HM) provoque chez !es Végétaux des modif ica- 

I t i o n s  t r è s  diverses qui o n t  retenu l ' a t t e n t i o n  des b io l og i s tes  depuis une 

l t r en ta ine  d'années. Dès 1956, PILET pub l ia  une analyse c r i t i q u e  des e f f e t s  

l de c e t t e  substance sur des plantes ent ières,  des organes iso lés e t  des c u l t u r e s  

de t i ssus .  L I  HM e s t  su r tou t  connu comme un puissant i n h i b i t e u r  de l a  croissan- 

ce, notamment de c e l l e  des t i s s u s  végétaux c u l t i v é s  i n  v i t r o  (GAUTHERET, 

1952 ; GORlS e t  BOURIQUET, 1953 ; BOURIQUET, 1960). Selon NOODEN (19691, 

l ' i n h i b i t i o n  provoquée par l'HM r é s u l t e  pr incipalement du blocage des d i v i s i o n s  

c e l l u l a i r e s ,  l e  grandissement des c e l l u l e s  é tan t  peu af fec té .  Parmi de nombreu- 

ses substances capables d ' inh iber  l a  p r o l i f é r a t i o n  des t i s s u s  de Carotte, nous 

avons cho is i  l'HM en ra ison  de son ac t ion  poss ib le  sur l es  radicaux -SH (MUIR 

e t  HANSCH, 1953; HUGHES e t  SPRAGG, 1958). Cette hypothèse s'appuie sur l e  f a i t  

que l ' ac ide  maléique dont l a  molécule a  une s t ruc tu re  comparable à c e l l e  de 

I thydraz ide r é a g i t  avec de nombreux composés t h i o l s ,  notamment l a  cysté ine e t  l e  

g l u ta th i on  (MORGAN e t  FRIEDMAN, 1938). 



LEOPOLO e t  PRICE (19561, pu is  WELLER e t  Col 1 .  (1957) conf i rmèrent  

les  réact ions d t a d d i t i û n  en t re  les  composés 2 fonc t ion  -SH e t  l ' a c i de  maléiquc 

mais ne purent démontrer que I 'hydrazide r é a g i t  de l a  même manière que I'acidc 

correspondant. Cependant, en associant  de l'HM, du A I A  e t  de l a  cysté ine da1 

l e  m i l i e u  de cu l tu re ,  BOURIQUET (1960) consta te  que ces t r o i s  composés modi f i t  

réciproquement leu r  propre a c t i o n  e t  se comportent donc comme des antagoniste! 

-7 Au-dessous du s e u i l  de I O - ~ ~ . ~ I - ' I ' H M  (seul  ou associé à 10 g.rnl- 

de A I A )  a peu d ' e f f e t  sur l a  croissance des t i s s u s  de l a  souche chlorophyl-  

l ienne de Carotte ; de t r è s  f a i b l e s  doses s t imu len t  même l a  p r o l i f é r a t i o n .  - 8 - 5 Entre 1 0  e t 1 0  g.ml-', l'HM inh ibe d 'autant  p lus  l a  p r o l i f é r a t i o n  que 

l a  dose u t i l i s é e  augmente. Des concentrat ions supérieures ent ra înent  l a  

mort des c e l l u l e s  (Tableau XXXVIII). 

TABLEAU X X X V l l l  : E f f e t s  de l a  concent ra t ion de I thydraz ide  maléique sur : 

- l a  c r o  i ssance des t i ssus de l a  souche ch lorophy 1 1 i enne de Caro - la  teneur en ch lo rophy l l e  t o t a l e  (CHt) e t  l es  rappor ts  CHa/CHb 
e t  carotènes/CHt; - l a  teneur en -SH solubles e t  l e  pourcentage de t h i o l s  r édu i t s .  

Lu amty4e6 dofit eb6ec;r;uEes au 4She  jowz de cLLetuhe 

C O M P O S E S  S U L F H Y D R I L E S  

- 
CONCENTRATION 

On s a i t  depuis longtemps que ItHM diminue les échanges resp i ra -  

t o i r e s  e t  que c e t t e  i n h i b i t i o n  es t  p l u s  importante à pH acide (NAYLOR e t  

DAVIS, 1951). Dans les  t i s s u s  de Carotte, l a  r e s p i r a t i o n  e s t  r a l e n t i e ,  mais 

C H L O R O P H Y L L E S  

EN HYDRA2 IDE 

CULEIPUE 

(9-ml ") 

O 

10-~  

t ~ - ~  

l ~ - ~  

la6 
10'~ 

10-~ 

j 

CR0 ISSANCE 

im~MF/cu l turo)  

--------.------------ 

-SH .1W 

-SI4 * S-s 

Thlols solubles mi 

( U Q , ~ ' M F )  7 -& ] 
--------*-----*--- -------- 

(M'M F 

1130 

1 t55 

1110 

1070 

800 

L20 

150 

(nM,.i8M S) 

--*-----.-------..--------- 

76,2 

78,l 

75.3 

98.5 

76.6 

74.3 

- 

540 

540 

560 

600 

520 

495 - 

48,2 

44,8 

64.0 

41,6 

37.5 

X), 1 

25,4 

330 

345 

340 

350 
I 
1 360 

340 

- 

2.95 

2'65 2,95 1 O ' 
2.6'3 

2.75 

2.70 

2.80 

Z , M  

3.00 

3,05 

2.85 

2,65 

2.80 



,proport ionnel lement moins que l a  cro issance (Tableau X X X I X ) .  I I  es t  v r a i  

qu'en m i l i e u  gélosé, l e s  v a r i a t i o n s  du pH sont  peu importantes. Ce r é s u l t a t  

suggère que l ' i n h i b i t i o n  de l a  p r o l i f é r a t i o n ,  provoquée par I ' hyd raz ide  

maléique,ne r é s u l t e  pas du seul blocage de l a  r e s p i r a t i o n .  

En même temps q u ' i l  r a l e n t i t  l a  croissance, I 'hydraz ide maléique 

provoque une d im inu t ion  r e  l a t l  vement importante de l a  teneur en chlorophy l le. 

Les rappor ts  CH3 ! CHb e t  carotènes / CHt sont  cependant peu mod i f i és  

(Tableau X X X V I I I ) ,  

L1hydrazide maléique e s t  sans e f f e t  s u r  l a  teneur en t h i o l s  so lu-  

b l es des ti ssus de l a  souche ch lorophy l l i enne de Caro t te  e t  ne mod i f i e pas 

l e  rappor t  -SH / -SH + S-S (Tableau XXXVIII). 

4 - E f f e t s  combinés du A I A  e t  de I ' hyd raz ide  maléique 

Nous avons associé 1 'HM ( 1 o - ~  e t  10-5 mg. l-' à d i  f f érentes doses 

de A I A  (10 -8 , ,,-4 - 1 
mg.1 1 .  La croissance, l a  r e s p i r a t i o n  e t  l a  teneur en 

-SH s o l u b ~ e s  des t i s s u s  de Caro t te  (souche ch lo rophy l l i enne)  o n t  é té  mesurees 

aprks 45 j o u r s  de c u l t u r e ,  

TABLEAU XXXIX : Act ion  conjuguée de l ' a c i d e  i ndo ly lacé t ique  ( A I A I  e t  de 
I 'hydraz ide maléique (HM) sur  l a  croissance, l a  r e s p i r a t i o n  
e t  l ' é t a t  des composés s u l f h y d r i l é s  ac ido-solubles dans les 
t i s s u s  de l a  souche ch lo rophy l l i enne  de Carotte, c u l t i v é s  
i n  v i t r o  pendant 45 j ou rs .  

Les r é s u l t a t s  (Tableau XXXIX) permettent  de cons ta te r  que : 



- I  'HM r é d u i t  l a  croissance sauf en présence d'une f o r t e  dose 

de AIA. On retrouve donc un e f f e t  antagoniste déjà mis en évidence par 

GAUTHERET (1952) e t  par BDURIQUET (1960) pour d 'autres t i s s u s  végétaux c u l t i v é  

i n  v i t r o  ; 

- l ' i n t e n s i t é  r e s p i r a t o i r e  dépend à l a  f o i s  de l a  concentrat ion 

i n i t i a l e  en A I A  e t  en HM du m i l i eu .  Le A I A  s t imule l a  resp i ra t ion ,  même s i  
- 6 - 1 

l a d o s e u t i l i s é e  r é d u i t  la p r o l i f é r a t i o n d e s t i s s u s .  A 10 g.ml IIHMa peu 

d ' e f f e t s ;  à I O - ~ C J . ~ I - ~ ,  i l  r é d u i t  les écbonges resp i ra to i r es  quel l e  que s o i t  

l a  dose de A I A  ; 

- les  var ia t ions  de la  teneur en -SH sont conformes à c e l l e s  que 

nous avons observées quand les  deux substances sont u t i l i s é e s  séparément. 

De plus, i l  apparai t  que ItHM n'a aucun e f f e t  sur l ' é vo lu t i on  des -SH solubles 

. dans les  t i s s u s  de Carotte, q u e l l e  que s o i t  l a  dose de A I A  avec laquel le  

on l 'associe. 

- 1.e rappor t  t h i o l s  r é d u i t s / t h i o l s  totaux e s i  f a i b l e  en l'absence 

de A I A .  II e s t  maximum pour 1 0 ~ ~  OU 1 0 - ~ ~ ~ . ~ l - ' d e  A I A ,  c 'est-à-dire pour les 

doses qui s t imulent  l e  p lus l a  croissance. I I  e s t  peu mod i f ié  par l a  présence 

d'HM dans l e  m i l i e u  de cu l ture .  

C - CONCLUSION ET DISCUSSION 

Parmi les  résu l t a t s  obtenus, retenons d'abord ceux qui  por tent  su r  

les va r i a t i ons  des composés s u l f h y d r i l é s  en r e l a t i o n  avec l a  croissance. Dans 

les fregments de racine, l eA IA  r é d u i t  l a  teneur en -SH solubles a l o r s  q u ' i l  

. favorise ou inh ibe l a  p r o l i f é r a t i o n  se lon l a  zone considérée. Dans les co lon ie  

t i s su la i r es ,  l e  A IA ,  l e  ANA e t  l e  2,4-D provoquent une importante augmentation 

de l a  teneur en -SH qui n 'es t  pas en r e l a t i o n  avec l a  croissance des t i ssus .  

Par contre, dans les  deux types de cu l tu res ,  les  va r i a t i ons  du pourcentage de 

t h i o l s  r é d u i t s  suivent c s l l e s  de la  croissance e t  un rappor t  -SH/S-S élevé 

caractér ise les  t i s s u s  qui p r o l i f è r e n t  activement. 



MARRE e t  ARRIGONI (1957a) on t  re levé des f a i t s  comparables au cours 

de l a  croissance de fragments de t i g e s  de Pois e t  de co léop t i l es  d'Avoine. 

Des concentrat ions de A I A  e t  de 2,4-D favor isant  l 'é longat ion,  provoquent 

une augmentation de l a  teneur en g lu ta th i on  r é d u i t  (GSH) e t  une diminut ion 

de c e l l e  du g lu ta th ion  oxydé (GS-SG), s o i t  une mod i f i ca t ion  du rapport  

GSH/GS-SG en faveur des formes rédui tes .  

Le A I A  e t  l e  2,4-D, qui  s t imulent  l ' é longa t ion  de co léop t i l es  d fAvoi -  

ne, de fragments de t i g e  de Pois (MARRE, 19541, de germinations de Soja (KEY 

e t  WOLD, 1961) e t  d'hypocotyles de Concombre (KEY, 19621, provoquent é9alement 

une augmentation de l a  teneur en acide ascorbique (AA)  e t  une diminut ion de 

c e l l e  de l ' ac ide  déhydroascorbique (DHA), s o i t  une augmentation du rappor t  

AA/DHA. Dans les  t i g e s  de Pois -pour des valeurs du A I A  favor isant  I1élonga- 

t i on -  MARRE e t  Co1 1 4 1957) t rouvent  une bonne c o r r é l a t i o n  ent re  l a  c ro i  ssance 

e t  l a  valeur des rapports GSH/GS-SG e t  AA/DHA. Cependant des doses de A I A  

supraoptimales qui réduisent l ' é longa t ion  e t  diminuent l a  va leur  du rappor t  

AA/DHA déterminent encore l 'augmentation du rappor t  GSH/GS-SG. La d iminut ion 

du rappor t  AA/DHA, provoquée par des doses supraoptimales dlauxinomimétiques 

a 6 t é  retrouvée plus récemment par LIN e t  KEY (1967) sur quatre sortes de 

t i s s u s  végétaux. Contrairement aux r é s u l t a t s  des t ravaux antér ieurs,  ces 

auteurs n'ont pas observé de c o r r é l a t i o n  ent re  les va r i a t i ons  de l ' é q u i l i b r e  

AtdDHA e t  l 'é longat ion des c e l l u l e s  provoquée par des concentrat ions opt imales 

de A I A .  

Les résu l t a t s  que nous avons obtenus d i f f è r e n t  de ceux qui v iennent 

d 'être rapportés par t r o i s  po in t s  pr inc ipaux : 

- l e  temps de contact  des t i s s u s  avec les fac teurs  phytohormonaux 

es t  beaucoup p lus  long ; 

- les  phénomènes enregistrés,  en réponse à l ' ac t i on  des "auxines", ne 

sont pas exactement les  mêmes. Chez l a  Carotte, l a  croissance des t i s s u s  

r é s u l t e  de l a  m u l t i p l i c a t i o n  e t  du grandissement des ce l l u l es .  Dans les  f rag-  

ments de t i ge ,  les hypocotyles, e t  les  co léopt i les ,  i l  s ' a g i t  presque exc lus i -  

vement d'élongation. 



- l e  rapport  -SH/-SH + S-S ntaugmente que s i  les composés aux in i -  

ques st imulent l a  croissance. 

E n t r e  IO-' e t  1 0 - ~ ~ . m i - '  l a  k i n é t i n e  e t  IIHM modi f ient  peu l a  pro1 i 

fé ra t i on  des t i s s u s  de Carot te  e t  l e  rappor t  -SH/-SH + S-S dans ces t i ssus .  

Des doses plus f o r t e s  inh iben t  l a  croissance mais i n f l u e n t  peu sur l e  pour- 

centage des composés s u l f h y d r i l é s  rédu i t s .  En ce qui concerne l'HM nos 

résu l t a t s  démontrent que l ' i n h i b i t i o n  de l a  croissance q u ' e l l e  provoque n1e5 

pas due au blocage des radicaux -SH. D 'a i l l eu rs ,  NOODEN (1973) a v a i t  déjà 

montré que l'HM ne se combine pas à l a  cystéine,  contrairement à I1iodoacétz 

t e  qui e s t  un i n h i b i i e u r  des fonct ions t h i o l s .  Notons qulaujour 

dlhui on pense p l u t ô t  que l'HM i n t e r v i e n t  sur l e  métabolisme des acides 

nucl6iques. Cette subs$ance a g i t  en e f f e t  comme un ant imétabol i te  de l ' u ra -  

c i l e  (BUTENKO e t  BASKANOV, 1961 ; COUPLAND e t  PEEL, 1972 ; VASSEUR, 1978) 

ou de la  thymine (KIM e t  GREULACH, 1963) e t  bloque d'une façon générale, 

les  synthèses d'acides nucléiques (LOBOV, 1971 ; NOODEN, 1972 ; RAKITIN e t  C 

1974). 

Tous les  fac teurs  de croissance que nous avons u t i  l isés ag issent  2 

l a  teneur en pigments p last idaux des t i s s u s  de Carotte. Le A l h ,  l e  ANA e t  

l e  2,4-D réduisent la  teneur en ch lo rophy l le  ; à f a i b l e  dose, c ' e s t  l e  

2,4-D qui e s t  l e  p lus  a c t i f .  D'après ARANCIA e t  ses co l laborateurs  (19671, 

l e  blanchissement des t i s s u s  de Carot te  provoqué eE remplaçant du A I A  par  

du 2,4-D e s t  dû au blocage de la  d i f f é r e n c i a t i o n  des plastes au stade de 

prop lastes.  Dans de jeunes f e u i  l les de Har ico t  t r a i t é e s  par du 2,4-D 

rad ioac t i f ,  HALLAM e t  SARGENT (1970) on t  démontré que l e  2,4-D se f i x e  davan 

tage sur les ch lorop lastes que sur l e s  aut res organi tes  c e l l u l a i r e s  e t  

HALLAM (1970) a pu su i v re  l a  désorganisation du système lamel la i re .  Le 2,4-C 

n 'ag i t  pas uniquement au niveau des s t ruc tu res  p las t i da les  ; i l  i n t e r v i e n t  

. aussi sur l e  métabolisme des pigments,inhibant en p a r t i c u l i e r  l a  synthèse 

de la  ch lorophy l l e  e t  l a  régénération de l a  protoch lorophy 1 l ide 652 (SHEWRY 

e t  Coli,, 1971). Tout comme l e  2,4-D, l e  A I A  e t  l e  ANA in terv iennent  c e r t a i -  

nement sur l e  méltabolisme des pigments plast idaux,  puisque ces t r o i s  substan 

ces de croissance modi f ient  de façon comparable les  rapports CHa/CHb e t  

carotènes /CH+ dans les t i s s u s  de l a  souche ch lorophy l l ienne de Carotte. 



S i  l a  k i né t i ne  a peu d ' e f f e t s  sur c e t t e  souche, e l l e  favor ise 

l e  verdissement e t  s t imule la  d i f f é r e n c i a t i o n  des chloroplastes dans d 'autres 

souches de Carot te (BANDIERA e t  MORPURGO, 1970). Selon ces auteurs, c ' e s t  

l e  rappor t  k inét ine/auxine qui i n te r v i en t  e t  non les  valeurs absolues de 

chacun de. ces deux facteurs  de c ro  i ssance , un rapport  k i  né t  i ne/auxi ne é levé 

favor i san t  l e  verdissement des t i ssus .  De t r è s  nombreux travaux ont  montré 

que l a  k i  net  ine r a l e n t i t  l a  sénescence e t  re ta rde  l a  dégradation des ch loro-  

phyl les.  STOBART e t  Co1 1 .(19721 ont  démontré qu 'e l l e  s t imule également l a  

biosynthèse de la  ch lorophy l le  e t  de ses précurseurs dans des f e u i l l e s  

é t i o l ées  d'Orge exposées à l a  lumière. Notre t r a v a i l  ne confirme pas l ' a c t i o n  

de c e t t e  substance sur l'anabolisme de la  ch lo rophy l l e .  Lorsque la  k i n é t i n e  

e s t  sans e f f e t  sur l a  croissance d'un t i ssu ,  e l l e  l e  s e r a i t  également su r  

l e  métabolisme des pigments p las t idaur  e t  réciproquement. Chez l e  Tabac, 

e l l e  a g i t  sur l a  p r o l i f é r a t i o n  e t  p a r t i c i p e  à l a  llmaturation" e t  à l a  

"d i f fé renc ia t ionu  des ch lorop lastes (STETLER e t  LAETSCH, 1965). 

L1hydrazide maléique inhibe fortement l a  p r o l i f é r a t i o n  des t i s s u s  

de Carot te e t  provoque en même temps une d iminut ion importante de l a  teneur 

en chlorophyl le. 

En d é f i n i t i v e ,  l l u t i l i s a t i o n  de quelques régulateurs de l a  croissan- 

ce confirme que c 'es t  l e  rapport  -SH/-SH + S-S e t  non l a  valeur absolue 

de l a  teneur en -SH (ou en .S-SI qui e s t  en r e l a t i o n  avec l a  p r o l i f é r ~ - t i o n  

des t i s s u s  de Carotte. 



R E S U L T A T  

D E U X I E M E  

CROlSSttYCE D'UNE S U S P E N S I O N  CELLULAlRE D E  S T L E N E  ( S i C c n z  alha) : 

ANALYSE D E S  P271'1ClPAUX FACTEURS E!Y"DIiCEt'JES E T  EXOGEXES COILSTRO LAVT 

LE CYCLE DE CRO1SSA:JCE E T  LtZ S!'t'JCfIR(i!JlSAT7U:J DES D I  ViS l0hr .S  CELLclLA'IRES. 

EVÙLLT1i)N D E S  GROUPEi!!E?JTS -SE D K d S  D E S  CULTURES ?ART~ELLE:.~EIYT 

SYNClfhOdES.  



C R O I S S A N C E  

S U S P E N S  1 O H S  C E L L U L A I R E S  

D E S  

S I L E N E ,  

A - INTRODUCTION 

I I  existe plusieurs types de suspensions cellulaires ; seules 

les cultures en milieu liquide non renouvelé ( =  batch cultures) présen- 

tent un cycle de croissance typique. P.ussi, nous semble-t'il utile d'in- 

diquer en quoi elles diffèrent des autres cultures cellulaires et de rap- 

peler brièvement les modalités de la croissance de chaque type de culture. 

1 - Les différentes catégories de suspensions cellulaires 

Le milieu nutritif n'étant pas renouvelé au cours de la cul- 

ture, sa composition varie progressivement. I I  en résulte que les cul- 

tures passent par une série de phases au cours desquelles les carac- 

tères cytologiques et biochimiques des cellules ainsi que le taux de 

croissance changent. L'ensemble de ces phases constitue un cycle de 

croissance qui se répète à chaque nouvelle culture, quand on utilise 

des cellules arrivees en fin de cycle pour initier de nouvelles sus- 

pensions. Selon le but poursuivi, on utilise des volumes de quelques 

ml ou des volum5s très importants (=large-scale cultures) (SHORT 

et coll., 1969). 

b. cultures en milieu liquide renouvelé ..................... -------------- 
Le milieu nutritif est progressivement renouvelé, mais le 

volume de la culture demeure constant car les apports de "milieu neuf" 

sont compensés par le soutirage d'égales quantités de "milieu épuisé", 

s'il s'agit de cultures fermaes ou par le soutirage d'égales quantités 

de suspensions cellulaires (milieu + cellules), s'il s'agit de 

CU l tures ouvertes. 

Les cultures en milieu renouvelé sont seml-continues lorsque 

les opérations de renouvellement du milieu, ped fréquentes, se font 

manuelleinent. Dans les cultures continues, ces apérations, beaucoup plus 

nombreuses s'opèrent automatiquement. 



On connait aujourd'hui différents appareils permettant de réaliser 

des cultures continues de cellules végétales : 

- Les chémcstats, dans lesquels le taux de croissance et la densité de la 
culture sont maintenus constants, en raison du taux de dilution (Dl choisi 

(WILSON eP col l., 1971 ; KURZ , 1971) : 

f, est la quantité de milieu neuf ajouté par unité de temps, t, pour une 

culture dont le volume est V .  

- Les turbinostats, dans lesquels c'est la densité de la culture, déter- 
minée automatiquement par la mesure de la D.O., qui commande llouverture 

des valves d'admission de "milieu neuf" et de sortie d'une égale quantité 

de suspension cellulaire (ERIKSSON, 1965 ; WILSON et coll., 1971 ; STREET, 

1973). 

- Les phytostats, ne correspondent pas à un type d'appareil bien précis. 

Pour TULECKE (19661, c'est un appareil fonctionnant en semi-continu ; pour 

MILLER et coll. (19681, un appareil util lsé pour des cultures continues ou 

non, dans lequel i l  est possible de faire des prélèvements automatiques. 

Plus récemment, BLIGNY (19771 décrit sous le nom de phytostat un apparei 1 

dans lequel la croissance est déterminée par mesure automatique de la tur- 

bidité de la suspension et qui fonctionne à volonté selon le mode fermé 

lbatch culture), semi-continu ou continu, suivant le principe d'un chémostât 

ou d'un turblnostat. 

- - Les fermenteurs sont des appareils initialement prévus pour cultiver 
des microorganismes. I I  est possible de les adapter pour des cultures de 

cellules végétales. Ils peuvent être utilisés de la même manière que les 

phytostats. 

2 - Courbes de croissance 

La figure 24, A représente i a  courbe de croissance typique d'une 

culture cellulaire en niilieu liq~ide non renouvelé. Si le temps séparant 



deux repiquases successifs es t  suf f isant ,  l a  c u l t u r e  passe par t o u t e  

une sé r i e  de stades qui ont  é t é  bien analysés chez I1Erable par STREET 

e t  ses co l  laborateurs (KING e t  STREET, 1973) e t  retrouvés pour l a  

p lupar t  des suspensions c e l l u l a i r e s  cu l t i vées  dans un m i l i e u  n u t r i t i f  

non renouvelé. On notera que i e  taux spéc i f ique de croissance, y, 

e t  l e  temps de doublement, td, (que l ' on  peut ass imi ler  au temps de 

génération, g)  va r ien t  au cours du cyc le  de croissance : 

- p es t  nul  pendant l a  phase de latence ; 

- p augmente pendant l a  phase d 'accé léra t ion ; 

- l~ e s t  constant e t  maximum, pendant l a  phase exponent ie l le ; 

- p diminue pendant l a  phase de décélérat ion ; 

- es t  nul (ou presque n u l )  pendant l a  phase s ta t ionna i re  ; 

- p e s t  "négat i f "  pendant l a  phase de déc l i n  de l a  cu l t u re  

( F i g .  24, A l .  

Figure 24, A : Représentation schématique de l a  croissance d'une sus- 
pension ce1 l u l a i r e ,  'en m i l i e u  l i qu i de  non renouvelé. .- 
- L = phase de U e n c e ,  

- Ac = " draccUétLaitian, 

- Exp = " expo~~&&e, 

- 0é = " de décétZmCion, 

- St = " b ~ y ~ k t c h e ,  

- 0  = " de dQceUz de ta c W e .  

8 : Représentation schématique de l a  croissance d'une sus- - 
pension ce1 l u l a i r e ,  en m i l i e u  l i qu i de  renouvelé. 

1 : c u l t u r e  semi-continue fermée, 

2 : " continue fermbe, 

3 :  semi-continue ouverte, 

4 : " cont inue ouverte. 

La combe eui W pleUz aepaéaenite bu vattia*tions de la 
duzbité ccLUa&e (nombtrs de c W  . d - l ;  .Ca combe WI 
po.LntiUZ~, Les vmiaa%vts du . taux de choh~cuzce IV 1 . 
La &&èche blanche ( -1 i nd i que  4' enamwtcment Rnctiae ; 
tu d42che no&e ((lt), un appo.ct de nURie.u n u 6  dans 

cuLtme. 
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d(lOge x )  
dx 1 Pendant l a  phase exponentiel le, .u = - - = 
x ' d t  d t 

( 1 )  

- 1 
s i  x = l e  nombre de cellule:s.ml au temps t e t  x = l e  nombre de 

- 1 O 

ce l lu les .ml  au temps to. 

log x + log 
A p a r t i r  de l 'équat ion ( 1 1 ,  on o b t i e n t  : N = e e 

d'où l 'on t i r e  : log x = p t  + log 
e e *O 

, ce qui  démontre que l a  c ro i s -  

sance e s t  l i n é a i r e  pendant l a  phase exponent ie l le,  e t  que l a  pente de 

l a  d r o i t e  e s t  égale à v. 

La biomasse de l a  c u l t u r e  passe par un maximum au début de l a  

phase s ta t ionnai re ,  res te  constante pendant l a  durée de ce l le -c i ,  pu i s  

ci i m i  nue rap i dement. 

La biomasse augmente jusqu'à ce que t o u t  l e  volume d isponib le  

so i - i  occupé par  des ce1 Iu les  (ou jusqu'à ce que l 'oxygénation devienne 

dé f i c i en te )  . Dans une c u l t u r e  semi-cont inue, l e  taux de croissance 

v a r i e  p lus  ou moins selon l a  fréquznce des apports de "mi l ieu  neufw 

(Fig.  24, 6,). Dans une c u l t u r e  continue, l e  taux de croissance e s t  

déterminé par l e  taux de d i l u t i o n ,  D, cho i s i  (Fig.  24, B2) . 

La biomasse augmente au début de l a  cu l ture ,  pu is  demeure 

constante pendant t r è s  longtemps. En f a i t ,  e l l e  s u b i t  des o s c i l l a t i o n s  

de t r è s  f a i b l e  amplitude, s i  l a  c u l t u r e  es t  cont inue (Flg. 24, 94) e t  

d'amplitude p lus  for te ,  s i  l a  c u l t u r e  e s t  semi-continue (Fig.24, B3). 

Dans une c u l t u r e  continue ouverte, dont l e  taux de d i l u t i o n  

e s t  : D, 

- s i  IJ  7 D, l a  concentrat ion de l a  suspension c e l l u l a i r e  augmente ; 

- s i  p L D, on observe que l a  cancentrat ion diminue (washing-out) ; 

- s i  p = D, dx/dt  = O, ce qui ,  par d é f i n i t i o n  e s t  l e  cas d'une cu l -  

t u r e  continue ouverte lorsque ce l l e - c i  e s t  en é q u i l i b r e  (steady s ta te ) .  



B - ANALYSE DE LA CROISSANCE D'UNE SUSPENSION CELLULAIRE DE SILENE 

(souche Sal), EN MILIEU LIQUIDE NON RENOUVELE 

La plupart des cultures ont été effectuées en flacons de 500 ml, 
disposés sur un egitateur rotatif vertical BIOLAFITTE. Pour déterminer certain 

paramètres (pH, oxygénation d u  milieu), et en vue d'appliquer ultérieurement 

cette technique à d'autres suspensions cellulaires produisant des substances 

secondaires intéressantes,nous avons également utilisé plusieurs types de 

fermenteurs. 

1 - Cultures en f!acons de 500 ml 

Nous avons ensemencé une série de flacons avec des cellules âgées dc 

12 jours, à la concentration initiale de 15mg de M F.~I-' ( 3  0.2 g pour 200 i 

de milieu).Les cultures, placées à 21°C ont reçu en plus de 15 lumière du jou1 - 
un éclairement d'appoint fourni par des tubes fluorescents (500 lux, 12 : 12) 

~a croissance a été suivie en mesurant tous les deux ou trois jours, le volumc 

cellulaire total (VCT) d'une culture ainsi que les poids de M F, de M S et 

d'azote protéique (NP) (DUBOIS, 1975)- 

Les résultats de ces essais (Fig. 2 5 )  laissent apparaitre deux 

périodes différentes au cours du cycle de croissance : 

- d u  ler au 14ème jour,les quatre courbes sont comparables. Chacun des 
paramètres peut être utilisé pour mesurer la croissance; 

- A partir d u  14ème jour, les courbes ne sont plus superposables. Le poids de 
M F augmente jusqulau 18ème jour et le VCT jusquvau 20Eme jour. Par contre 

les poids de N P et de M S diminuent respectivement à partir du 14ème et du 

16ème jour. I I en résulte que I ' interprétation des expériences sera di fférel 
selon le critere de référence retanu. 



Figure 25 : Croissance d'une suspension cellulaire de 
Silène exprimée selon différents critères : 

A : volume cellulaire total (VCT) ; 3 : poids de matière 
fraîche (MF) ; C : poids de matière sèche (MS) ; D : poids 
d'azote protéique (NP). 

Une représentation semi-logarithmique permet de mieux individualiser 

les différentes phases de la croissance, Les résultats d'une expérience effec- 

tuée dans les mêmes conditions que la précécente, sauf en ce qui concerne la 
température, portée a 25OC et la lumière qui est continue, sont rapportées 

dans la figure 26. fl-4 

( -: (: C \ 
1 l , . ?  \LpcLr 1 
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La phase de latence e s t  pratiquement inexistante. La croissance es t  

exponentielle du 2ème jour  au 6ème ou au 8ème jour,  selon l e  c r i t a r e  de 

réfclrence u t i l i s e .  Après une phase de t rans i t ion ,  pendant laquelle l e  taux 

de croissance diminue progressivement, l a  biomasse des cul tures passe par 

un maximum. Se Ion I e c r i  tbre de r6f6rsnce retenu, i l es t  s t t e i  n t  p 1 us ou 

moins rapidement : l e  l S h  jour, s i  on considère les  poids de M S ou de N PD 

le  156me jour  s i  on se rd fe re  au poids de M F. La phase stat ionnaire es t  

t r $ s  courte e t  l e  dec l in  de l a  cu l tu re  rapide. 

Poids frais 
O Poids sec 

2 

, . 1 

L 7 

O 4 a 12 16 

,* 6; tours 

Figure 26 : Repr&sentation logartthmique de l a  croissance d'une cu l tu re  
c e l l u l a i r e  de Silène ( f lacon de 500 ml) e x p r i d e  selon d i f fb -  
rsnts  c r i  t8res : 

A : variations du polds frais-, du poids sec si. de t 'azote protéique 

B : var ia t ions du norrtbre de ce l l u le$  



fe temps de doublement du poids frais, mesuré graphiquement pendant 

la phase de croissance exponentielleest de 55 heures. Le poids sec et la quan- 

tité d'azote protéique doublent toutes les 43 heures au cours de cette période. 

b. variations iourn~lières du taux de croissance 

Les courbes qui traduisent les variations relatives des poids de 

M F, de M S et de N P sont comparables mais décalées dans le temps (Figure 27). 

Ltaccroissemeni relatif du poids sec est le plus rapide ; i l  est également le 

O Polds frais 

O Poids sec 

A N protéique 

O 4 8 12 16 
Jours 

D u r e  27 : Variations journalières du taux de croissance. 
Les accroissements relatifs des poids de matière 
fraîche, de matiare sèche et d'azote protéique sont 
déterminés de la manière suivante : 

Poids (J + 1 )  - Poids ( J I  x 100 
Poids ( J I  

p lus important, dopassant 50 5 en 24 heures et 55 $ en 48 heures. 1 1 est sui vl 

par l'augmentation de l'azote protéique, maximum le 3ème jour et seulement 

2 jours plus tard, par ce1 ui du Pol ds frai S. A partir du 6ème jour, les courbes 

évoluent de la même manière ; la diminution du poids de M F étant toutefois 
moins rapide. 

c LOE~LC 2% ,ELL<LES 
Une augmentation de la biomasse des cultures exprime aussi bien un 

phÉnomène de division ou de grandissement, qu'une modification de la composition 



chimique des ce1 Iules. I I  est donc indispensable d'analyser parallèlement 

à l'ensemble des critères pondéraux, les variations du nombre de cellules. 

La comparaison des figures 26A et 268, autorise les remarques suivantes : 

- du ler aü IOéme jour, les variaticns de la densité cellulaire 
et ceifes de la biomasse sont analogues. Aa cours de la phase exponentielle, 

ie nombre ce cellules par ml double environ toutes les 48 heures ; 

- du lOème au l5ème jour, les 4 courbes de croissance sont 
d i f férentes ; 

- au-delà du 15ème jour, elles .traduisent toutes le déclin des 
CU l tures . 

d. ______________- index mitotiaue 

Les cellules utilisées pour initier de nouvelles suspensions ont 

un index mitotique pratiquement nui. Celui-ci augmente dès le ler jour de 

culture, passe par un maxirrium le 4ème jour puis diminue rapidement du 

4ème au 8ème jour et plus lentement par la suite (Figure 26). 
1 

O 4 8 12 16 
Jours 

Figure 28 : A : variations journalières de la densité cellulaire (voir 
1s- ,.$nce d e  la  f i s .  2 7 )  ct index mitotique; 

B : variations de la taille des c~llules au cours de la cri 
sance. L et I teprésenient respect-i vanent la p 1 US gran 
et la plus petite dimension oes cellules. 



Les valeurs de l'index mitotique des ce1 Iules de Silène sont 

faibles. Pourtant, elles sont voisines de celles qui furent déterminées pour 

d'autres suspensions cellulaires (TORREY et coll., 1962 ; PEAUD-LENOEL et 

JOUANNEAU, 1971 ; BAYLIS et GBULD, 1974). Rappelons qu'afin de réduire les 

risques d'erreurs lors des cofiptages, nous n'avons pas tenu compte des noyaux 

en début de prophase. Les valeurs rapportées dans la Figure 28 sont donc 

inférieures aux index mitotiques réels. 

Les variations journalières relatives de la densité cellulaire 

(Figure 28A! suivent tr&s exactement les modifications de l'index mitotique. 

e. choix d'un critère de croissance ................................ 
La comparaison des courbes présentées dans les figures 26 et 27 

montre que la crofssance des cellules de Silène n'est pas équilibrée pendant 

toute la duree du cycle, mais uniquement au cours de la phase exponentielle. 

I I  en est d'ailleurs ainsi pour la plupart des autres suspensions cellulaires 

cultivées ec milieu liquide non renouvelé (KING et STREET, 1973). C'est 

pourquoi le choix d'un critère de croissance est toujours délicat. 

Dans les conditions standard de culture, à 2S°C et pour un inoculum de 

15 mç de h: F par ml de milieu de LESCURE mdifié, les poids de M F, de M S et 

de N P, le volume cellulaire total ei le nombre as celfules #voluent de la 

même manière au cours de la phase exponentielle ; ils varient encore dans le 

même sens pendant la période de croissance ralentie. En conséquence, d u  1er au 

IOèmejour, le poids frais ou le poids sec, faciles à mesurer, seront utilisés 

pour déterminer la croissance. Au cours de cette période, ils traduisent aussi 

bien les de la biomasse des cultures que celles du nombre de 

ce1 Iules. 

Pendant la durée de la phase stationnaire, c'est-à-dire du 12ème 

au 15ème jour, le nombre de cellules varie peu ; le poids de M F continue 

d'augmenter, tandis que les poids de M S et de N P diminuent. Nous verrons 

plus loin (Ctiap. 4 1 que des éléments nutritifs essentiels sont épuisés dès 

le 12ème jour. La niesure simultanée du poids frais et du poids sec permettent 

encore d'évaluer la croissance globale aes cultures, mais on observe des 

résultats différents et quelquefois contradi ctoi tes lorsque I 'on rapporte la 

teneur de certains constituants ce1 lulaires ou les activités enzymatiques à 



Pour des suspensions c e l l u l a i r e s  cu l t i vées  dans des condi t ions d i f  

rentes ou sur des mi l ieux  d i f f é ren t s ,  on déterminera simultanément les  poids 

de M F e t  de M S e t  on ca lcu le ra  l e  pourcentage de M S. Dès que ce lu i -c i  

slécarte des valeurs moyennes obtenues dans les  condi t ions stondard oe cu l t u i  

i l  e s t  indispensable de procéder au comptage des c e l l u l e s  (ou de déterminer 

l ' index mi to t ique)  e t  d'examiner au microscope l ' é t a t  des ce l l u l es .  Un pour- 

centage de M S t r o p  élevé au cours de l a  phase s ta t ionna i re  peut aussi b ien 

résu l t e r  de I1accumulation de substances de réserve dans l e  cytoplasme 

(amidon, par ex.) que de l a  mort dlun grand nombre de c e l l u l e s  , l a  rupture 

des vacuoles provoquant l a  d iminut ion du poids f r a i s ,  sans mod i f ie r  de façon 

importante l e  poids sec. 

2 - Cultures en fermenteurs 

a. prob l èmes techn m e t  méthodo l og_i iquues --------------- ---- - --. 
La c u l t u r e  en masse des c e l l u l e s  de Si lène dans des fermenteurs 

conçus pour c u l t i v e r  des microorganismes pose p lus ieurs  problèmes d'ordre 

technique e t  méthodologique . Des essais entrepris B p a r t i r  de 1975 en 

co l labora t ion  avec C. BRASSART e t  P.EB ont permis de mieux évaluer ces 

d i f f i c u l t é s  e t  d'en résoudre quelques unes. Une p a r t i e  des r é s u l t a t s  obtenus 

ayznt déjà é té  publ iés  (BRASSART, 1976 ; BRASSART, EB, PLICHON & DUBOIS, 

19762, nous ne meni-ionnerons i c i  que les po in t s  essent ie ls .  

a. gsep-s-' 5 
Les premlères cu l t u res  o n t  é t é  e f fec tuées avec du m i l i e u  de LESCURE 

dépourvu d 'ant ib io t iques.  Dans tous l es  cas des bactér ies  sont apparues en 

moins d'une semaine e t  dès l o r s  se sont m u l t i p i i é e s  f r è s  rapidement. Après 

isolement des contaminants, nous avons en t rep r i s  d'éprouver leu r  résistance 

v i s  à v i s  de t r o i s  an t i b i o t i ques  : l a  p é n i c i l l i n e ,  l a  streptomycine e t  I1oxy- 

t é t racyc l i ne .  Parallèlement, nous avons déterminé les  e f f e t s  de ces substance 

sur l a  croissance des c e l l u l e s  de S i lène  cu l t i vées  dans des f lacons de 500 m i  

La pénicilline e s t  molns e f f i c a c e  que !es deux aut res sn t i b i o t i ques  

- G souches/ 16 sont  sensibles à 50 ~ . r n l - '  e t  10/16 à 100 ~ . m l "  

pén ic i  l l ine ; 



- 1 - 12 souches/ 16 sont sensibles à 5 pg.rnl d'oxyt6tracycline 

- 14 souches/ 16 sont sensibles à 5 ~ ~ . r n l - ~  de streptomycine 

La pénicilline est cependant beaucoup mieux tolérée par taes 

cellules de Silène : 

- la croissance n'est pas réduite en présence de 50 ou 100 lJ.rn1-l 

de pénicilline ; - 1 - la croissance est réduite de 15 à 25 % en présence de 5 pg.ml 
- 1 d'oxytétracycline et d'environ 25 % avec 5 yg.rnl de streptomycine. 

Les courbes rapportées sur 13 Figure 29 montrent qulà faible dose 

( 5  ~.rnl-l) la pénicilline stimule légèrement la croissance des cellules de 

Silène et que les pourcentages de M S ne sont pas affectés par des doses 

10 fois et même 20 fois plus élevées. Par contre, les fortes concentrations 

des deux autres antibiotiques inhibvnt la croissance et provoquent une 

augmentation du pourcentage de M S qui résulte de la mort d'un certain 

nombre de cellules. 

Ces résultats nous ont conduit b ajouter 50 ~.ml-' de pénici l Ilfie 

dans le milieu util isé  pour les cultures en fermenteur. Les contaminations 

ne furent pas totalement éliminées, mais elle ntopparurent plus avant le 

8ème ou le 1Oème jour. Afin de compenser la perte d'activité de ItanSibio- 

tique qui se manifeste au cours de la culture (BRASSART, 19761, on peut - 1 
soit ajouter50 U.ml  depénicilline à la fin de la \ère semaine, soit. utiliser 

une dose initiale deux fois plus forte. 

Pour maintenir aseptiques des "cultures géantesf1 de cellules de 

Menthe, WANG et STABA (1963) utilisent en permanence de la bacitracine 

(~LIcJ.~~'') qui est plus active que la pénicilline emplcyée à une dose 10 fois 

plus élevée. La prolifération des cellules de Menthe, comme celle des cellules 

de S i  Iène, est inhibée par une dose de 5 e9.ml-1 dloxytBtracycl ine. 

Etant donné les modifications d'ordre génétique que les antibiotiques 

peuvent provoquer, les cellutes cultivées en fermenteur n'ont jamais été 

réutilisées pour initier de nouvelles cultures. Cependant après 4 passages 

dans un mi lieu contenant100 ~ . r n l - ' d e  pénici I Iine, ni le taux de croiss+ncc 



Figure 29 : Sensibilil-é des cellules de Silène à trois antibiotiques : 
pénicilline (Pl, streptomycine (SI et oxytétracycline (O). 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de matière fraîche 
(M F %) et de matière sèche ( M  S $1  par rapport aux témoins. 
Les mesures sont effectuées après trois passages successifs 
de 14 jours chacun (ler passage :O O ;  2e passage : m  ; 
3e passage: A A). 

ni la biomasse maximum ne diminuent. 

Signalons enfin que des cellules de Silène cultivées pendant 

14 jours en présence de 5 pg .ml-' de streptomycine ou d loxytétracyc l i ne, pu i s 

transférées dans un milieu neuf dépourvu d'antibiotiques prolifèrent d'une 
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façon presque normale dès l e  premier passage. 

B .  a g i t a t i o n  e t  aérat ion du m i l i e u  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - -  
On pouvai t  c ra indre que l ' a g i t a t i o n  du m i l i e u  provoquée par l a  ro ta-  

t i o n  de pales métal l iques dé té r i o re  les  ce l lu les ,  en ra ison de leur  t a i l l e  

t r è s  importante, comparée à c e l l e  des Bactér ies  ( e t  même des Levures) pour 

lesquel les ces appare i ls  on t  é t é  conçus. 

Les deux premiers fermenteurs que nous avons u t i l i s é s  : un apparei l  

BlOLAFlTTE équipé d'une cuve de 20 l i t t e s  e t  un appare i l  NEW BRUNSWICK muni 

d'une cuve de 15 l i t r e s  conviennent b ien pour des c e l l u l e s  végétales. Au même 

stade de l a  cu l tu re ,  i l  n 'y a  pas p lus de c e l l u l e s  mortes en fermenteur qu'en 

f lacon de 500 m l .  I I  f au t  t o u t e f o i s  prendre so in  de c h o i s i r  une v i tesse  de 

r o t a t i o n  relat ivement f a i b l e  e t  une aérat ion du m i l i e u  modérée pour ne pas 

provoquer t r o p  de turbulences à l ' i n t é r i e u r  de l a  cuve. 

Nous avons également u t i l i s é  un fermenteur SETRIC muni d'une cuve 

beaucoup p lus  p e t i t e  ( 4  l i t r e s ) , . q u l i l  s e r a i t  p lus  f a c i l e  d ' u t i l i s e r  pour des 

cu l tu res  en m i l i e u  renovvelé. Le systeme d'sntrainement de l 'axe prévu dans ce 

modale provoque une dé té r i o ra t i on  t r è s  importante des ce l lu les ,  mêms lorsqu'on 

r é d u i t  au minimum l a  v i tesse de rotat ion.Aprhs a v o i r  f a i t  modi f ier  l e  

d i s p o s l t i f  d 'en t ra in~ment  de l'axe, nous avons obtenu d 'exce l lents  résu l t a t s .  

Nous avons e f fec tué  une sé r i e  d'essais en vue de déterminer l a  

v i tesse  de r o t a t i o n  optimale e t  les condi t ions d'oxygénation les  p lus  favora- 

bles.Les me i l l eu rs  r é s u l t a t s  on t  é té  obtenus avec un déb i t  de 3 ou 4 l i t r e s d l a i r  

Par mn dons les  fermenteurs de 15 e t  20 l i t r e s  e t  de. 1 ou 2  l i tres.mn-' , pour 

l a  cuve de 4 l i t r e s  (à l a  pression de 2 bars). La v i tesse  de r o t a t i o n  l a  p lus  

favorable e s t  de 200 +.mn-' . 

A .  choi x d  ' un c r i  t è r e  de c r o  i s s a n c ~  _ - _ - _ -  - - - - - -  - - - - - - - - - -  
Le prélèvement d léchant i l lons s i g n i f i c a t i f s  devient d l f f i c i l e  

après une semaine de cu l tu re .  En e f f e t ,  malgré l ' ag i t a t i on ,  une p a r t i e  des 

c e l l u l e s  se déposent dans l e  fond de l a  cuve, D'autres s'agglomèrent autour 

des tubulures e t  de l 'axe ou adhèrent l e  long des paro is  la té ra les  du fermen- 

teur, à l a  l i m i t e  supérieure a t t e i n t e  par l e  m i l ieu .  On pouvait donc c ra indre  

que l ' e r r e u r  r e l a t i v e  commise augmente au f u r  e t  à mesure que l a  c u l t u r e  se 

prolonge. I I  n'en e s t  r ien .  Après 2 semaines, l a  biomasse calculée en m u l t i -  

p l i a n t  l e  poids moyen de 2 ou 3 échant i l l ons  de 5-10 m l  par l e  volume théor ique 

de l a  c u l t u r e  d i f f è r e  peu du poids t o t a l  de c e l l u l e s  récupérées dans l a  cuve 

e t  pesées immédiatement après l ' a r r ê t  du fermenteur. 



L'erreur commise es t  i n f é r i e u r e  à 10 %, 
Par contre, l a  valeur du pH ne peut ê t r e  retenue, car  ce paramètre 

var ie  re lat ivement peu au cours de l a  crojssance des c e l l u l e s  de Si lène 

( v o i r  chap i t r e  3 , C ) ,  contrairement à ce que l ' on  observe chez I 'Erable 

par exemple (MORVAN, 1974). De même l a  mesure de i a  t u r b i d i t é  de l a  suspen- 

sion, souvent employée pour con t rô l e r  l a  croissance des cut tures continues 

s e r a i t  d i f f i c i l e  à u t i l i s e r ,  car l es  c e l l u l e s  de Si lène forment des agrégats 

t a i l l e  va r i ab le  e t  ont  tendance à sédimenter. 

Les concentrat ions de saccharose e t  de n i t r a t e s  du m i l i e u  c o n d i t i o  

nent l a  p r o l i f é r a t i o n  des c e l l u l e s  de Si lène ( v o i r  c h a p i t r e 4  1 .  Aussi, l a  

consommation du sucre e t  de l ' azo te  n i t r i que ,  faci lement mesurables à p a r t i r  

de p r l ses  d'essais de quelques m l ,  p e r m t t e n t - e l l e s  de su iv re  de façon 

sa t i s fa isan te  l e  déroulement des cu l t u res  en fermenteur. 

Pour évaluer l a  croissance, nous avons e f fec tué  1 ou 2 prélèvement' 

j ou rna l i e r s  de 5-10 m l  de suspensiop e t  nous avons mesuré d'une p a r t  l e  

poids de M F e t  de M S des ce1 Iu les,  d'autres p a r t  l a  teneur en sucre du 

m i  l leu. 

S i  l ' on  s u i t  i ' é v o l u t i o n  .de l a  croissance en fonct ion du temps 

(Figure 30), on remarque q u ' i l  n 'y a pas de phase de latence. La phase 

exponent ie l le  dure de 6 à 13 jours  selon qu'on se ré fè re  au poids de 

M S ou de M F. Pendant c e t t e  période, l e  poids de M S double environ tous 

l e s  3 j ou rs  e t  ce lu i  de M F tous les  4 jours .  Le décalage, déjà constaté 

dans des cu l t u res  réa l isées en f làcons de 500 m l ,  e s t  encore accusé en 

fermenteur. 

La consommation du sucre e s t  re lat ivement f a i b l e  pendant les 3 pre- 

miers jours; e l l e  e s t  t r è s  rapide du 4ème au 14ème jour.L1entrée en phase 

s ta t i onna i re  de l a  c u l t u r e  ooi'ncide avec l 'épuisement du m i l i e u  en sucre ; 

ce lu i -c i  e s t  t o t a l  au 15ème jour .  
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Figure 30 : Croissance des c e l l u l e s  de Si lène c u l t i v é e s  en fermenteur (cuve 
de 20 1 contenant 10 I de suspension) e t  va r i a t i ons  de l a  teneur 
en sucres du m i l i e u  de cu l tu re .  

- la  croissance e s t  e x p r i d e  en g de M F ou de M S par c u l t u r e  ; 

- les sucres sont rapportés en g de saccharose par l i t r e  de 
m i  1 ieu (concentrat ion i n i t i a l e  : 20 9. 1 - 1  1 

3 - Comparaison du cyc le  de croissance en fermenteur de 20 l i t r e s  

e t  en f lacon de 500 m l  

Les r6su l t a t s  rassemblés dans l e  Tableau XL o n t  é té  r e p r i s  

ou c a l c u l ~ s  à p a r t i r  des f igu res  26 e t  30. S i  I t o n  considère l a  biomasse 

e t  l e  rendement des cu l tures,  les  d i f fé rences  sont minimes. I I  y a par con t re  

un décalage des courbes, ca r  l e  taux de croissance e s t  p lus f a l b l e  en fermenteur. 

P lus ieurs  facteurs sont responsables d, ce f a i t  : 



CONDITIONS EXPEHIMENTALES : 

- Température 
lumière du jour + - Lumiére appoint photop6riodique lumiére du jour 

( 5 0 0  lux, 12 : 72) 

- Volume du milieu 

- lnoculum 
P A M R E S  DE LA CROISSANCE : 

- nirée de la phase de latence O - 24 h selon le 
critère de référence 

molns de 24 h 

- nirée de la phase exponentielle 6 - 7 J (WS) 
6 - 8 j (MF) 10 - 13 j (MF) 

- Temps de doriblement 43 h (MS) 72 h (MS) 
pendant la phase exponentielle 96 h (MF) 

- Temps nécessaire pour obtenir 12 - 14 j (MS) 
le maximum de biomasse 16 - 18 j (MF) 

- Crolscance relative : 
MF (Jn - JO) 

MF (JO) 

- Rendement : 
biomasse (.in) 0,45 g de MS/q de sûch. 

Saccharose consmm6 

TABLEAU XL : Comparaison de quelques paramètres de l a  croissance d'une c u l t u i  
c e l l u l a i r e  de Si lène en fermenteur de 20 l i t r e s  e t  en f lacon de 
500 m l  disposé sur un ao i ta teur  r o t a t i f .  

- Au cours des premiers jou rs  de cul ture,  l a  suspension e s t  p lus  dispersée 

dans la  cuve du fermenteur que dans les f lacons de 500 m l ,  en ra ison du Pype 

d ' ag i t a t i on  qui e s t  t r è s  d i f f é r e n t .  I l  e s t  poss ib le  que I f  index mi to t ique  s o i t  

p lus  f a i b l e  dans de t r è s  p e t i t s  agrégats. C'est en t o u t  cas ce qu'observent 

T3RREY e t  Co l l .  (1962) dans des cu l tures de Convolvulus arvensis e t  HENSHAW e t  

Coll. !1966) dans des suspensions ce1 l u l a i r e s  dlErable . 
- Nous pensons p l u t ô t  que ces d i  f férences sont l iées au mode d lensemence- 

ment des cu l tu res  : c e l l u l e s  seules, pour les f lacons de 500 m l ,  c e l l u l e s  p lus  

m i l i e u  pour l e  fermenteur. Or, l e  m i l i e u  d'une suspension c e l l u l a i r e  de 14 jour 

renferme de nombreuses substances, notamment des protéines sécrétées par les 

ce l l u l es  vivantes au cours de l a  cu l t u re  ou provenant de l a  rup iure des paro is  

c e l l u l e s  mortes. Nous savons q u ' i l  con t ien t  en p a r t i c u l i e r  p lus ieurs  isoperoxyc 

ses e t  q u ' i l  présente une f o r t e  a c t i v i t é  peroxydasique (LEGRAND e t  DUBOIS, 197; 



- L'oxygénation des cu l t u res  qui i n t e r v i e n t  su r  l e  déroulement de l a  

croissance (2ème par t ie ,  3 ,  D) e s t  t r è s  d i f f é r e n t  dans les deux types de 

cu l tures.  

C - OBSERVATIONS CYTOLOGIQUES 

1 - Degré de séparation des c e l l u l e s  

Comme l a  p lupar t  des autres suspensions c e l l u l a i r e s  végétales, 

ce l l e  de S i l ène .ne renferme qu un p e t i t  nombre de ce l l u les rée l  l ement i so l  ées. 

E l l e  présente sur tou t  des agrégats const i tués de quelques c e l l u l e s  à p lu -  

s i e u r s  centaines d 'un i tés  e t  mesurarat de 130 à 4000 F m  (PI. 1x1. Des tamisa- 

ges ef fec tués à p a r t i r  dlune c u l t u r e  entretenue pendant 14 jours  à 25OC 

donnent l a  r é p a r t i t i o n  suivante : 

- agrégats i n fé r i eu rs  à 200 p m  ( 2  à 10 c e l l u l e s )  ..: 2,2 % du poids de M F 
- c o m p r i s e n t r e 2 0 0 e t 5 0 0 p m  ............ :14,3$ l. II 11 

- II II " 5 0 0 e t 1 0 0 0 p m  ........... :53,2$ " 11 II 

-. ?t 11 II 2000 e t  4000 pm : Z,7 $ " " 11 11 ........... 
De nombreux examens microscopiques échelonnés au cours de la  c u l t u r e  

montrent  que l a  t a i l l e  des agrégats augmente pendant l a  phase exponenf ie l le  e t  

passe par  un maximum pendant l a  période de croissance ra l en t i e .  Quelques rares 

c e l l u l e s , i s o l é e s  e t  des p e t i t s  amas de m i n s  de 10 c e l l u l e s  apparaissent de 

nouveau à l a  f i n  de l a  phase s ta t ionnai re .  

Dans les  suspensions c e l l u l a i r e s  dtErable, 1 'agrégation des c e l l u l e s  

s lacc ro Î t  également pendant l a  période de croissance exponentiel le, p u i s  

diminue (HENSHAW e t  Co11.,1966). Selon KING e t  STREET (19731, c 'es t  pendant 

l a  phase s t a t  ionns i r e  que l e  pourcentage di amas de moi ns de 10 ce l l u  les  e s t  

l e  p l us  élevé. I I  en e s t  de même dans les  cu l t u res  de Convoivulus arvensis 

e t  de Daucus carota, bien que l a  p r o p ~ r t i o n  du poids de M F t o t a l  que 

représentent les p e t i t s  amas de moins de 100 ym diminue régulibrement au 

cours de l a  c u l t u r e  (TORREY e t  REINERT, 1961). 

T a i l l e  e t  forme des c e l l u l e s  

A côté  des ce1 l u l es "norma les11 mesurant de 35 à 100 prn, on rencon- 

t r e  des c e l l u l e s  'lgéantes" de 100 à 200 ym ; cer ta ines  dépassent même 300 y m  



(Planche IX, Fig. 7). Les c e l l u l e s  "géantes" é t a n t  beaucoup moins nombreuses 

que les autres, nous n'en avons pas tenu compte lorsque nous avons analysé 

les  va r i a t i ons  de l a  t a i l l e  moyenne des ce l l u l es ,  au cours du cyc le  de 

croissance (Fig.  28, B I .  

La t a i l l e  des c e l l u l e s  diminue pendant les  premiers jours, passe 

par un minimum (environ 55 x 70 pm) vers l e  6ème j o u r  -au moment où les  

d i v i s i ons  c e l l u l a i r e s  sont  les  p lus  nombreuses- pu is  augmente progressive- 

ment au f u r  e t  à mesure que l ' i ndex  mi to t ique  diminue (Figure 28, A e t  B I .  

Les c e l l u l e s  iso lées sont sphériques. Les aut res présentent généra- 

lement une face ap la t ie ,  en p a r t i c u l i e r  l o rsqu 'e l les  viennent de se d i v i s e r .  

En f i n  de cu l ture ,  quand e l l e s  cessent de se m u l t i p l i e r ,  e i l e s  tendent de 

nouveau à s ' a r rond i r  (Planche IX, Fig.  5 e t  7) . I I  en r é s u l t e  une réduct icn 

de l a  surface de contact  en t re  les  c e l l u l e s  vois ines,  ce qui f a c i l i t e  proba- 

blement l eu r  d ispersion dans l e  m i l i e u  l i qu i de .  On ne rencontre jamais 

d'éléments al longés dans les  cu l t u res  ce1 l u l a i r e s  de Silène, a l o r s  que des 

c e l l u l e s  al longées e t  sphériques s'observent simultanément dans d 'autres 

suspensions c e l l u l a i r e s ,  notamment de Har ico t  (NICKELL, 1956) e t  de Carot te 

(STEWART e t  Col 1 ., 1958). 

L'augmentation de l a  t a i l l e  moyenne des c e l l u l e s  e t  du pourcentage 

de ce1 1 u les  "géantes" au cours de l a  phase s ta t i onna i  r e  exp 1 ique que l e  poids 

de M F continue d'augmenter, tand is  que l e  po ids  de M S e t  de pro té ines 1 
1 

diminuent. D'autre par t ,  ce sont les  c e l l u l e s  l es  p lus  grandes e t  les  p lus  / 

3 - St ructure  e t  u 1 t r a s t r u c t u r e  

fortement vacuolisées qui  se lysent  les  premières au cours de l a  phase s t a t i o n  

nai  r e  e t  de décl in, ce qu i  provoque ou favor i se  l e  morcel lement des agrégats. 

Ce processus e s t  t r è s  important  pour l a  dynamique de l a  c u l t u r e  : i l  empêche 

l ô format ion de gros amas e t  c o n t r i  bue à rédu i r e  1 'hétérogénéité de !a 

suspension (Planche IX, F ig.  7 e t  8 ) .  

Les ce1 l u  l es de S i  1 ène présentent l a s t r u c t u r e  habi tue1 l e  des ce1 l u  11 

l 

végétales cu l t i vées  en m i l i e u  l i qu i de  a g i t é  (SUTTON-JONES e t  STREET, 1968 ; 

NOUGAREDE e t  Col l . ,  1968 a e t  b ; DAVEY e t  STREET, 1971 ; FOWKE e t  Col l., 

1974 ; WITHERS, 1976). l 



E l l e s  sont caractér isées par l a  présence d'une ou de p lus ieurs  

vacuoles de grande t a i  l le. Leur s t ruc tu re  e s t  de ce f a i t  beaucoup plus proche 

de c e l l e  des c e l l u l e s  cambiales que de c e l l e  des c e l l u l e s  i n i t i a l e s  loca l isées 

dans les  méristèmes apicaux. Des observations r6a l i sées  en microscopie 

photonique e t  é lectronique montrent que leur  s t r uc tu re  va r i e  au cours du 

cyc le  de croissance e t  permettent de d é f i n i r  t r o i s  stades de d i f f é renc ia t i on .  

Ce sont les  p lus p e t i t e s  (50 x . 7 0  pm). E l l e s  présentent un cytoplas- 

me abondant r i c h e  en ribosomes. A côté des mitochondries, on rencontre des 

proplastes t r è s  nombreux, dont ce r ta i ns  semblent se d i v i se r ,  des leucoplastes 

amyl i fères e t  quelques p e t i t e s  vacuoles (PI .  X ,  Fig. 1 e t  2) .  

Le noyau, généralement lobé, a une t a i l l e  t r è s  var iab le  (10-20bJm) 

e t  renferme souvent p lus ieurs  nucléoles. 1 1  se co lo re  rapidement en jaune-brun 

par l e  r é a c t i f  iodo-ioduré e t  beaucoup p l u s  lentement en b leu-v io le t  par 

l e  v i o l e t  c r i s t a l  t r è s  d i lué.  La co lo ra t i on  par l e  r é a c t i f  de Sch i f f ,  après 

hydrolyse par HCI à chaud e s t  longue à se développer (p lus ieurs  heures) ; e l l e  

e s t  t r è s  intense. La chromatine colorée par l a  méthode de Feulgen ou par 

l e  carmin-acétique apparaî t  r é t i c u l é e  e t  on n'observe pas de chromocentres. 

De nombretlx noyaux sont en prophase. La f i gu re  4 de l a  planche X montre 

une plaque métaphgsique en vue équator ia le.  

En microscopie photonique, on reconnaît  des ce1 Iu les jeunes à l e u r  

cytoplasme t rabécu la i re  abondant e t  à leu r  cytoplasme pér inuc léa i re  r i che  

en leucoplastes contenant p lus ieurs  gra ins d'amidon (Pl.lX,Fig.3). Ces organites, 

colorés en bleu-noir  par l e  r é a c t i f  iodo-ioduré e t  en rouge par l e  r é a c t i f  

de Sch i f f  ( technique du P.A.S.) proviennent de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  de proplastes 

d i f f i c i l e s  à d is t inguer  des mitochondries quand i l s  ne renferment pas de 

vésicules amyl i fères (PI. X ,  Fig. 2 e t  3 ) .  

E l l e  se d is t inguent  d'abord des précédentes par  une t a i l l e  p lus 

grande e t  par une f o m e  p lus  arrondie.  Le cytoplasme e s t  moins abondant e t  

moins dense (PI.  X I ,  Fig. 1 e t  2). On note sur tout  une réduct ion importante 

du nombre e t  de l a  t a i l l e  des leucoplastes amyl i fères présents dans le  

cytoplasme pér inuc léa i re  a l o r s  que les mitochondries demeurent t r è s  

nombreuses (PI.XI, F ig . l  e t  3 ) .  



Après 10 jcurs de culture dans des conditions standard, les di- 

visions sont rares. La plupart des noyaux sont fortement lobés (PI. XI, 

Fig. 1 )  e t  les parois sont plus épaisses qiie dans les cellules jeunes (PI. 

XI, Fig. 2 ) .  

c. cellules en phase stationnaire ( 1 4  jours) ------------ ----------------- 
Les ce1 Iules prélevées dans des suspensions âgées de 14 jours d é ~  

sent généralement 80 Pm de diamètre. En microscopie photonique, elles parai 

sent "vides". Le cytoplasme périphérique est réduit à un mince liseré ; le 

cytoplasme trabéculaire est inexistant. En plus de la grande vacuole centra 

on rencontre de nombreuses petites vacuoles dons le cytoplasme périphérique 

et périnucléaire (PI. XI 1, Fig. 1, 2, 3 ) .  

Les noyaux, très fortement lobés, présentent une chromatine très 

claire ; ils ne se divisent plus (PI. XII, Fig. 1 ) .  

A l'intérieur d'un même agréçzt, les parois des cêllules diffèren 

par leur épaisseur et par leur structure (PI. XII, Fig. 2). Les plus fines 

(0,3prn) sont denses et psraissent homogenes. Les plus épaisses ( 2 vml sont 

claires et constituées d'une série de strates parallèles à la surface de la 

cellule (Pl. XII, Flg .  3 ) .  On observe parfois des fragments de parois provc 

nant de cellules mortes qui relient deux cellules (PI.IX, Fig. 41, nais pas 

de par01 épaisse entourent plusieurs ce1 Iules, comme c'est le cas pour 

dlautres suspensions cellulaires [WITHERS, 1976 ; TORREY et LANDSREN, IO771 

bien qu'il soit difficile de distinguer cette paroi d'me cloison primaire 

entourant le protoplaste. 

Nous avons tepté de caractériser la nature des principaux consti- 

tuants des parois de cellules provenant de cultures âgées de 14 jours. Elle 

renferment beaucoup de composés pectiques, mis en évidence par la coloratic 

au rouge de rutnénium. Par contre, elles présentent peu dlaffinifés pour le 

réactif iodo-phosphorique ei pour le chlorure de zinc iodé, ce qui indique 

que la cellulose n'est pas très abondante. Nous n'avons observé aucune 

coloration des parois après traitemerit à la phloroglucine ( 1% dans 1 '  

éthanol 50' pendant 10 mn + une goutte de HCI). Par la technique de MAULE 

(permanganate de K à 1% pendant 5 mn ; HCI à 12$, jusqu'à décoloration ; 

NH40H), la paroi ne se colore pas, tandis que l'intérieur de la cellule 

est généralement coloré en jaune.Til:.JMANNet ROSENTHALER (1931, p. 981) 

signaleni que la coloration de b!AULE n'est pas toujours spécifique de la 

lignine ; elle peut avoir lieu même lorsque la coloration à la phloroglu- 

cine est négative, ce qui esi le cas ici. Dans d'autres suspensions cel- 



l u l a i r es ,  1s l i g n i f i c a t i o n  dépend des cond i t ions  de cu l ture ,  notamment 

de l a  teneur en sucre du mi l ieu .  CARCELLER e t  Co l l .  (1971) observent dans 

des suspensions ce1 l u l a i r e s  dlErable cu l t i vées  en présence d'une dose 

supraoptimale de saccharose une réact ion p o s i t i v e  de l a  l i gn ine  à I ' i n t é -  

r i e u r  du protoplaste, en t re  les c e l l u l e s  cons t i tuan t  les agrégats e t  dans 

l e  m i l i e u  lui-même ; mais i l s  ne notent aucune l i g n i f i c a t i o n  des paro is  

c e l l u l a i r e s .  D i f f é ren t s  polysaccharides par ié taux (acide pectique, arabino- 

galactanes, fucoxylanes, e t c )  on t  é té  mis en évidence dans l e  m i l i e u  de 

c u l t u r e  de p lus ieurs  suspensions c e l l u l a i r e s .  I l s  ne proviennent pas 

forcément de la  lyse des paro is  des c e l l u l e s  les p lus  âgées ou des c e l l u l e s  

mortes, ca r  i l s  apparaissent p a r f o i s  dès les  premiers jours  4MARf3ZKtt e t  

Coll . ,  1974) e t  va r i en t  selon l ' é q u i l i b r e  hormonal (MANTE e t  BOLL, 1978). 

L'hétérogénéité s t ruc tu ra le  de l a  paroi  des c e l l u l e s  âgées, 

dans lesquel les apparaissent des s t ra tes  peu denses aux é lect rons e i  

l eu r  a f f i n i t é  p lus  grande pour l e  rouge de ruthénium que pour les  colo-  

ran ts  de la  ce1 lu lose suggèrent que l a  séparat ion des c e l l u l e s  p o u r r a i t  

ê t r e  en r e l a t i o n  avec l a  t ransformat ion de la  nature chimique des paro is  

e t  en p a r t i c u l i e r  avec une zugmentation des ccmposés pectiques e t  des 

hémicel luloses hydrosolubles. Une t e l  l e  hypothèse a déjà é té  émise par 

GRANT e t  FULLER (1968) pour exp l iquer  l e s  v a r i a t i o n s  de f r i a b i l i 7 é  de 

co lon ies t i s s u l a i r e s  de Tabac. En r é a l i t é ,  ce n ' e s t  pas aussi simple e t  

HALtIER e t  THORPE (1976) n'observent pas de d i f fé rences  marquées en t re  les 

propor t ions de pectine, d'hémicel lulose e t  de c e l l u l o s e  dans des ca l s  de 

Tabac f r i a b l e s  se développant sur  un m i l i e u  contenant une f a i b l e  dose de 

k i n é t i n e  e t  des c a l s  durs e t  compacts entretenus sur  l e  même mi l ieu,  

mais renfermant une f o r t e  dose de k inét ine.  I l s  ne constatent  que des 

modi f icat ions q u a l i t a t i v e s  e t  quan t i t a t i ves  de l a  composition des mono- 

saccharides, e t  sur tout  une augmentation du rappor t  arabinose / xylose 

e t  de l a  teneur en hydroxyprol ine dans l es  ca l s  f r i a b l e s .  Par contre, une 

d iminut ion des composés non ce l lu los iques  e t  des polyuronides e t  une aug- 

mentation des xyloglucanes e t  des composés cet lu los iques ont  é t é  s ignalés 

par  TAKEUCHI e t  KOMAMINE (19781, au c o u r s d e l a  croissance des suspensions 

ce1 l u l a i r e s  de Vinca rosea. -- 
4 - Etude de l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  

Rappelons que c ' e s t  au 4èm j o u r  de la  c u l t u r e  que l ' i ndex  

mi to t ique  e s t  généralement l e  p lus  élevé, t o u t ' a u  moins dans les  condi- 

t i o n s  standard de cu l tu re .  

Le dénombrement des d i f f é r e n t e s  phases de l a  mitose de c e l l u l e s  
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prélev5es dons une c ü l t u r e  de 4 j o u r s  nous a f o u r n i  l e s  r é s u l t a t s  su i van ts  : 

..... - noyaux qu iescents  : 2067 

....... début : O à 12 s o i t  O B 0,5 % 
...... II : 24 1 . 1  '% ] 1 , 9 à  2 , 4 $  

Il f i n  ......... : 17 0,s % 
11 ............. - métaphase : 23 II 

- anaphase : 06 II 0,3 ': .............. 1,6 5 
- té lophase : 05 11 0,2 % ............. 

................ Index m i t o t i q u e  : 3,5 à 4,O 

Comme nous I1avons dé jà  s ignalé,  i l  e s t  d i f f i c i l e  de d i s t i n g u e r  

l e s  noyaux en débct de prophase des noyaux quiescents, en r a i s o n  de l a  

présence des p l a s t e s  z m y l i f è r e s  dans l e  cytoplasme p é r i n u c l é a i r e  q u i  se 

c o l o r e n t  en rouge, comme l a  chromatine, par  l a  technique de FEULGEN. De plus,  

on ne peut t e n i r  compte de l a  t a i l l e  des noyaux qu i  v a r i e  beaucoup en fonc- 

t i o n  des taux  de p i o î d i e .  Quoi q u ' i l  en s o i t ,  l a  prophase dure p l u s  longtemps 

que les t r o j s  au t res  phases réun ies  de l a  mi tose.  

Le dénombrement des chromosomes en metaphase r g v è l e  que l e s  c e l l u l e :  

d i p l o Ï d e s  son t  excep t ionne l l es  (PI.XIII,Fig.5). La p l u p a r t  des noyaux r e n f e r -  

ment de 4 21 6 n chromosomes (PI .X I I I ,F ig .  6 8 7 )  e t  dans c e r t a i n s ,  on n 'en 

compte pas moins de 8 n (P I .X I  I I ,F ig .  8 e t  10). A urt t e l  degré de p lo rd ie ,  

i l  dev ient  t o u t  à f a i t  impossib le de dénombrer exactement les  chromosomes, 

e t  on ne peut  donner qu'un o r d r e  de grandeur. De nombreuses ce1 l u l e s  r e n f e r -  

ment des nombres i n t e r m é d i a i r e s  de chromosomes (3n, 5n, 7n) ou b i e n  sont  

aneuploÏdes. Des observa t ions  analogues o n t  dé jà  é t é  rapportées pour p l u -  

s i e u r s  au t res  saspensions c e l l u l a i r e s  d ' o r i g i n e  végéta le (HEINZ, MEE & 

NICKELL, 1969 ; BhYLlSS e t  GOULD, 1974 ; HASHID e t  STREET, 1974). 

Au cours de c e t t e  étude, nous avons rencont ré  de nombrvuses f i g u r e s  

de mitoses anormales ; chromsttdzs re tardées l o r s  de 1 'ascension p o l a i r e  

( P I .  13, F ig .  1 1  à 141, f ragmenta t ion  de chromosomes ou de noyaux ( P l ,  X 1 1 1 ,  

F ig.  13 e t  181, ponts  de chromatine e n t r e  des noyaux anaphasiques e t  té lopha- 

siques (P1.XI I  I,Fig. 13 e t  171, r e j e t  d'un zhromosone hors du fuseau. Ces 

anomalies sont  sans d o u t r  l a  conséquence de l a  présence du 2,4-D dans l e  mi l i e  

Cet te  substance e s t  également connue pcur  augmenter l a  p l o l d i e  des c e l l u l e s  

en cul - ture ; I n  dip!oïdisation spontanée des t i s s u s  haploïdes l ~ r s  de I 'androc~e 

se expérirnontale e n  f o i ~ r n i t  oe nonbreux exemples . 



Ccmixe l e  sou l i gne j usternen.t SU:!DERLAND ( 1973 1, p 1 us l e nombre 

d i p l o l de  de chromosomes e s t  élevé, moins on a de chances de v o i r  se former 

des noyaux hapioTdes. Nous n'avons rencontré qu'une seule f o i s  une c e l l u l e  

haploi'de da Si lène. Dans des populat ions hautement polyploïdes, l a  non 

d i s j onc t i on  des chrornat ides, l es  'lchromosomes t ra înards"  e t  les  fuseaux mu l ti- 

po la i res  conduisent au c o n t r a i r e  à des é t a t s  grossièrement hypo- ou hyperp lo l -  

des, Dans des cu l t u res  de t i s s u s  de Tabac é tab l i esdepu i s  p lus ieurs  années, 

FOX (1963) observe des nombres de chromosomes va r i an t  de 70 à 220, avec un 

pourcentage de t é t r ap lo l des  supérieur à 85 P .  La non sgparation des noyaux 

télophasiques que nous avons observée dans l a  suspension de Si lène condui t  

à une d i p l o l d i s a t i o n  immédiate de l a  ce l l u l e ,  e t  l ' opéra t ion  d o i t  pouvoir  

se répé+er l o r s  de d i v i s i ons  g i t é r i eu res .  De t e l l e s  observations ne sont pas 

rares en cu l t u re  de t i s s u s  ou de c e l l u l e s  (PARTENEN, 1963 e t  1965 e t  SUNDERLAND, 

1973). 

En p lus  de son ac t i on  sur l a  caryocinèse l e  2,4-D perturbe éoalement 

l e  déroulement de l a  cytodièrèse.  Des c lo isons  incomplètes responsables de l a  

format ion de c e l l u l e s  binuclékes on t  é té  o ~ c r i t e s  dans des suspensions ce l -  

l u l a i r e s  dfErable cu l t i vees  en i u rb i nos ta t ,  lorsque l a  teneur en 2,4-D e s t  

de 1,5  IO-^ M ( W  ITHERS, 19761, ce qu i  représente une concsntraf  ion t r è s  

proche de l a  concentrat ion minimale permettant l a  d i v i s i o n  de ces c a l l u ( e s  

(KING,197Cal. Dans des cu l t u res  dlErable également, NOUGAREDE, GUFKN e t  

GRIGNON (1968,b) notsnt  que l a  reconst.i-tution des noyaux- f i l s  e t  l a  cy to-  

d iérèse sont rarement simultanées e t  que des é t a t s  "binuciéSs7' proviennent 

de l a  lenteur  de l ' é d i f i c a t i o n  de l a  c lo i son  nouvel le.  I I  es t  poss ib le  que 

ces noyaux f i n i s s e n t  par  se souder e t  que les  gros noyaux, foriement lobés, 

que nous voyons dans c e r t a  i nes ce l l u les  de S i l ène a i e n t  une t e l  1 el 0ri g i ne. 

D - E\IOLUTION DES ACIDES NUCLEIQ'JES AU COURS DU CYCLE DE CROISSANCE 

Les analyses on t  é té  ef fectuées dans des suspensions c e i l u l a i r e s  
- 1 ensemencées à l a  concentrat ion i n i t i a l e  de 15 mg.rr,l , avec des c e l l u l e s  â'ées 

de 14 j ou r s  parvenues en phase s ta t ionna i re .  Pendant l a  durée des expériences, 

les  cu l t u res  sont placees sur  un ag i t a teu r  r o t a t i f ,  à 25OC e t  à l a  lumière - 
(24 : O - 500 lux ) .  

1 - Evolu t ion des ARN 

La quan t i té  a T A K N  rapporTer 5 une c u l t u r e  augmente d & ç  i e  t r a n s f e r t  

des c e l l u l e s  sur un m i l i e u  nouf, pu is  a t t e i n t  un p a l i e r  te 6e j o u r  (F ig .  3 1 , A ) .  



Rapporté à une cellule (Fig. 31, B I ,  I1accroissement est très rapide pendant 

les premières 24 heures, puis plus lent jusqu'au 4ème jour. Ensuite la teneur 

. en ARN par cellule diminue régu!ièrement, bien que la quantité totale d'ARN pal 

~ culture augmente encore. 

Dans une suspension cellulaire dlErable présentant une phase de 

latence plus longue (2-3 jours au lieu de 12-24 heures pour celle de Silène), 

SHORT et Coll. (1969) observent que la synthèse de I'ARN total débute immédia- 

tement après la mise en culture. Elle est même très active pendant la phase de 

latence, puisque la quantité dlARN par cellule est multipliée par 2,5 au cours 

de cette période. 

O 4 8 12 
Jours 

O 2 4 6 8 10 1 2  
Jours 

Figure 31 : Variations des acides nucléiques totaux au cours d'un cycle dc 
croissance. L'évolution de la quantité totale dtARN et d'ADN 
est rapportée : 

- A : en pg de phbsphorc x IO-' par culture ; 

- B : en pg de phosphore pour 106 ce l l u les. 



S i  I t o n  s u i t  I1 incorpora t ion  du 3 Z ~  dans I 'ARN des c e l l u l e s  de 

Si lène e t  que I1on repor te  graphiquement les  a c t i v i t é s  spéci f iques en fonct ion 

du temps ( F i g .  321, i l  apparaî t  deux maximums : l ' un  t r è s  précoce, à l a  6e 

heure, l ' a u t r e  p lus  t a r d i f  e t  p lus  é t a l é  dans l e  temps, débute l e  3e j o u r .  

Le premier p i c  apparart donc au cours de l a  phase de latence e t  p o u r r a i t  

correspondre à une synthèse dtARN nuc léa i re  hétérodisperse. Le second, qui 

se s i t u e  pendant l a  phase exponentiel le, au moment où l ' index mi to t ique  es t  

maximal, pou r ra i t  correspondre à une synthèse prédominante dtARN ribosomal, 

en r e l a t i o n  avec l a  protéogenèse t r è s  ac t i ve  en t re  l e  2e e t  l e  5e j o u r  

de c u l t u r e  (Fig. 27). 

A f i n  de v é r i f i e r  ces hypothèses e t  de comparer l e  métabolisme 

des ARN à ces deux stades de l a  cu l ture ,  des c e l l u l e s  de 4 e t  de 70 heures 

o n t  ét& marquées pendant 2 heures avec du 14c adénosine e t  les AFIN o n t  é t é  

e x t r a i t s  selon une technique séquent ie l le  (21 4 e t  à 55OC) dans ces deux 

condi t ions expérimentales. Les r é s u l t a t s  (RAMBOUR, VASSEUR e t  DUBOIS, 1977 ; 

VASSEUR e t  RAMPOUR, 1977 ; RAMBOUR, VASSEUR e t  DUWIS, 1978) montrent que 

les  deux p i cs  d ' incorporat ion observés correspondent effect ivement à des 

ARN d i f f é ren t s .  Les molécules r e c u e i l l i e s  dans les  " e x t r a i t s  chaudsv ne 

représentent qu'environ 5 % de ItARN analysé, mais leu r  a c t i v i t é  spéci f ique 

e s t  tou jours  2 ou 3 f o i s  p lus  importante ; ce qui impliqu9 une incorpora- 

t i o n  p r é f 0 r e n t i e l l e  ds l 'adénosine marquée dans ces molécules. Dans l e s  

" e x t r a i t s  frcidsV1, après f r ac i i onnemnt  sur MAK colonne, on ob t i en t  davanfage 

dtARN ribosornal à 72 heures qd'à 6 heures e t  au c o n t r a i r e  davantage dlARN- 

T.B. (i-enaciously bound RNA) dans l e  second extrai t .Notons encore qu'une 

p a r t i e  importante de l'Am-T.B. e s t  polyadénylé e t  que dans tous les  e x t r a i t s  

i l ,  correspond à un ARN hétérodisperse. Dans les  c e l l u l e s  prélevées en 

phase de latence, l a  t a i l l e  moyenne des séquences polyadényliques e s t  de 

130 nucléotides. Dans l es  c e l l u l e s  en phase exponent ie l le,  l a  t a i l l e  des 

séquences po l y  ( A )  e x t r a c t i b l e s  "à f r o i d u  e s t  encore égale à 130 ; 'là chaudn 

e l l e  e s t  seulement de 90 nucléot ides,  

Comme l e  soul ignent VASSEUR e t  RAMBOUR (1977),"1a question se 

pose donc de savoi r s i  c e t t e  d i  f férence de t a i  l l e  correspond à une r é a l  i t é  

b io log ique ou s i  e l l e  p rov ien t  d'un a r t é f a c t  l i s  à l a  méthode suivie". S ' i l  

ne s ' a g i t  pas d'un a r té fac t ,  on p o u r r a i t  admettre que l ' ex t rac t i on  "à chaudn 

l i b è r e  des ARN poly  ( A )  nucléafres et /ou issus de polysomes l i é s  aux membranes 

(TEISSERE, 1974) a l o r s  qüe V 1 l v e x t r a i t  f r o i d n  con t i end ra i t  su r tou t  des ARN 

provenant des polysomes l i b res .  On s a i t  q u ' i l s  contiennent généralement des 



séquences poly ( A )  p lus  courtes (VERMA e t  MacLACHLAN,19761. S ' i l  s ' a g i t  au 

con t ra i re  d'un simple ar te fact ,  une ex t rac t ion  séquent ie l le en fonct ion du pH 

. e t  non p lus  de la température pour ra i t  ê t r e  u t i l i s é e .  Selon ESNAULT, TRAPY e t  

VAN HUYSTEE (19751, e l l e  permet également de séparer des molécules polyadényl i  

de t a i l l e  d i f fé ren te .  

Ces résu l t a t s  sont en accord avec ceux obtenus pour des suspsnsions 

c e l l u l a i r e s  d'Arachide, où l a  synthèse des ARN messagers,le taux de polysomes 

e t  la  protéogenèse augmentent immédiatement après l e  t r a n s f e r t  de c e l l u l e s  

en phase s ta t ionna i re  sur du m i l i e u  neuf (VERMA e t  MARCUS, 1974). Dans une 

suspension c e l l u l a i r e  de Melon, les nucléotides, I'ARN e t  les protéines solu- 

b les sont p lus élevés au cours de la  phase de latence que l o r s  de l a  période 

de croissance ac t i ve  (VAJRANABHAIAH e t  METHA, 1976). Pour des concentrat ions 

de ANA i n h i b i t r i c e s  de la  croissance, ces auteurs constatent qus l a  teneur 

en ARN diminue. Notons e n f i n  que chez I fErable,  les ribosomes e t  les  polyscrnec 

augmentent également au cours de la phase de latence (CELLA, SALA e t  STREET, 

1976) ; cependant, c 'es t  au cours de l a  phase expenent ie l ie que leur  nombre 

par c e l l u l e  (ou par m l  de cu l t u re )  passe par un maximum. 

2 - Evol u t  ion des ADN 

L'évolut ion de IqADN e s t  sensiblement ident ique à c e l l e  de I'ARN. 9n 

notera cependant que la  quan t i té  d'ADN par c u l t u r e  augmente au moins jusqutau 

128 j ou r  de cul ture,  a lo rs  que l a  quant i té  d1ARN t o t a l  rapporté au même 

c r i t è r e  ne s'élève p lus  beaucoup après l e  6e . j ou r  (Fig. 31,A). 

Lorsque I f o n  exprime l a  quant i té  dqADN par c e l l u l e  en fonct ion du 

temps (Fig. 3l,B), on constate : 

- que l 'accroissement e s t  t r è s  rapide e t  q u ' i l  a t t e i n t  un maximum 

l e  3e jour, 

- que la  quant i té  d'ADN par c e l l u l e  décro î t  régulièrement du 3e au 

9e jour  , 

- qu'el l e  augmente légèrement en f i n  de cu l tu re .  

II a u r a i t  é t é  intéressant de connaître les teneurs en ADN au 15e jour,  mais 

des problèmes matér ie ls  nous p r i ven t  de ce résu l t a t .  Etant donné l ' a l l u r e  

des courbes rapportées sur l a  figurek31,A, une augmentation de l a  teneur en 

ADN, sans q u ' i l  y a i t  de d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  e s t  t ou te fo i s  probable. E l l e  

peut avo i r  au moins t r o i s  o r i g i nes  d i f f é ren tes  : 



- un phénomène d'endomitose conduisant à des noyaux polyplordes. Nous 

avons s ignalé que l a  p lupar t  des c e l l u l e s  de Si lène en c u l t u r e  l ' é t a i e n t  ; 

- l a  formation de c e l l u l e s  binucléées, pouvant conduire ul tér ieurement 

à des c e l l u l e s  polyploÏdes ; 

- un phénomène d'endorépl icat ion de chromosomes interphasiques comme 

ce la  a déjà é t é  s ignalé pour d ive rs  t i s s u s  végétaux c u l t i v é s  i n  v i t r o  (PATAU, 

DAS e t  SKOOG, 1957 ; BENNICI, BUlATTl e t  DtAMATO, 1968). 

S i  l e  cyc le  de r é p l i c a t i o n  de IfADN n 'es t  pas tou jours  su i v i  de cyto- 

cinèse, c ' es t  sans doute en raison de Itappsuvrissement du m i l i e u  e t /ou  

d'un déséqui l ib re  hormonal au niveau des c e l l u l e s .  On s a i t  que des c e l l u l e s  

de c a l s  de Soja cu l t i vées  en présence de Zéatine ont  une teneur en ADN e t  

un +aux de p l o Ï d i e  accrus lorsque I t o n  supprime l a  k i n i ne  (FOSKET e t  SHORT, 

1973). Certes, l a  souche de Si lène que nous u t i l i s o n s  e s t  hétérotrophe à l a  

k inét ine,  mais l e  t r a n s f e r t  des c e l l u l e s  dans un m i l i e u  r i c h e  en 2,4-D pou r ra i t  

i ndu i re  une synthèse de cytok in ines endogènes favor isant  l a  d i v i s i o n  (PEAUD- 

LENOEL e t  J OUANNEAU, 197 1 1 . 
L ' a c t i v i t é  spéc i f ique de l'ADN évolue au cours de l a  cu l t u re  para l lè le -  

ment à c e l l e  de ItARN t o t a l .  Toutefois, on remarquera que l e  premier maximum 

d t  incorporat ion du 3 2 ~  se s i  tue après 3 heures au l ieu de 6 heures pour I >APd. 

O 1 2 3 4 5 6 

J o u r s  

Figure 32 : Evolut ion en fonc t ion  du temps de cu l ture ,  de I t a c t i v i t é  spéci- 
f i que  de ItFïDN e t  de ItARN, exprimée en c.p.m par pg d'acide 
nucléique. 



La quanti  t é  d'ADN rapportée à une ce1 l u  l e e t  1 ' incorporat ion du 3 2 ~  

sont maximales après 3 jours  de cu l tu re .  Ce r é s u l t a t  slexpl ique f a c i  lement, s i  

l 'on s a i t  que l ' i ndex  mi to t ique  est  également maximal l e  4e jou r .  I I  e s t  par 

contre cur ieux de constater une incorporation précoce dès l a  3e heure a l o r s  

q u ' i l  es t  généralement admis que la  synthèse d'ARN précède c e l l e  de l ' A D N  

(JALOUZOT, 1971, JACOB, 19721. Deux hypothèses au moins sont possib les : 

- de I'ARN messager à longue durée de v i e  (WEEKS e t  MARCUS, 1971) 

préexiste dans cer ta ines ce l l u l es .  Le t r a n s f e r t  dans du m i l i e u  neuf déclenche- 

r a i t  a lo rs  t r & s  rapidement l a  r é p l i c a t i o n  de l eu r  ADN ; 

- un type déterminé de c e l l u l e s  continue à évoluer au cours du cyc le  

ce1 l u l a i r e  même en phase s ta t ionna i re  e t  rép l ique son ADN. 

La première hypothèse ne pect ê t r e  Bcartée, mais l a  seconde nous 

paraTt pour l e  moment, compte tenu des éléments dont nous disposons, l a  p lus  

probable. D'une part ,  l a  teneur en ADN par c e l l u l e  augmente légèrement en f i n  

de cu l ture .  D'autre part ,  ou cours des premiers jours,  on rencontre p lus  f réque 

ment des agrégats de p e t i t e  t a i l l e  formés par 4, 8, 14-17 c e l l u l e s  identiques 

par leur morphologie e t  par l e u r  contenu (cytoplasme dense, r i c h e  en p las tes 

amylifères, vacuoles re lat ivement p e t i t e s ) .  Selon t ou te  évidence, i l s  provien- 

nent de l a  m u l t i p l i c a t i o n  synchrone de c e l l u l e s  iso lées ou groupées par deux, 

issues de l a  fragmentation d'amas beaucoup p lus  volumineux dans lesquels des 

c e l l u l e s  ''géantesM ou d 'autres c e l l u l e s  internes se lysenf  au cours de la  phase 

s ta t ionnai  re. 

3 - Conclusion 

La présence de deux p i c s  de synthèse d'ADN, l e  premier apparaissant au 

cours de l a  phase de latence , l e  second au début de l a  phase exponentiel le, 

pou r ra i t  s 'exp l iquer  par l 'hétérogénéi té de l a  suspension c e l l u l a i r e  de S i lène 

e t  en même temps par  une r e l a t i v e  synchronisation i ndu i t e  par l e  t r a n s f e r t  su r  

un m i l i eu  neuf. Le premier p i c  t r è s  po in tu  s e r a i t  l i é  à l l é vo lu t i on  relativemen' 

synchrone d l  un p e t i t  nombre de ce1 l u  ies  dont l a  synthèse dtARN a u r a i t  d'éjà 

eu l i e u  ou s e r a i t  masquée par c e l l e  de l'ensemble de l a  cu l tu re .  Le second p i c  

p lus  important, correspondrai t  à l a  r ep r i se  d ' a c t i v i t é  d'un p lus  grand nombre 

de c e l l u l e s  déjà sénescentes e t  bloquées i d ive rs  stades du cyc le  cellulaire, 

mais plus vraisemblablement en G ,  (BAYLISS e t  GOULD, 1974). Des r é s u l t a t s  ré-  

cents (RAMBOUR e t  Col l., 1978) montrent que les  deux p i c s  d'ADN sont précédés 

par une synthèse dtARN r i che  en séquences poly ( A )  : ce t  ARN p o u r r a i t  i n t e r ven i i  



dans la synthèse de protéines spécif iques indispensables au déclenchement de 

l a  mitose, ou bien d'enzymes agissant sur la  pénétrat ion ou l ' u t i l i s a t i o n  

de cer ta ins ions, dont l ' i nduc t ion  s e r a i t  provoquée par l e  t r a n s f e r t  des ce l l u -  

les dans un m i l i e u  neuf. 

E - EVOLUTION DES ACTlVlTES AUXINE-OXYDASIQUES ET PEROXYDASIQUES AU 

COURS DU CYCLE DE CS01 SSANCE 

Les analyses on t  é té  réa l isées dans des suspensions ce1 l u l a i r e s  ensemen- 

cées e t  cu l t i vées  dans les  mêmes condi t ions que c e l l e s  qui fu ren t  u t i l i s é e s  

pour l 'é tude des acides nucléiques. Les c e l l u l e s  prélevées après 1, 2, 4, 6, 8, 

11 e t  15 jou rs  de cu l ture ,  sont rapidement pesées e t  broyées sous azote l iqu ide.  

La technique d 'ex t rac t ion  fract ionnée nous a permis de séparer t r o i s  f r a c t i o n s  : 

El, qui renferme les enzymes solubles, E2, qui con t ien t  les enzymes l i é e s  

ioniquement e t  E dans laquel le  se t rouvent les  enzymes l iées  de façon covalente 
3 

aux paro is  ce l l u ta i r es .  

1 -  Evolut ion des auxine-oxvdases 

Les a c t i v i t é s  auxine-oxydasiques des e x t r a i t s  E l  e t  E2 sont rapportées 

dans l a  f i gu re  33. L ' a l l u re  des courbes es t  identiquequand les a c t i v i t é s  enzyma- 

t iques sont exprimées par rapport au poids de M S ou à l a  teneur en protéines 

de l ' e x t r a i t  ( a c t i v i t é  spéci f ique).  Le r é s u l t a t  des analyses d i f f è re ,  su r tou t  

pour c e l l e s  qui sont effectuées ent re  l e  2e e t  l e  I l e  jour,  s i  l ' a c t i v i t é  e s t  

rapportée au poids de M F. 

Les a c t i v i t é s  auxine-oxylasiques des e x t r a i t s  El  et E2 vont dans l e  

même sens. Des i nh ib i t eu rs  présents dans les so lu t ions  de pectinase e t  de 

ce l lu lase  u t i l i s é e s  pour e x t r a i r e  les  enzymes l i é e s  aux parois ne permettent 

pas l e  dosage de I t a c t i v i t 6  auxine:-oxydasique de la  f r a c t i o n  E3. 

Dans les  e x t r a i t s  E l  e t  E2 l es  a c t i v i t é s  auxine-oxydasiques diminuent 

rapidement au cours des deux premiers jours  de cul ture,  puis demeurent f a i b l es  

jusqu'au 6e j o u r  ; e l l e s  augmentent ensui te  progressivement jusqu'au 15e jour .  

C'est dans l a  f r a c t i o n  E que I f o n  t rouve la  p lus  g r a ~ d e  a c t i v i t é .  2 

2 -  Evolut ion des peroxydases 

Les a c t i v i t é s  peroxydasiques des e x t r a i t s  El e t  E2 rapportées au poids 

de M S des c e l l u l e s  ou à l a  teneur en protéines de l ' e x t r a i t  sont comparables. 

E l les  d i f f è r e n t  p lus  ou moins, s r l on  l 'âge des ce l lu les ,  des a c t i v i t é s  exprimées 



par rapport à l ' u n i t é  de M F. L ' a c t i v i t é  spéc i f ique de l a  f r a c t i o n  E3 n'a pu 

ê t r e  déterminée, l e  dosage des protéines é tan t  faussé par l a  présence de 

pectinase e t  de ce l lu lase .  

L ' a c t i v i t é  des t r o i s  catégor ies de peroxydases diminue au cours des deu: 

premiûrs j ou rs  de c u l t u r e  ; c ' e s t  c e l l e  des peroxydases l i ées  aux paro is  qui  

déc ro i t  l e  p lus  v i t e .  Les a c t i v i t é s  enzymatiques res ten t  s ta t ionna i res  ou dimi- 

nuent légèrement jusqu'au 6e j ou r ,  pu is  augmentent de nouveau jusqu'au 15e j o u r  

Comme pour les  auxi ne-oxydases, c 'es t  dans l a  f fac t ion E qu'on mesure l a  p l  us 
2 

grande a c t i v i t é  (Fig. 3 3 ) .  

P E R O X Y D A S E S  

I 

J-ou r r Jours 

Figure 33 : Evolu t ion des a c t i v i t é s  auxine-oxydasiques (vg de A I A  
d é t r u i t  en 1 h l  e t  peroxydasiques (0.0. à 420 nm en 1 mn) 
au cours d'un cyc le  de croissance der c e l l u l e s  de Si l8ne. 

E l ,  @Ction ~oeubLe ; E2, dm-n ionique ; E s ,  ~~n wva&nte ; 

M F, mdérre ,$lratche ; M S ,  ma.tL2te sèche ; P ,  p t o t E h e s  de P e W .  
Inocueuin : 3 0,2 g de c U e s  de 14 j c w .  Te~ylénalne : 2 5 ' ~ .  
Luntihe : 500 l u ,  24 : O -  



Les va r i a t i ons  importantes de l a  teneur en eau des ce l lu les ,  au 

cours du cyc le  de croissance peuvent exp l iquer  les  r é s u l t a t s  d i f f é r e n t s  se!on 

q u ' i l s  sont rapportés à l ' u n i t é  de M F ou de M S. 

Les va r i a t i ons  de I 1 a c t i v i t é  spéc i f ique conf i rmant les valeurs des 

a c t i v i t é s  enzymatiques rapportés au poids de M S, nous ne t iendrons pas compte 

des valeurs rapportées au poids de M F. 

Les a c t i v i t é s  des auxine-oxydases e t  des peroxydases sont élevées 

dans les  ce1 l u i es  de I ' inoculum. E l l e s  diminuent dès l e  premier j o u r  de C U ! -  

t u r e  e t  demeureni f a i b i e s  pendant t ou te  l a  durée de l a  phase exponentiel le.  

L'augmentation des a c t i v i t é s  peroxydasiques coTncide avec l e  ralentissement 

de l a  croissance e t  s 'accélère au cours de l a  phase s ta t ionna i re  e t  de d é c l i n  

des cu l tu res .  

Une évo lu t ion  comparable a déjà é té  s ionalée pour les peroxydases 

dans des cu l t u res  ce1 l u l a i r e s  dlErable (SIMOLA e t  SOPAMEN, 1970) de Tabac 

(OLSON e t  Co1 1 .  ,1969) e t  d'Arachide (VERivlA e t  VANHUYSTCE, 197C ; KOSSATZ e t  

VANHLIYSTEE, 1Ç75). En démontrant que les a c t i v i t g s  ~ e r ~ x y d a s i q u e s  e t  auxine- 

oxydasiques des ce! I u l e s  de Silène évoluent paral lè lement au cours du cyc le  

de croissance, nous soüi ignons une f o i s  de p l us  l e  r ô l e  des peroxydases 

dans l e  catabol isme auxinique. 

La separai  ion des peroxydases de l a  f r a c t i o n  ce1 l u  la  l r e  so lub le  par  

é lectrophorèse sur gel d'ami don a permis dlétabl i r que l a  composition i sopero- 

xydasique v a r i e  au cours du cyc le  de croissance (LEGRAND.& DUBOIS, 1977). 

L ' i n t e n s i t é  des isoenzymes Cl e t  A augmente progressivement e t  deux isoenzymes 5 
cathodiques apparaissent au 15s j o u r  (C3 e t  C4). Ces va r i a t i ons  re f Iè?en t  c e l -  

l es  des a c t i v i t é s  enzymatiques rapportées ci-dessus e t  par t icu l iè rement  

l 'augmentation de 1 I a c t i v i t é  auxine-oxydasiques. Par ccntre,  11intensiS9 de 

A, r es te  constante pendant t ou te  l a  durée de l a  c u l t u r e  ; ce qui  suggère 

q u ' e l l e  p o u r r a i t  a v o i r  une a c t i v i t é  moins importants, t o u t  au moins i n  v i t r o .  

Signalons e n f i n  qulune a c t i v i t é  peroxydasique a é t é  mise en évidence 

dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  (LEGRAND e t  DUBOIS, 1977). E l l e  e s t  décelabls à 

p a r t i r  du 3e j o u r  e t  auomente ensu i te  jusqü'à  l a  f i n  du cyc le  de croissance. 

Cet te  augmen-kation e s t  concomitante à I f a p p a r i t i o n  d'isoenzymes e t  à I1auomen- 

t a t i o n  de I ' i n r e n s i t é  de co lo ra t i on  de cer ta ines d 'ent re  e l l e s  au cours de 

l a  cu l t u re .  OLSOiU e t  Col l . ( l 9 t jÇ )on t  re levé des f a i t s  comparables dans l e  m i  - 



l i e u  de suspensions c e l l u l a i r e s  de Tabac où les  isoenzymes changent non seul 

ment en fonct ion de l 'âge de l a  cu l tu re ,  comme nous l e  voyons chez l e  

Silène, mais également en fonc t ion  de l a  température. Les auteurs notent  

que I l i n t e n s i t é  de l a  c o l o r a t i o n  des isoenzymvs anodiques es t  beaucoup p l u s  

forteà 25OC qu'à 35OC; ces peroxydases d ispara issant  complètement à 13OC. 



CHAPITRE 2 : F A C T E U R S  P H Y S I O L O G I Q U E S  

C O N T R O L A ! l T  L A  C R O I S S A N C E ,  

Deux facteurs on t  p lus  par t i cu l iè rement  retenu no t re  a t t e n t i o n  : 

la  masse de l l inoculum e t  l 'âge des c e l l u l e s  ensemencées. 

A - MASSE DE L ' I NOCULUM 

E l l e  s'exprime, selon l a  nature de l a  cu l ture ,  par un poids ou 

un volume de t i s s u  ou bien par un nombre de ce l l u l es .  S ' i l  s ' a g i t  d'une 

c u l t u r e  de t i s su ,  on s'arrange pour c a l i b r e r  les  exp lantats  e t  au besoin, 
1 

l on les  pèse avant de les  repiquer. Les recherches de DUHAMET (1953 e t  1955) 

ont  montré que de t r è s  p e t i t s  fragments (quelques mg) sont capables de se 

développer e t  que l a  t a i l l e  l i m i t e  dépend de l a  nature e t  de l a  concentra- 

t i o n  des substances st imulantes ajouiées au m i l i eu .  Cependant, l a  d iminut ion 

de l a  t a i l l e  des explantats ent ra îne une augmentation du c o e f f i c i e n t  de 

v a r i a t i o n  (HELLER, 1953). 

Pour une suspension c e l l u l a i r e ,  ce n 'es t  n i  l a  masse n i  l e  nombre 

de ce l l u  l es ensemencées qui e s t  important : c ' e s t  l a  "densi t é  i n i  t i a  l eV de 

l a  cu l tu re .  Ceci s'expl ique, ca r  dans une t e l l e  cu l tu re ,  la  p lupar t  des 

c e l l u l e s  sont en contact  avec l a  so lu t i on  n u t r i t i v e .  Au cont ra i re ,  seule une 

p a r t i e  dtun fragment d'organe i s o l é  ou d'une co lon ia  t i s s u l a i r e  se t rouve 

directement en contact  avec l e  m i l i e u  gélosé. 

. La détermination de l a  concentrat ion c e l l u l a i r e  i n i t i a l e ,  par  

comptage sur une c e l l u l e  de NAGEOTTE, e s t  longue e t  fas t id ieuse.  Aussi, 

avons-nous cherché à é t a b l i r  une r e l a t i o n  simple en t re  l e  nombre de c e l l u -  

les de I t inoculurn e t  l e  poids de ce lu i - c i .  Nous avons obtenu des r é s u l t a t s  

reproduct ib les  en opérant de l a  manière suivante : 

- on verse l a  suspension c e l l u l a i r e  à r é p a r t i r  dans de nouvelles cu l t u -  

res dans un entonnoir de Buchner garn i  d'une f e u i l l e  de papier f i l t r e ,  e t  

on la isse  s'écouler l e  m i l i e u  par g r a v i t é  ; 

- on prélève à l l a ide  d'une " c u i l l e r "  en verre  pyrex un volume déter-  

miné de ce l l u l es ,  que I t o n  t r ans fè re  dans l e  f lacon à ensemencer ; 

- pour mesurer l e  poids de M F correspondant à n  "cui l l e rs "  de ce l- 

Iules, on verse leur contenu dans un p e t i t  entonnoir  de Buchner e t  On f i l t r e  



sous vide jusqu'à ce que fout le liquide se soit écoulé ; 

- on recueille les cellules, on les pèse et on réalise des comptages 
de parties aliqcotes sur une cellule de fdAGEOTTE. 

Plusieurs séries de mesures nous ont perrnis d'établir les relations suivantes : 

+ . 1 "CU i 1 fer" de correspond à 1,5 - 0,1 g de M F 
ce1 Iules 7 contient 0,4-0,5.10 ce1 Iules 

, concentration initiale d'une culture de 200 ml ensemencee avec 
4 - 1 1 "cui I ler" de ce1 Iules : 7.5 mg de M F.ml-', soit 2,O - 2,5.10 cellules.rnl . 

Pour déterminer l'influence de la concentration initiale de la 

culture sur la croissance, nous avons ensemencé 4 séries de flacons respecti- 

vement avec 1,5, 3,0, 4,5 et 6,O g de ce1 Iules âgées de 12 jours. L'expérience 

démontre que Ilaugmentation du pçids de I'inoculum raccourcit la durée du 
- 1 cycle de croissance. A la concentration initiale oe 30 mg de M F.ml , la 

biomasse passe par un maximum le 13e jour. I I  faut 20 jours pour l'atteindre 
- 1 quand la concentration initiale est égale 3 7,5 mg ds M F.ml . 

Les courbes rapportSes sur la Figure 34 montr~nt que le raccourcis- 

sement du cycle de croi ssance 17 'est pas dû à une rwdi f icatior~ du temps de 

doublement du poids de M F au cours de la pnase exponentielle, ni à la prolon- 

gation de ce1 le-ci. C'est la durée de la périoae crecédant la phsse exponenSiei- 

le qui change. De 6 jours, el le passe à 2 jours qusnS le poids de I'inoculurn 

verie de 7,5 à 15 mg de M ~.ml-';el le s'annule lorsque la concentration iniria- 

le atteint 30 mg de M F.ml-! Dans les condi tions expérimentales retenues, 

cette période est une phase dlaccélSraticn et r?on une phase de latence. L'ac- 

croissement de la biomasse, mesurée au début de la phase stationnaire, est peu 

affecté. La croissance relative ( A  L A  F/:4 F initiale) augmente donc au fur et 

à mesure qile la concentration initiale diminue : de 10,7 pour 30 mg de M ~.rnl", 

el ie passe 2 19,9 pui s à 36,6 quand l es f 1 acons son? ensemencés respecti ve- 

ment avec 2 ou 4 fois moins de cellules. 

Des concentrations initiales relativement faibles favorisent éoale- 

ment la croissance des suspensions cellulaires d'Erable. Contrairement à ce 

que nous observons pour le Silène, ces conditions peuvent déterminer I'appari- 

tion d'une phase de latence (STUART et STREET, 19691, prolonger la durée de 

la phase ex;>oïc,nr i e l l e  et sr imu i er le taux oe croi sssnce au cours da ce? re 

période (STREET, 1973, o.  86 ) .  Selon cet auteur, à la "densité" critique 
3 - 1 de 9-15.10 ce1 lules.ml , les ce1 iules dlErable se multiplient 8 fois avant 



que la densité cellulaire maximale soit atteinte. La concentration initiale 
4 critique pour une suspension cellulaire de Silène~est d'environ 1.10 cel- 

lules par ml ; dans ces conditions, les cellules se multiplient 6 ou 7 fois 

avant que la biomasse passe par un maximum. I I  est possible qu'en rempla- 

çant une partie de la solution nutritive (milieu neuf) par du milieu condi- 

tionné, on puisse diminuer encore un peu la densité critique. 

Figure 34 
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Figure 35 

Figure 34 : Effet de la concentration cellulaire initiale sur la croissance 
de la suspension cellulaire de Silène. 

Rep~ésad&otz 4emi-Lagm~Lth.icjue des vahia;tiom du p a d  d e  
M F, au c a m  d e  .ta cuhhm. 

Figure 35 : Effet de l'âge des cellules ensemencées sur la croissance de la 
suspension cellulaire de Silène. 

Re@& en~taxXon A c r i - L a g U ! ~ y u e  des v W n a  du p o i d  de 
dti F, au cow d e  clLetute. 



B - AGE DE L ' I NOCULUM 

L'importance de ce facfeur e s t  également t r è s  d i f f é r e n t e  selon qul i  

s ' a g i t  de colonies t i s s u l a i r e s  ou de suspensions ce1 l u l a i r es ,  en ra ison du 

mode d'ensemencement des cu l tu res .  Quand on repique une co lon ie  t i s s u l a i r e  

on découpe l a  masse de t i s s u  dans une b o î t e  de P é t r i  s t é r i l e  e t  on sé lect ion-  

ne les p a r t i e s  les  p lus jeunes ( l e s  p l us  vertes, s ' i l  s ' a g i t  d'une co lon ie  

de l a  souche ch lorophy l l ienne de Carot te) .  Quand l a  co lon ie  découpée e s t  en 

phase de croissance act ive,  pratiquement tous  les  fragments b ien ca l i b rés  sor 

repiqués : quand e l l e  se t rouve  en phase s ta t i onna i re  ou de décl in,  on ne 

r e t i e n t  au con t ra i r e  qu'un p e t i t  nombre de fragments. En ne t ransplantant  que 

des fragments "physiologiquement jeunes", on exerce une sé lec t ion  qui masque 

dans une large mesure l ' i n f l u e n c e  de l ' â g e  des t i ssus .  Par contre, i l  n ' es t  

pas possible de c h o i s i r  un type p a r t i c u l i e r  de ce1 Iu les,  e t  l 'âge de l a  

suspension c e l l u l a i r e  u t i l i s é e  pour i n i f i e r  de nouvelles cu l t u res  devra i t  

ê t r e  aétermi nant . 
Pour v é r i f i e r  c e t t e  hypothèse, nous avons ensemencé 4 sér ies  de 

cul tures,  à la  concentrat ion i n i t i a l e  de 7,5 mg de M ~ . m l - ' ,  avec des ce1 lulc 

provenant de f lacons entretenus à 21°C pendant 7, 12, 17 e t  21 jours .  Les 

r é s u l t a t s  (Fig. 35)  montrent que c ' e s t  pr incipalement l a  durée de la  phase 

de latence qui v a r i e  : 

- e l l e  e s t  nu l le ,  quand les c e l l u l e s  ensemencées, Zoées de 7 jours, 

proviennent d'une c u l t u r e  en phase exponent ie l le  ; 

- e l l e  e s t  remplacée par une phase d 'accé lérat ion,  d'une durée de 

6 jours, quand les  c e l l u l e s  sont prélevées dans des cu l tu res  âgées de 12 jour 

- e l l e  dure 5 ou 6 jours, lorsque I1inoculum e s t  prélevé dans une 

cu l t u re  de 17 jours,  déjà en phase s ta t i onna i re  ; 

- e l l e  dure 5 ou 6 jours, e t  e l l e  e s t  s u i v i e  d'une phase d'accéléra 

t i o n  de même durée, lorsque les  c s l l u l e s  ensemencées proviennent d'une c u l t u r  

de 21 jours  dont l e  déc l i n  e s t  amorcé. 

La durée de l a  phase exponent ie l le  e t  l e  taux de croissance sont 

re lat ivement peu a f f ec tés  par l ' é t a t  physiologique des c e l l u l e s .  Le temps de 

doublement du poids de M F, ca lcu lé  à p a r t i r  des courbes rapportées sur l a  

Figure 35 e s t  d'environ 70 h pour un inoculum de 7 j ou rs  e t  de 80 h pour un 

inoculum de 21 jours .  



Tout se passe comme s i  les c e l l u l e s  âgées avaient besoin de p lus  de 

temps pour a t te indre  un é t a t  physiologique c r i i i q u e  l es  rendant aptes à se 

d iv iser .  Dès qu 'e l les  l ' o n t  a t t e i n t ,  l e  taux de croissance ne semble p lus  

dépendre que du génome. Au cours de l a  période de latence e t  de l a  période 

t r a n s i t o i r e  (phase d1accé16ratlon) dont l 'ex istence s'expl ique par I thé té ro -  

généité de la  cu l ture ,  la  teneur en M S e t  en protéines augmente e t  une synthè- 

se ac t i ve  dlARN messager a é té  mise en évidence (DUBOIS e t  Coll., 197G ; 

RAMBOUR e t  Coll., 1977 e t  1978). 

L'lnoculum renferme tou jours  un ce r ta i n  pourcentage de c e l l u l e s  

mortes. I I  e s t  c l a i r  que ce lu i -c i  e s t  p lus  élevé quand les c e l l u l e s  u t i l i s é e s  

provlennent d'une suspension en phase s ta t ionna i re  ou en phase de décl in.  O r ,  

nous savons que l a  densité c e l l u l a i r e  i n f l u e  sur l e  déroulement du cyc le  de 

croissance. Les résu l t a t s  rapportés sur la  Figure 35 devraient donc ê t r e  c o r r i -  

gés : pour compenser un plus f a i b l e  pourcentage de c e l l u l e s  v ivantes dans les  

inoculurns de 17 e t  de 21 jours, i l  f aud ra i t  augmenter leur poids dans les  

mêmes proport ions. Néanmoins, les résu l t a t s  présentés demeurent tou t  à f a i t  

valables, car l a  densité i n i t i a l e  cho is ie  es t  proche de la densi t6 c r i t i q u e .  . 

Ce qui s i g n i f i e  que l e  pourcentage de c e l l u l e s  mortes e s t  f a i b l e ,  même dans 

une suspension cu l t i vée  pendant 21 jours  à 21°C. 

C - CONCLUS IONS 

- l a  "densité" i n i t i a l e  i n te r v i en t  sur la  durée de la  phase d1accélé- 

ra t ion.  E l l e  modi f ie  peu l e  temps de génération ,au cours de l a  période expo- 

nen t ie l le ,  e t  l a  biomasse a t t e i n t e  à l 'ent rée de l a  phase s ta t ionnai re  ; 

- l 'âge des ce l l u l es  ensemencées modi f ie  l a  durée des phases de 

la tence  e t  d 'accélérat ion a ins i  que l e  temps de doublement mesuré pendant l a  

période exponentiel l e  ; 

- on raccourc i t  l e  cyc le  de croissance en ensemençant les  cu l tu res  à 

la concentrat ion i n i t i a l e  de 15 mg de MF.~! - ' ,  avec des c e l l u l e s  dgées de 10 

à 12 jours,  



CI-LVITR 3 : F A C T E U R S  P i l Y S I Q U E S  C O N T R O L A N T  

L A  C R O I S S A N C E ,  

A - LA TEMPER!iTUF?E 

Des recherchês b i b l i o g r a p h i q u e s  o n t  permis d ' é t a b l i r  que les  suspen 

r i o n s  c e l l u l a i r e s  s o n t  généralement c u l t i v i e s  e n t r e  22 e t  25OC. Cependant, 

l e s  températures op t ima les  v a r i e n t  beaucoup se lon les  espèces - de. 20-21°C 

pour une souche de Lo l ium perenne (TULECKE e t  NICKELL, 19601 à 33-34OC pour 

une c u l t u r e  da Ca lys teg ia  sepium (SANDMEIER, 19741 - e t  sont  d i f f é r e n t e s  

à l a  lumière e t  à l ' o b s c u r i t é  (KOHNO e t  YOSHIDA, 1977). 

1 - R é s u l t a t s  e t  d iscuss ion 

Pour déterminer  l e s  e f f e t s  de l a  température sur l a  cro issance des 

suspensions c e l l u l a i r e s  de Si lène,  des c u l t u r e s  o n t  é t é  placées dsns des 

enceintes c i i m a t i s é e s  (10-35°C1, é c l a i r é e s  cont inue l lement  (env i ron  530 l ux  

eu nive3u des f l acons ) .  Les é c a r t s  e n t r e  les températures prosranmées e t  l e s  

iem;lératures e f  f a c t i v c s  son t  i n f é r i e u r s  3 Toc. Nous avons mesuré l e s  po ids  

de M F e t  de M S t ous  l es  2 ou 3 jou rs .  Les r é s u l t a t s  montrent qu'à l a  concens - 1 i r a t i o n  i n i t i a l e  r e t e n u e ( l 5  ncjde 1.; F.ml 1, i l  n ' y  e pas de phase de latence 

ei-  que l a  temperature soit s u r  l a  v i t e s s e  e t  I 'arnpl i tude de l a  cro issance 

( F i ç .  35, A )  e t  su r  l ' h y d r a t a t i o n  des c e l l u l e s  (F ig .  36, BI. 

Ent re  10 e t  25OC, l e s  te i ips de doublement du po ids  f r a i s  e t  du poid: 

sec, mesures ac cours de l a  phase de c ro issance a c t i v e  diminuent rapidsment ; 

i i s  v a r i e n t  peu e n t r e  25 e t  35OC. Q u e l l e  que s o i t  l a  température, l e  temps de 

doublement du po ids  sec e s t  p l u s  c o u r t  que c e l u i  du doublement du po ids  f r a i s  

( F i g .  37, A ) .  A 35OC, l e  t a u x  de c ro issance des c e l l u l e s  e s t  aussi  r a p i d e  

qu'à 25OC pendant l e s  4 premiers  j o u r s  (F ig .  37,A) mais l a  biomasse de l a  

c u l t u r e  mesurée à I 1 e n t r é e  de l a  phase s t a t i o n n a i r e  e s t  env i ron  3 f o i s  p l u s  

f a i b l e  (Fiç. 37,B). A c e t t e  température, l e  pourcentage de c c l l u l e s  mortes 

augmente beaucoup p l u s  v i t e ,  ce  qu i  se t r a d u i t  pa r  une réduc t ion  de l a  durée 

de l a  pér iode de cro issance a c t i v e  e t  provoque l e  d é c l i n  des cu l+ures  dès l e  

8Sme jou r .  

La teneur  en eau des c e l l u l e s  v a r i e  àu cours du c y c l e  de cro issance 

( F i g .  36,B). E l  l e  diminue au cours  des premiers jours,  p u i s  augmente progres- 

sivement au cours de l a  phase de cro issance a c t i v e  e t  passe pa r  uri rt:âximi~m 

au début de l a  pliase s t a t i o n n a  i r e  . E l l e d i m i  nue 2 noclveau en f i n dc CL! 1 turc? , 
czuse de l a  lvse  Eeç cellules l e s  p lus  bge.es, q u i  sont aussi l e s  p l u s  r i c h e s  

en eau. En r a i  son de ces v a r  i s i  iorls, on rit: p t 3 ; ~ I  COnii\ai-GT I ' hydre-t 8i.ic.n des 
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c e l l u l e s  que lo rsqu 'e l les  sont à un même stade du cyc le  de crolssance. Nous 

avons cho is i ,  pour chaque température, l e  moment où les  poids de M F e t  de M 

des cu l tu res  sont les  p lus  élevés. Les r é s u l t a t s  rassemblés dans l e  Tableau 

XL I  montrent que I t h y d r a t a t i o n  des c e l l u l e s  augmente avec la  température 

e n t r e  10 e t  30°C e t  diminue légèrement en t re  30 e t  35OC. 

quand l e  poids de M F quand l e  poids de M S 
est  max i mum est maxi mum 

TABLEAU XLI : Teneur en eau des c e l l u l e s  de Si lène prélevées dans des 
cu l tu ras  au moment où les  poids de M F e t  de M S passent par 
un maximum, pour chacune des températures étudiées. 

Pour déterminer l a  température opt imale, i l  convient  donc de t e n i r  

compte : 

- du taux de croissance pendant l a  phase de croissance act ive,  

- de l a  durée de ce l le-c i ,  

- de l ' é t a t  physiologique des c e l l u l e s  e t  notamment de leur  

teneur en eau e t  de leur  d ispers ion au sein du mi l ieu .  

C tes t  à 25OC que l e  temps de doublement des poids de M F e t  de M S de 

c u l t u r e s  de Si lène sont les  p l u s  courts,respectivement 50 e t  44 h (F ig .  37, A 

e t  que I t o n  ob t i en t  l a  biomasse l a  p lus  importante (F ig .  37, B1.A c e t t e  tempé 

ture,  l es  va r i a t i ons  des poids de M F e t  de M S t radu isen t  correctement l a  

croissance, puisqulel les sont pa ra l l è l es  à c e l l e s  de c r i t è r e s  p lus  spéci f ique 

de l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e ,  t e l s  que l ' i ndex  mi to t ique,  l e  nombre de ce l lu les ,  

l e u r  teneur en protéines e t  en ARN (26me pa r t i e ,  1 ) .  I I  e s t  probable qu'à 

d ' au t res  températures des découplages se produisent en t re  cer ta ines biosyn- 

thèses e t  la  d i v i s i o n  des c e l l u l e s  ; l a  connaissance du nombre e t  de l a  t a i I I (  

des c e l l u l e s  s e r a i t  a l o r s  u t i l e .  



T e m p é r a t u r e  ( O C )  

Figure 37 : Effets de la tempirature sur les paramêtres de la croissance. 

A : variations du temps de doublement du poids de M F (-1 et du poids 
de M S (O----O) des suspensions cellulaires de Silène. Les chiffres 
Indiquent le début et la fin de la phase de croissance active, à 
chaque température. 

B : variations du maximum de la croissance. La biomasse est exprimée en g 
de M F (-1 et de M S (O---O) par culture. Les chiffres In- 

diquent le nombre de jours nécessaires pour obtenir la biomasse 
correspondante. 

A 30 et à 35OC, le taux de croissance demeure élevé mais la biomasse 

des cultures est plus faible et elles contiennent davantage de gros agrégats, 

' A 10°C, le taux de croissance est très faible.Les suspensions cellulaires 

présentent cependant deux caractères remarquab-l es : dl une part les ce 1 l u l es sont 

plus riches en cytoplasme et d'autre part elles sont plus dispersées dans le 

milieu liqüide,(PI. XIV, Fig. 1 et 2) .  

La température intervient sur de nombreux mécanismes physiologiques agissant 

plus ou moins directsmenr sur la croissance, et notamment sur 1 'absorption de 

certains composants d u  milieu. C'est le cas du potassium, chez l1Erable (GRIGNON, 



1969). Chez IIIpomea, les  basses températures provoquent un déséqui l ib re  ent  

l ' u t i l i s a t i o n  du glucose -qui n 'es t  pas af fec tée-  e t  c e l l e  de l ' azo te  aminé 

-fortement rédui te-  (ROSE e t  MARTIN, 1975). Selon ces auteurs, c ' es t  ce 
r ! 

déséqu i l i b re  qui r é d u i r a i t  l a  v i t a l i t é  des cu l t u res  e t  e n t r a î n e r a i t  l a  mort 

des  ce l lu les ,  après 2 passages 5 17OC. 

Chez l e  Silène, l a  température a g i t  simultanément sur I vabsorp t ion  d 

n i t r a t e s  e t  dü saccharose (Tableau XLI I ) .  25"C, l a  t o t a l i t é  du saccharose 

présent dans l e  m i l  ieu e s t  consommé e t  I I  ne r e s t e  p l u s  que 6 % des nitrates, 

146me jour .  A 10°C, on note un ralent issement simultané de l a  consommation 

du saccharose e t  des n i t r a t e s  ; les m i  l i eux renferrrent encore 80 % du sucre 

8 3 % de I 'azote au 14Qme jour .  L1équ i l i bre C/N n ' es t  pas perturbé. La c r o i  çsa 

mals les c e i l u l e s  gardent t ou te  leur  v i t a l i t é ,  au moins pendant un mois.Trans 

j 
e s t  fortement r a l e n t i e  (envi ton 85 5 par rappor t  aux CU l t u res  p lacées à 25OC) 

férées dans du m i l i e u  neuf e t  placées à l a  tenlpérature optimale, e l l e s  présen 

t e n t  un taux de croissance normal. 
l 
1 

TABLEAU XL1I:lnfluence de l a  température sur l a  consommation des sucres e t  
de l 'azote n i t r i q u e  par l es  c e l l u l e s  de Si lène 

(concen&aCion -uutat . S .  

e en sumu : 2 0  g . l - '  de saccl:mo~e 
II Il Il azote : 300  mg.^' dlazo.te n i h i q u e ) .  

Dans cer ta ines cu l t u res  de Tabac, llaugmentation de l a  température 

r é d u i t  l ' a c t i v i t é  peroxydasique (DE JONG e t  co l  l . ,  1968). S i  c e t  e f f e t  é t a i t  

général, l a  s t imu la t ion  de l a  croissance des c e l l u l e s  de Silène, Très importar 

e n t r e  10 e t  3O0C, p o u r r a i t  s 'exp l iquer  par une augmentation de l a  teneur en 

auxines endogènes, en rapport  avec un ralent issement du catabolisme auxinique, 

Les essais en t rep r i s  pour v é r i f i e r  c e t t e  hypothèse n 'ont  pas permis d l é t a b l i r  

c o r r é l a t i o n  en t re  I s  température e t  l ' a c t i v i t é  peroxydasique. 
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2 - Conclusion 

La température joue un rôle important pour le contrôle du cycle de 

croissance de la suspension cellulaire de Silène. Le QlO, calculé à partir de 

I1accroissement du poids de M F (et de M SI, au 6ème jour de culture est égal à : 

- 2,O (et 1,4), entre 10 et 20°C ; 
- 3,O (et 2,3), entre 15 et 25OC ; 
- 3,4 (et 2,2), entre 20 et 30°C. 

La température de 25OC, proche de t'optimale sera utilisée pour la suite 

de notre travail, Les cultures destinées à entretenir la souche cellulaire seront 

cependant maintenues à 21°C et repiquées toutes les deux semaines. 

B - LA LUMl ERE 

Bien que le contact du milieu liquide ne favorise pas la synthèse des 

pigments chlorophylliens et que la majorité des cellules cultivées en milieu liquide 

agité ne possèdent pas de chloroplastes, de ncmbreuses souches sont maintenues en 

lumière continue ou périodique. D'autres, telles que les souches isolées par 

LAMPORT (1064) et la souche de Tabac cultivée par KAT0 et Coll. (1972) sont placées 

à 110bscurit6. Depuis leur isolement les cellules de Silène ont été entretenues à 

la lumière (lumière du jour + éclairement d'appoint d'environ 500 lux, faurni 

12 h sur 24, par des tubes fluorescents). 

1 - Résultats 

Pour étudier les effets de la lumière sur la croissance, des cultures 

ont été placées dans des chambres conditionnées dont la température était fixée 

à 25OC et l'éclairement programmable. 

Quand l'intensité de l'éclairement est faible (environ 500 lux au 

niveau des flacons de culture), la croissance est la même en lumière continue, en 

photopériode 12 : 12 et à I 'obscuri té. 

En éclairement continu, l'-augmentation d'intensité entre 500 et 4000 lux, 

ralentit la croissance. Au-dessus de 2000 lux, l'inhibition est déjà importante 

lors du premier passage ; elle augmente encore pendant le second passage (Tableau 

XLIII). 

Contrairement à ce qui a été rapporté pour des suspensions cellulaires 

de Tabac (KOHbIO et YOSHIDA, 1977) et dlErable (DAVEY et STREET, 19711, la 

lumière est sans effet sur la différenciation des chloroplastes dans les cellules 



de Si lène cu l t i vées  en m i l i e u  l i qu i de  ag i té .  Dans les  mêmes condi t ions,  on obser 

une augmentation importante de l a  t a i l l e  e t  du nombre des leucoplastes amyl i fère  

dans une c u l t u r e  c e l l u l a i r e  dlErable, mais pas de ch lorop lastes typiques (DUBOIS 

e t  MORVAN, 1978). 

CROISSANCE 

500 O : =  45,9 42,5 47,O 1.87 1,26 1,68 

O 24 : 5 48,O 46,4 - 1.36 1,38 - 
- 

500 24 : O 48,2 44,8 - 1,40 1.37 - 
1000 24 : 5 40,G 38.5 - 1.33 1,21 - 
2000 24 : b 36.7 36.3 - 1.08 1.02 - 
4 O00 24 : 5 27,9 20.6 - 0.98 0,70 - 

* 

TABLEAU X L l l l  : Inf luence des cond i t i ons  d 'écla i rement sur l a  crcissance de 
l a  suspension c e l l u l a i r e  de Si lène.  

P 7. P 44, P 171 : l a ,  2ème & 3ème paseage d ' m e  dutrée de 
13' ? 1 joutr ; 

+ 
Inocutun : 3 - 0,2 g de ceUuLes âgées de 14 j o u m  ; tmpOiah 
2 5 O c .  

Les e f f e t s  de l a  longueur d'onde de l a  lumière on t  é t é  peu Otudiés ca r  

les  cu l tu res  en m i l i e u  l i q u i d e  a g i t é  se p rê ten t  mal à ce type d'expériences. Nou! 

n'avons pas encore eu l a  p o s s i b i l i t é  m a t é r i e l l e  de c u l t i v e r  des c e l l u l e s  de S i lèr  

en lumière monochromatique. D'après MATSUWTO e t  C o l l .  (1972) les  r ad ia t i ons  rou 

s t imulent  légèrement l a  croissance des c e l l u l e s  de Tabac e t  de Peupl ier  e t  l es  

rad ia t ions  bleues réduisent  su r t ou t  c e l l e  des c u l t u r e s  ce1 l u l a i r e s  de Peupl ier .  

2 - Conclusion e t  d iscussion 

I I  e s t  d i f f  i c i  l e  de comparer les  e f f e t s  de l a  lumière sur d i f f é r e n t e s  1 
suspens ions ce l l ti l a i res  parce que l es cond i t ions expér i  menta les  var  i en t  beaucoup / 
d'un laboratoi  r e  à I  'a t i t re e t  su r t ou t  parce que l es recherches ef fectuées dans 1 
ce domaine sont t r è s  peu nombreuses. Compte tenu de ces réserves, on peut cepend d 



classer les suspensions cellulaires en trois catégories, selon leur réponse 

vis S vis de ce facteur : 

- suspensions ce'llulaires dont la croissance est stimulée par 
la lumière : Pinus banksiana (DURZAN et CHALUPA, 19761, Nicotiana glutinosa - 
(KOHNO et YOSHIDA, 1977) ; Marchantia polymrpha (OHTA et Coll., 19771, dont 

les cellules sont très riches en chlorophylles et Acer pseudoplatanus - 
(DUBOIS et MORVAN, 1978) ; 

- suspensions cet lulaires dont la croissance est réduite à la 

lumière : Calystegia sepium (ROSSINI, 1974) et Si lene alba (DUBOIS et MORVAN, - 
1978). 

- suspensions cellulaires dont la croissance n'est pas (ou peu) 

affectée par la lumière : Daucus carota [TORREY et REINERT, 1961 1 

Populus hybrides et Nicotiana glutinosa et tabacum (var. Xanthi), (VATSUMOTO 

et Coll., 1972). 

C - LE pH W Ml LIEU DE CULTURE 
iles recherches entreprises sur des cultures de tissus vigétaux 

entre 1945 et 1955 permirent d'établir que la croissance est g6néralement 

maximum en milieu légèrement acide. Elles ont également montré que des tissus 

' cultivés sur des milieux gélosés dont le pH initial varie de 6 à 9 tendent 

à ramener progressivement le pH au voisinage de la neutralité (GAUTHERET, 

1959, P. 665-6661. Les cellules cultivées en milieu liquide agité sont 

plus sensibles aux variations du pH (ROSSINI, 1972 ; NESIUS et FLETCHER, t973). 

Selon MARTIN et ROSE (19781, les variations de la croissance seraient provo- 

quées par des modifications de la nutrition azotée et carbonée en relation 

avec le pH du milieu. 

1 - Variations du pH au cours du cycle de croissance 
+ 

Le pH du  milieu est de 5,7 - 0,1 avant I1autoclavage et de 
+ 

5,6 - 0,l  après. L'introduction de 3 g de cellules provenant d'une suspension 

cellulaire de 14 jours le ramène à 5,7 0,l. Le pH est mesuré tous les 

deux jours sur une partie aliquote du milieu prélevée aseptiquement ou bien 



méthodes sont les mêmes à O,] ou 0,2 un i tés  près. 

Nous avons e f f ec tué  7 sé r ies  de mesures dans des cu l tu res  mainte- 
+ 

nues à 21 - I0C. D'une expérience à I fau t re ,  l e  pH v a r i e  de 0,2 à 0,3 un i tés  

au cours de l a  première p a r t i e  du cyc le  de croissance e t  de 0,4 à 0,6 un i t és  

au cours de l a  seconde p a r t i e .  I I  augmente légèrement pendant 3  ou 4 jours, 

pu is  diminue, sans t o u t e f o i s  r even i r  à l a  va leur  i n i t i a l e  ; i l  augmente de 

nouveau du 8e au 18e j o u r  (F ig .  38). 

Le m i l i e u  renfermant des n i t r a t e s  comme seule source d'azote, 

l'augmentation du pH e s t  sans doute provoquée par l a  consomat ion des ions - - 
NO3 entraTnant une exsorpt ion d ' i ons  OH . L'absorpt ion p lus  ou moins rap ide 

des n i t r a t e s  au cours des premiers j ou rs  de CU 1 ture,  en r e l a t i o n  avec 1 ' é t a t  

physiologique des ce1 I u l es  ensemencées, r e n d r a i t  compte des d i f férences enre- 

g ls t rées  selon les  expériences. 

Flgure 38 : Var ia t ion  du pH du m i l i e u  au cours d'un cyc le  de croissanc 
des c e l l u ! e s  de Si lène. 

+ + 
' I m b  : 3 - 0,2 g de ceeeLLeed âgée6 de 13 - 1 j o w  ; tempé-c 
ZPC ; .&m&e du j o ~ r  + eumi&. d'appoint : 500 L u x ,  12 : 12  . 



On ob t i en t  des r é s u l t a t s  comparables lorsque l es  c e l l u l e s  de 

Si lène sont placées à 25OC. A c e t t e  température, l e  pH r e s t e  s ta t ionna i re  

ou diminue à p a r t i r  du 12e jour .  L v i n f  lex ion  de l a  courbe correspond à 

l'épuisement des n i t r a t e s  exogcnes (2e par t ie ,  4 , El.  

2 - Mod i f i ca t ion  du pH i n i t i a l  

Pour déterminer l e  pH l e  p lus  favorable à la  m u l t i p l i c a t i o n  des 

c e l l u l e s  de Silène, nous avons a jou té  de I'HCI, 2 N ou du KOH, N au m i l i e u  

après autocldvage, de manière à ce que l e  pH i n i t i a l '  du m i  I ieu v a r i e  en t re  

3,O e t  10,O. Les valeurs du pH mesuré d'abord t ou tes  les 24 h, puis à 

p a r t i r  du 4e jour , ' toutes l es  48 h e t  c e l l e s  de l a  croissance mesurée au 

début de l a  phase s ta t i onna i re  sont rapportées dans la  f i g u r e  39. 

3# Jours 

Figure 39 : E f fe t  de l a  va leur  du pH i n i t F a l  du m i l i e u  sur  l ' é vo lu t i on  du 
pH du mi l ieu,  au cours du cyc le  de croissance ( A )  e t  su r  la  
croissance de l a  suspension c e l l u l a i r e  de Si lène (BI. La c ro is -  
sance, exprimée en g de M F / c u l t u r e ,  e s t  mesurée l e  12e jour ) .  

Comme les  cu l t u res  de t issus,  l e s  c e l l u l e s  en suspension tendent à 

a j u s t e r  progressivement l e  pH du m i  1 ieu, sauf s i  c e l u i - c i  e s t  t rop  acide 

(pH<4,0). Quand l e  pH i n i t i a l  e s t  égal à 6,0, l es  va r i a t i ons  enregistrées 

au cours de l a  cu l t u re  sont f a i b l e s  (F ige  39, A ) .  

Bien que les  pH se rapprochent peu i peu de c e l u i  des suspensions 

cu l t i vées  sur l e  m i l i e u  standard, l a  croissance v a r i e  en fonct ion du pH 



i n i t i a l  (Fig.  39, B I  : 

1 - e l l e  e s t  nu l le ,  s ' i l  es t  i n f é r i e u r  ou égal à 3,O e t  l a  p l upa r t  des 1 
c e l l u l e s  se nécrosent avant l e  12ème j o u r  ; 

- e l l e  e s t  importante lorsque l e  pH i n i t i a l  e s t  compris ent re  4,O e t  1 - e l l e  diminue rapidement quand i l  passe de 6,O à 9,O ; 1 
- e l l e  e s t  t r è s  f a i b l e ,  s i  l e  pH i n i t i a l  e s t  égal à 9,O ou à 10,O 

mais l a  p l upa r t  des c e l l u l e s  sont encore v ivantes au 12ème j o u r  de 

cu l tu re .  

l 
l Les c e l l u l e s  a jus tan t  progressivement l e  pH du m i l i e u  au cours de , 

l a  cu l ture ,  les  expériences de ce t ype  sont insuffisantes.. On peut t ou te fo i  i 
r e t e n i r  qu'un pH i n f é r i e u r  à 4,O ou supér ieur à 7,O pendant les  48 heures j 
qui suivent l a  t ransp lan ta t ion  des c e l l u l e s  e s t  t r è s  fortement i nh ib i t eu r .  ' 

3 - Croissance des c e l l u l e s  dans des m i l i eux  tamoonnés 

$< 
Une so lu t i on  de TRIS-HCI, employée à l a  concentrat ion f i n a l e  de 

0,1 M diminue l a  biomasse des cu l t u res  sans tamponner efficacement te rn i i ie i  

Une so lu t ion  de M.E.s?*,o,o~ M (concent ra t ion f i n a l e  dans l e  m i  l leu)  e s t  

b ien to lé rée  par les  c e l l u l e s  de Si lène. Au pH du m i l i e u  standard (5,7), l a  

réduct ion de l a  biomasse, après 14 j o u r s  de c u l t u r e  en présence de M.E.S., 

e s t  i n fé r i eu re  à 10%. Malgré l a  présence de l a  so lu t i on  tampon, l e  pH n 'es t  

pas entièrement s t a b i l i s é  (Fig. 40, A )  . Les d i f fé rences  en t re  l e  pH i n i t i a  

(pHi) e t  l e  pH f i n a l  (pHf) sont-cependant beaucoup p lus  f a i b l e s  qu'en m i l i e  

non tamponné : 

= + 1 ,80 en présence de HCI , ZN . quand pHi = 4.5 : (pH1 - pHf) , + 

11 Il II M.E.S., 0,05 M 

= + O,9O sans tampon (m i l i eu  standard) quand pHi 5,7 : (PHi - ~ " f )  = + 0,10 en présence de M.E.S., 0,05 M 

= - 0,25 en présence de KOH, N quand pHi s 6,5 : (pHi - pHf) , - 
fi II " M.E.S., 0,05 M 

* TRIS : T r i s  (hydroxymethyl) aminoethan 

** M.E.S. : (2-5 N-morpholino) ethane s u l f o n i c  a c l d  



La croissance des c e l l u l e s  var ie  en fonc t ion  du pH : 

- à pH 4,5, e l l e  es t  p lus  importante que dans l e  m i l i e u  standard (non 

tamponné) ; 

- à pH 5,7, e l l e  e s t  du même ordre que aans l e  m i l i e u  standard ; 

- à pH 6,5, e l l e  es t  fortement r a l e n t i e  (Fig. 40, BI. 

J o u r s  Jours  

Figure 40 : E f f e t s  du pH i n i t i a l  des m i l i eux  contenant du M.E.S.,0,05 M sur 
I t é v o l u t i o n  du pH du m i l i e u  au cours de l a  c u l t u r e  ( A )  e t  su r  l a  
croissance des suspensions c e l l u l a i r e s  de Si lène (BI .  

4,5 : a---A 
pH i n i t i a l  m i l i eux  tamponnés 

6,5 : O---O ' 5,7 : - m i  l ieu standard (non tamponné) 

Une so lu t i on  de M.E.S. deux f o i s  p lus  concentrée (concentrat ion f ina le ,  

0,1 M au l i e u  de 0,05 M l  s t a b i l i s e  complètement te pH pendant tou te  l a  durée de 

l a  c u l t u r e  mais provoque une réduct ion importante du taux de croissance. 

Nous avons également e f fec tué p lus ieurs  cu l t u res  dans un fermenteur 

équipé d'un système de régu la t ion  du pH. C'est  l a  seule technique qui permette 



d'ajuster le pH sans trop modifier l'équilibre de la solution nutritive, en 

ajoutant progressivement de l'acide chlorhydrique ou de la potasse. Nous n'avons 

pas pu poursuivre nos essais suffisamment longtemps pour obtenir des résultats 

reproductibles. De p lus, pour étab l i r des comparai sons, i l faudrait disposer de 

plusieurs fermenteurs de manière à les ensemencer avec des cellules provenant 

d'un même lot de cultures. 

4 - Conclusion et discussion 

Les résultats obtenus en modifiant le pH initial .par HCI ou KOH, en 

présence ou non de M.E.S. montrent qu'un pH initial inférieur à 4,O-4,5 ou supé- 

rieur à 6,C-6,5 inhibe très fortement la croissance des cellules de Silène. Pour 

cette suspension cellulaire, le pH optimum est compris entre 4,5 et 5,5. 

Comme beaucoup de cultures de tissus végétaux, les suspensions cellula 

de Silène se développent mieux en milieu légèrement acide. C'est le cas égalemen 

des cultures cellulaires de Rosier (NESIUS et FLETCHER, 1973). 

On sait depuis longtemps, et MARTIN et ROSE (1978) viennent de le , 

vérifier avec des suspensions cellulaires d'l~omoeo que l'absorption des ions 

NO- est favori sée lorsque le pH est légèrement ac i de. Or, les nitrates représent 3 
la seule source d'azote du milieu de LESCURE modifié qur nous utilisons pour nos 

cultures de Silène. 

Le pH intervient également sur la pénétration des régulateurs de crois 

sance dans les cellules. Un pH faiblement acide favorise la pénétration du ANA 

dans des cellules isolées de feuille de Poirier (NORRIS et BUKOVAC, 1972). Plus 

récemment LEGUAY et GUERN (1977) ont montré que l'entrée du 2,4-D dans des cellu 

dlErable cultivées en milieu liquide agité dépend à la fois du pH du milieu et d 

pH intracel lulaire. 

Les effets du pH sont-ils aussi importants à tous les stades du cycle 

de croissance, ou plus importants à une période particulière ? Nos résultats 

montrent que ce facteur joue un rôle déterminant pendant les 2 ou 3 premiers j o ~  

Pour répondre plus complètement à cette question, i l  faudrait faire varier le 

pH à d'autres stades de la culture, notamment à la fin de la période exponentiel 

Le travail de STUART et STREET (1969) concernant le conditionnement 

des milieux souligne également l'importance du pH initial. En effet, si ce pH es 

optimal (6,4 pour des cellules d'Erable), la densité cellulaire critique est  pl^ 

faible et la période de latence est plus courte, Le pH optima! produit donc les 



dmes effets que l'emploi d'un milieu conditionné. De plus, I1utilisation d l u n  

tel milieu n'est totalement efficace que si le pH est voisin de l'optimum. On 

peut donc en conclure que le pH initial représente l'un des facteurs qui inter- 

viennent dans le conditionnement d u  milieu. 

D - AERATION DU MILIEU DE CULTURE 
Dans des cultures en fermenteur, l'aération du milieu est maintenue 

constante en faisant barboter dans la cuve soit de l'air comprimé, soit un 

mélange air-oxygène. Nous avons obtenu de bons résultats avec un débit d'air 

de 3 ou 4 1 .mn", sous une pression de 2 bars. Dans les f l acons de culture, 

Ifaératfon du milieu ne résulte que des échanges gazeux à travers le bouchon 

de coton qui les obture. Cfest pourquoi nous nous sommes demandé si I1oxygé- 

nation du milieu était suffisante ou si, au contraire, elle était l'un des 

facteurs limitant la croissance des cellules de Silène. 

1 - Mesure de I 'oxyg&e dissous et de la resp i rat ion 

Nous avons mesuré l'oxygène dissous dans le milieu au cours d'un 

cycle de croissance de 14 jours, à 25OC et en lumière continue. Les résultats 

rapportés sur la figure 41, A montrent que la tension d'oxygène diminue 

rapidement : au 7e jour, elle est 2 fois plus faible qu'au démarrage de la 

culture ; au 14e jour, elle est 3 fois plus faible. 

Parallèlement aux mesures de l'oxygène dissous, nous avons analysé 

Ifévolution de l'intensité respiratoire des cellules et mesuré leur croissan- 

ce (Fig. 41, A et B I ,  L'Intensité respiratoire augmente au cours de la première 

journée, puis diminue pour atteindre vers le 7e jour, la valeur initiale ; 

au cours de la seconde semaine de cultura, IIIRMF et IIIRMS diminuent rapide- 

ment. L'intensité respiratoire est donc élevée au début du cycle de croissance, 

quand le mi lieu est bien oxygéné ; el le est faible à la fin de la phase 

stationnaire, lorsque le milieu est peu oxygéné. Malgré la diminution specta - 



J o u r s  

Figure 41 A : Var ia t ions  de l 'oxygénation du m i l i e u  de c u l t u r e  (en % par 
rapport  à un m i l i e u  non ensemencé) e t  de l a  croissance ( M  FI 
d'une suspension c e l l u l a i r e  de Si lène.  

B : Evolu t ion de l ' i n t e n s i t é  r e s p i r a t o i r e  au cours d'un cyc le  de - 
cro  i ssance . 

c u l a i r e  du pourcentage d'oxygène dissous, l ' i n t e n s i t é  r e s p i r a t o i r e  d'une c u l  i 
,/Y:> ne diminue pas : e l l e  e s t  d 'environ 2 ml  d'O2 par  heure l e  2ème j o u r  e t  pass 

) à 5 ou 6 m l  par heure en t re  l e  7ème oi l e  14èrne jou r .  



2 - Modi f icat ion de l 'oxygénation du m i l i e u  

volume m i  l ieu i meortance du rôppt-f : a *  -- ------------- vo l ume f l acon 

Les c e l l u l e s  c n t  é té  i n t r odu i t es  à l a  concentrat ion i n i t i a l e  de 15 mg 

de M F . m i 1  dans des f i o  1 es d'attaque de 250, 503 e t  1000 m l  contenant chacune 

100 m l  de m i l i e u  standard. Les mesures de l'oxygène dissous ef fectuées après 

3, 7 e t  12 jours  de cu l tu res  on t  fourn i  les r é s u l t a t s  suivants : 

Jours volume du f lacon de c t t l tu re  

250 m l  500 m l  1000 m l  

O 100 % 100 g 100 % 
3 92 % 90 % 95 % 
7 43 % 52 % 65 % 

12 25 5 36 % 44 % 

En augmentant l e  volume du flacon, on r é d u i t  l 'épaisseur du l i q u i d e  

qui se déplace l e  long des paro is  de ce lu i - c i  e t  on augmente en même iemps l a  

surface l i b r e  du mi l ieu.  Les échanges gazeux sont f a c i l i t é s  e t  i l  en r é s u l t e  

une me i l l eu re  oxygénation de l a  so lu t i on  n u t r i t i v e .  

b. mode d 'obturat ion des f lacons de c u l t u r e  ........................................ 
Nous avons cons t i tué  3 l o t s  de c u l t u r e  : 

- l o t  no 1 : les f lacons sont obturés par un bouchon de coton hydrophi le 

normalement serré e t  recouverts d'un morceau de papier c r a f t  

maintenu par  un brace le t  de caoutc b u c  ; 

- l o t  no 2 : les f lacons sont obturés par un bouchon de coton t r è s  lache ; 

- l o t  no 3 : les f lacons sont fermés par un bouchon de coton t r è s  ser ré  

e t  recouverts de deux f e u i l l e s  d ' é ta i n  étroi tement appliquées 

( à  chaud) sur le  co l .  



~ a h s  les deux premiers lots, l a  tension Q1cxyg&ne var ie 3 peu prh! 

de la même manière,+outefois l 'aération du mi l i eu  est  l4gbrement meilleure 

quand l e  bouchon de coton est  peu serre. Le pourcentage d'oxygène dissous 

diminue plus rapidement dans les cultures du 3ème tot. Remarquons qu'au 14èn 

jour, les pourcentages sont identiques dans les +rois lo ts  de cultures (Figr 

4Z8A). 

Jours Jours 

Figure 42 : Effets du mode d'obturation des flacons de cul ture sur 
I'oxyg6nation du m i  i feu (en % par rapport 8 un m i  l leu non 
ensemenc6) ( A )  e t  sur la  croissance de la  suspension ce l l u l a i  
de S i  lbne ( 0 ) .  

La cmissance des' deux premiers leYs de cultures est  normale ; ce1 

du lot est  t d s  faible <Fi$. 42, 8 ) .  Ainsi, en.réduisant IToxyg6nation 

des CU ltures, on r6dui t &ga lement le  taux de cro i  ssarice ; en l laugmntant ur 

peu, on stimule t r è s  t6g6remsnt la p ro l i f4 ra t ion  des cel iulos. 



3 - Conclusion et discussion 
Les résultats rapportés ci-dessus montrent que le taux d1oxygè- 

ne dissous dans le milieu contrôle la croissance des suspensions cellulai- 

res de Silène. Cependant, dans les conditions habituelles de culture, 

I1oxygénation n'est pas un facteur limitant. En effet, on ne stimule pas 

(ou très peu) la croissance si on augmente l'oxygénation du milieu en 

agissant sur le mode d'obturation des flacons et sur le rapport volume 

de la suspension / volume du  flacon. D'autre part, dans des cultures en fer- 
menteur, on ne prolonge pas la durée de la phase de croissance active bien 

que le taux d'oxygène dissous soit maintenu constant pendant toute la durée 

de la culture. 

L'oxygène n'est pas le seul gaz qui intervienne sur la croissance. 

NESIUS et FLETCHER (1973) ont montré qu'en piégeant le CO2 on réduit la 

prolifération des cellules de Rosier et GATHERCOLE et Coll. (1976) ont 

Btabl i qu' i l faut 1 % de CO2 pour initier la croissance des suspens ions 
cellulaires dlErable. Dfapr&s ces derniers auteurs, l'effet bénéfique 

ne résulterait pas d'une simple modification du pH, comme cela avait été 

précédernent envisagé. Le CO2 pourrait modifier la perméabilité cellulaire 

(DOREE et Coll., 1972) et/ou agir sur des enzymes du métabolisme inter- 

médiaire (VANDERHOVEN et ZRYD, 1978). L'éthylène (DALTON et STREET, 1976 ; 

CONSTAGEL et Coll., 1977) et Ifazote gazeux (CONSTABEL et Coll., 1974) 

sont égalemeni susceptibles d'intervenir sur la division et le verdissement 

des cellules cultivées en milieu liquide agité. 



F A C T E U R S  

C R O I S S A N C  

On conn a i t  aujourd'hui de nombreuses suspens ions ce l l u  l a i  res qu 

se développent oans des mi l ieux  l iqu ides renfermant des éléments minéraux 

un sucre, des phytohormones (souvent du 2,4-D) e t  des vitamines ( l e  p lus 

vent l a  vitamine BI). D'un point  de vue q u a l i t a t i f ,  les m i l i eux  u t i l i s é s  

ont  beaucoup de po in ts  communs, car  l a  p lupa r t  dér ivent  de ce lu i  mis au p 

par MURASHIGE e t  SKOOG, pour les t i s s u s  de Tabac ou de la  so lu t ion  précon 

par LAMPORT pour c u l t i v e r  les c e l l u l e s  dlErable. 

A - CHOIX D'UN Ml LIEU DE BASE POUR LES CELLULES DE SILENE 

1 - Eiéments minéraux 

Au l i e u  d'entreprendre l 'analyse systématique des e f f e t s  exercé 

par les se ls  minéraux sur l a  croissance des c e l l u l e s  de Sllène, nous avon 

préféré comparer l ' a c t i o n  de t r o i s  so lut ions minérales couramment u t i l i s é  

au laborato i re pour c u l t i v e r  des t i s s u s  végétaux : c e l l e s  de HELLER, de 

MURASHIGE e t  SKOOG e t  de LESCURE, m i l i e u  de LAMPORT modif ié.  

En p lus des éléments propres à chacune de ces solut ions, nous a 

ajouté au m i  1 leu de c u l t u r e  2 % (poids/volume) de saccharose e t   IO-^ g.mJ 

de 2,4-D e t  de vitamine B,. 
I 

La so lu t ion  n u t r i t i v e  préconisée par  LESSURE pour la cu l tu re  de 

c e l l u l e s  dtErable e s t  c e l l e  qui assure l a  croissance l a  p lus  importante. I 

l e  premier passage, l a  biomasse obtenue e s t  environ 2 f o i s  p lus  élevée qu 

l a  so lu t ion  minérale de MURASHIGE e t  SKOOG e t  i l  en es t  de même au cours 

des passages suivants (Tableau XLIV). 

La so l  uti.on de HELLER assure une croissance t r è s  i rrégu l i ère : 

importante l o r s  du l e t  passage, f a i b l e  à l ' i s sue  du second, moyenne à l a  

f i n  du t ro is ième (Tableau XLIV). Pour é v i t e r  d 'éventuel les carences, noui 

avons repiqué les c e l l u l e s  sur des m i l i eux  neufs après 9 j ou rs  au l i e u  de 

Les résu l t a t s  obtenus ne sont pas mi l leurs. 

A l a  su i te  de ces essais, nous avons donc retenu l a  so lu t ion  m i l  

l e  de LESCURE, comme m i l i e u  de base pour l a  cu l tu re  des suspensions ce1 l u  

de Silène. I I  e s t  c e r t a i n  que ce t te  méthode ne permet pas de connaître le! 

besoins exacts des c e l l u l e s .  Toutefois, i l  f a u t  noter  que la  solul-ion de 

LESCURE se carac tér ise  par une f o r t e  concentrat ion en n i t r a t e s  e t  en pota! 

s i  urn, e t  par der rapports K + / c ~ +  e t  K ' /N~+  élevés, sur tou t  s i  on les conpi 



TABLEAU XLlV : Croissance d'une suspension c e l l u l a i r e  de Si lène dans d i f -  
ferentes so lut ions n u t r i t i v e s .  La croissance ( a  do M F/cul- 
t u r e )  e s t  déterminée après 3 passages successi7s dlune durée 
de 11 - 1 j o u r  chacun. 

I n o c h ~  : 3,O + 0,2 g de c W e s  âgées de 72 jowt-; tempéhaturre : ZI°C ; 
W h  du jowr + hn.ièrre dtappo&zR: (500 l ux ,  12 : 12) 

ff ELLER 

+ 
42,5 - 8,O 

+ 
4,O - 2,6 

+ 
25,5 - 2,5 

a ceux de l a  so lu t ion  de HELLER. Notons également qu 'e l l e  renferme des 

n i t r a t e s  comme seule source d'azote, a lo rs  que l a  so lu t i on  minera l e  de 

LESCURE 

+ 
39,2 - 5,4 

--.--------------...----------------..--------------- 
+ 

37,8 - 6,7 

--------------LI-..-------------- 

+ 
44,4 - 5,2 

- 
MURASHIGE e t  SKOOG cont ien t  des ions ammonium en p lus  des ions NO3 . 

---a--- 

1 

2 

3 

b 

2 - Importance du 2,4-0 e t  de l a  v i tamine BI 

Notre m i  l ieu de base renferme 1 0 - ~  g.ml 
- 1 

de 2,4-0 e t  une dose i dent i - 
que de vitamine BI fourn ie  sous forme de chlorhydrate de thiamine. I I  nous 

f a l l a i t  v é r i f i e r  s i  ces substances é ta ien t  indispensables e t  rechercher leur 

concentrat ion optima Le. 

P 

MüRA~HIGE E SKOOG 

La croissance des c e l l u l e s  de Si lène e s t  impossible dans l e  m i l i e u  

se ls  minéraux 

18,4 'f- 2,l 

------------------.--- 

+ 
23,1 - 1,6 

-----Li----------------. 

+ 
20,9 - 1.5 

de LESCURE dépourvu de 2,4-D ou en contenant une dose égale ou i n fé r i eu re  à - 1 
1 0 - ~  g.ml . Au cours de t r o i s  passages successifs, les  biomasses les p l u s  

se ls  minéraux 
acides aminés 
v i tami nes 

----------------.---------------------------------..----------#-- 

+ 
39,8 - 5,6 

+ 
31,6 - 3,5 

--.-.C------------- 

+ 
34,3 - 3,O 

élev6es on t  é té  obtenues pour des concentrations comprises en t re  5. IO-' e t  
-6 

5.10 g.ml-l, sans qu' i l s o i t  poss ib le de déterminer véritablement l a  dose o p t i -  

male. A p a r t i r d e l ~ - ~ ' ~ . m ~ ' ,  on observe une réduct ion de la croissance (Fig. 43). 

En ce qui concerne l a  thiamine, les r é s u l t a t s  rapportés dans l a  

f i gu re  44, montrent que les c e l l u l e s  de Silène sont hétérotrophes à c e t t e  

substance. Une dose de O-' g .m l  -' es t  suf f i sante pour assurer l a  c r o i  ssance. 

Des concentrations 100 ou 1000 f o i s  supérieures ne sont pas toxiques, mais 

e l l e s  n 'ampl i f ieo t  pas l a  p r o l i f é r a t i o n  ce1 l u l a i r e .  



Figure 43 : Influence de différentes concentrations de 2,4-D 
sur la croi ssance. 

Inouhm : 3,0 t 0,2 g de celeules âgées de 1 2  j o u  ; Xm,pEaa+tu.ae 
2 1 ° C  ; LurnLètre du jowr  + M h e  d'appoint (500 tu, 12 : 721 ; 
chaque pabsage a une &ée de 12 j o w  . 

Flgure 44 : Influence de différentes concentrations de vitamine 8 ,  : 
la  cro i ssance. 

+ 
Inocu&wn : 3,0 - 0,2 g de ceeecLeeb iigéeb de 1 2  j o w  ; ; t e m p é w e  
2 I 0 C  ; + &niètredu jowr + M è n e  d ' a p p o i n t  (500 tu, 12 : 1 2 ) .  



B - LES REGULATEURS DE CROISSANCE 
1 - Effets comparés de quelques composés auxiniques 

Beaucoup de suspensions cellulaires sont cultivés en présence de 

2,4-D ou de ANA, ces substances favorisant à la fois la multiplication des 

cellules et, plus ou moins selon la souche considérée, leur dispersion dans 

le milieu. Celles de la souche Sa, de Silène, entretenues sur le milieu 

de LESCURE renfermant 1 O-~CJ .ml-'de 2.4-D présentent un taux de croi ssance 

et de dissociation satisfaisants, mais montrent une forte hétérogénéité 

du point de vue chromosomique. La plupart des cellules sont polyplofdes ou 

aneuploTdes, ce qui entraîne des anomalies de la mitose (2e partie, 1, C4). 

En culture in vitro, I1augmentation de la plordie et des mitoses 

anomales sont fréquemment observées, aussi bien dans des colonies tissulaires 

. (STRAUS, 1954; TORREY, 1961 ; SACRISTAN, 1971 ; NOVAK, 1974) que dans des 

suspensions ce1 lulaires (HEINTZ et Coll., 1969 ; SUNDERLAND, 1973 ; RASHID 

et STREET, 1974 ;, BAYLISS et GOULD, 1974). Des diminutions du nombre des 

chromosomes ont 6galement été signalées dans plusieurs cultures (SHIMADA 

et TABATA, 1367 ; SfNGH et Coll., 1972 ; NOVAK, 1974). Les régulateurs 

de croissance et particulièrement le 2,4-0, la kinétine et le lait de coco 

sont tenus pour responsables de ces variations (TORZEY, 1961 ; MITRA et 

STEWARD, 1961 ; SHAMINA, 1966 cité par NOVAK, 1974 ; RASHID et STREET, 

1974) ; bien que dans certaines suspensions cellulaires, pourtant cultivées 

en présence de 2,4-0, le nombre de chromosomes varie peu par rapport à 

celui des planies entières (KA0 et Coll., 1970). 

Dans les cultures de Haplopappus gracilis, la polyploÏdisation 

des cellules est moins rapide quand on remplace le 2,4-D par du ANA (SHAMINA, 

1966 cité par SUNDERLAND et SUNDERLAND, 1973). Les résultats de ces 

différents travaux nous ont Inclté à remplacer le 2,4-D par du ANA dans le 

milieu. A titre de comparaison, nous avons également employé l'acide naphto-. 

xyacétique utilisé par HENRY et Coll. (1978) pour une autre souche cellulaire 

de Si lene alba et l'acide B-indolylacétique, très rarement employé pour - 
promouvoir la croissance des suspensions cellulaires. 



- 7 La concentration optimale du 2,4-D est de 5.10 M, soit environ d 

fois plus faible que celle que nous avions déterminée en 1973, peu de temps 

après avoir isolé la suspension cellulaire (Fig. 45). Une telle diminution 

correspond sans doute au phénomène d'accoütumance, fréquemment mis en évide 

en culture in vitro (GAUTHERET, 1956 p. 6 5 6 ) .  

C o n c e n t r a t i o n s  mola ires  

Figure 45 : Effets de la nature et de la concentration des régulateur: 
croissance sur la prolifération et la subculture des suspc 
sions cellulaires de Silène. 



Nous avons dé jà  s ignalé  (2ème par t ie ,  1, C ) que l a  suspension 4 
c e l l u l a i r e  de Si lène, isolée depuis p l us  de 6 ans, e s t  actuel lement composée 

presque exclusivement de ce i  Iu les  polyploldes.  I I  e s t  poss ib le  que l a  d iminut ion 

des besoins en 2,4-D corresponde à l a  sé lect ion,  au cours des passages succes- 

s i f s ,  de c e l l u l e s  p lus  ou moins po lyp lo ldes.  Une r e l a t i o n  en t re  l e  taux de 

p l o î d i e  e t  l a  s e n s i b i l i t é  v i s  à v i s  d'un au t re  f ac teu r  de croissance a  é t é  

é t a b l i e  par  TORREY (19.611, dans des c a l s  d ' o r i g i ne  r a c i n a i r e  de Pois. Cet auteur 

a  en e f f e t  montré que l a  k i n é t i n e  f avo r i se  davantage l a  d i v i s i o n  des c e l l u l e s  

t é t rap lo ïdes  que c e l l e  des c e l l u l e s  d ip lo îdes.  

Le ANA assure également l a  croissance i n d é f i n i e  des suspensions 

c e l l u l a i r e s  de Si lène. La p r o l i f é r a t i o n  opt imale exprimée en poids de M F e s t  

du même ord re  que c e l l e  obtenue avec l e  2,4-D, mais on l 'observe pour des 

concentrat ions supérieures (envi  r on  1 . I O - ~ M .  Le po i  ds de M S e s t  même un peu 

p lus  élevé, ca r  l e  ANA r é d u i t  l ' h yd ra ta t i on  des c e l l u l e s .  Au cours des passages 

successifs, l e  ANA perd son e f f i c a c i t é  aux concent ra t ions i n fé r i eu res  à 5.10-~~ 
-5 e t  sa t o x i c i t é  augmente pour des doses supérieures à 5.10 M. 

L'acide naphtoxyacétique a  un e f f e t  analogue à c e l u i  du ANA. A p a r t i r  
-6 - 5  du 3ème passage, seules les  doses comprises e n t r e  1.10 M e t  1.10 M assurent 

-7 une p r o l i f é r a t i o n  cornparôble à c e l l e  que l 'on o b t i e n t  avec 5.10 M de 2,4-D 

(Tableau XLV). 

TABLEAU XLV : E f f e t  de l a  concent ra t ion de l ' a c i d e  naphtoxyacétique sur  l a  
F 

croissance de l a  suspension c e l l u l a i r e  de Si lène. 

PASSAGES 

l e r  

2Qme 

3ème 

, 

La a o h ~ a n c e  os2 e x p h é e  WI % de  M f pm happo& à c d t e  
que &' on obaevilt dam un nKRieu .témoi.n co~z;teyu~vuF 5 . 1  0-7M de 
2,4-P. 

Chaque pauage  a une &Ce de 14 j o u a .  

1 

A C I D E  N A P H T O X Y A C E T I Q U E  

(concentrations molaires) 

L'acide f i - indo ly lacét ique ne f avo r i se  que t r è s  Iéggrement l a  p ro -  

 IO-^ 

99,6 

108,8 

99.4 

 IO-^ 

109.1 

69,3 

30.6 

O 

106,5 

15,8 

- 

5.  IO-^ 

102,5 

97,3 51.2 

103,7 40,3 

1 

-----------------------..-----------------..--------------- 
114,2 

36,2 

- 



l i f é r a t i o n ,  l o r s  du l e r  passage. Au second, l e  m i l i e u  contenant une dose d 

I O - ~ M  de A I A  e s t  l e  seul qu i  assure une f a i b l e  m u l t i p l i c a t i o n  ce1 l u l a i r e .  

Toutes l e s  c e l l u l e s  se nécrosent l o r s  du 3ème passage (F igure 45). 

b. observat ions cyto log iques -------------- ---- - --- 
Nous n'avons pas constaté de mod i f i ca t i ons  caryologiques après 3 

passages dans l es  m i l i eux  contenant du ANA au l i e u  du 2,4-D. Le taux de 

p l o f d i e  ne diminue pas. Ceci n ' exc lu t  pas que l a  p o l y p l o Î d i s a t i o n  puisse 

ê t r e  moins rap ide et /ou moins élevée dans des c u l t u r e s  contenant de I ' a c i -  

de napti tylacétique. Pour l e  v é r i f i e r ,  i l  f a u d r a i t  i s o l e r  de nouvel les sus- 

pensions c e l l u l a i r e s  à p a r t i r  de fragments de t i g e  de S i lène  e t  l es  placer 

directement sur des m i l i e u x  contenant s o i t  du ANA, s o i t  du 2,4-D. 

L'acide naphtylacét ique ne provoque pas l a  format ion de chloro- 

p lastes dans les  c e l l u l e s  de Silène, a l o r s  q u ' i l  s t imu le  l a  d i f f é renc ia -  

t i o n  de ce  type de p las tes  dans les  suspensions c e l l u l a i r e s  dlErable 

(YEOMAN e t  STREET, 1973). 

La d iminu t ion  de l a  concent ra t ion i n i t i a l e  du 2,4-D ou son rem- 

placement par du ANA ne mod i f i e  pas l a  d ispers ion  des c e l l u l e s  de Silène, 

contrairement à ce que l ' o n  observe chez I IErable (SIMPKINS, COLLIN e t  

STREET (19701.et  chez Atropa belladonna (DAVEY, FOWLER e t  STREET, 1971). 

Les CU l t u r e s  de S i  lène e f  fectuées en présence de A I  A ( I O - ~ M )  cont  i snnent 

moins de c e l l u l e s  iso lées e t  davantage d 'agrégats de p lus  grande t a i l l e .  

c. A c t i v i t é  peroxydasique e t  isoperoxydases --------- ---- ---- --------- ---- ----- 
Nous avons précédemment montré que l ' a c t i v i t é  peroxydasique var 

au cours du c y c l e  de croissance : e l l e  diminue pendant l a  phase exponentic 

l e  e t  augmente quand l a  m u l t i p l i c a t i o n  des c e l l u l e s  e s t  r a l e n t i e  (2ème par 

t i e ,  1, E2). Les r é s u l t a t s  rapportés dans l e  tab leau XLVl montrent que I t ë  

t i v i t é  peroxydasique v a r i e  également en f o n c t i o n  du régu la teur  de croissar 

u t i  1 isé.  

Les a c t i v i t é s  des peroxydases so lub les  ( f r a c t i o n  E l )  sont les 

mêmes dans les  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  en présence de ANA e t  de 2,4-D. E l l e s  

sont 2 à 3 f o i s  p lus  importantes dans les  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  dans l e  rni l ic 

de base seul ou en r i ch i  en A I A .  



Les a c t i v i t é s  des peroxydases l i é e s  ioniquement ( f r a c t i o n  E2) 

sont légèrement in fé r ieures  quand on remplace l e  2,4-D par  du ANA e t  net-  

tement p lus  élevées quand i l  e s t  absent ou remplacé par du A I A .  E l l e s  

augmentent au cours de l a  cu l tu re ,  mais d'une façon beaucoup p lus  importan- 

t e  s i  l e  m i l i e u  ne renferme pas de régu la teur  de croissance ou s ' i l  con- 

t i e n t  de l ' ac i de  6- indoly lacét ique. Notons que l e s  é c a r t s  sont encore p l u s  

grands quand on rapporte l e s  a c t i v i t é s  peroxydasiques aux proté ines de 

l ' e x t r a i t  ( a c t i v i t é  spéc i f ique)  au l i e u  de les  exprimer par  rappor t  au 

poids de M F .  

Les peroxydases l i é e s  de façon covalente ( f r a c t i o n  Eg) o n t  une 

a c t i v i t é  ident ique dans l e s  c e l l u l e s  entretenues dans l e  m i l i e u  de base 

e t  dans c e l u i  contenant du A I A .  A l a  f i n  de l a  l è r e  e t  de l a  2ème semaine 

de cu l tu re ,  e l l e s  sont env i ron 3 f o i s  p lus  élevées que dans les  c e l l u l e s  

c u l t i v é e s  dans un m i l i e u  contenant du 2.4-0 ou du ANA. 

TABLEAU XLV l  : A c t i v i t é  peroxydasique (DO à 420 nm en 1 mn) de f rac-  
t i o n s  c e l l u l a i r e s  e t  du m i l i e u  de c u l t u r e  d'une suspen- 

AGE DES 
CULTUIXES 

RECULATEURS 
DE CR0 I SSANCE 

V) ûO/g M F 
L El - 
+u W/mg P  - a - 

. - 
Q> v û O / g M F  

c E2 ûO/mgP O - + 
O n 
k E3 M)/mgMF 

3 L 
2 3 - 0 2  DO/m I - 
E J  

- 

s i on  ce1 l u l a i r e  de Si lène c u l t i v é e  pendant 7 e t  14 j o u r s  
en présence de doses optima l es  de A IA ( IO-~M) . de ANA 
( I O - ~ M )  de 2.4-D (5.1 0-'FI) ou sans régu l ateur  de c ro i s -  
sance (O). 

La t e n w  en pto;téines de l t e W  E3 ne ped  ZAYL~ me- 
4w~ée ,  Re do~age é h n t  &.u~s& patl La ph&sitnce d e  ceeeLLPa5e 
et de pcctincue. 

7 jours 

O A I A  ANA 2'4-0 

15,5 15,3 7,8 8,8 

4,O 3.6 1,6 1,8 

44,O 29.3 17,3 21,3 

136.6 86.4 35,6 45.4 

8,4 6,5 3,O 2,7 

,,,-------------------..-----;------------------------------- 

4, l  3,2 2,O 2,3 

h 

14 jours 

O AIA ANA 2,4-D 

14,8 15,4 6,4 5,5 

ce3 6,4 2,8 2.4 

70,O 66,6 23,3 24.6 

402.3 292.1 81,2 92,l 

9 ~ 3  9,7 2,4 4 ~ 4  

5,3 6,6 4,O 3,4 

GÏ? 
&) 



Après 7 jours de culture, 3 isoenzymes (Cl, Al et A3) ont été 

identifiées dans 13 fraction soluble des cellules cultivées dans un mi- 

lieu contenant du 2,4-D ou du ANA. Une isoenzyme supplémentaire (C3) 

apparaît en présence de AIA et 2 supplémentaires (C3 et Cq) en I'absen- 

ce de régulateur de croissance. Au 14ème jour, on relève 5 isoenzymes 

quand le milieu renferme du 2,4-D ou du ANA et 6 quand i l  ne contient 

pas de régulateur de croissance ou uniquement du AIA (LEGRAND et DUBOIS, 

1978). Les fractions ioniques et covalentes qui ne renferment que 2 iso- 

enzymes peroxydasiques, dans les conditions standard de culture, n90nt 

pas été analysées. 

On peut déduire de ces résultats qu'en présence de 2,4-D ou de 

ANA, les cellules de Silène prolifèrent de façon identique, ont des ac- 

tivités peroxydasiques voisines et les mêmes isoperoxydases. Au contraire 

en présence de AIA et sans phytohormone, les cellules prolifèrent très pe 

ont des activités peroxydasiques élevées et davantage dlisoperoxydases, 

surtout à partir du 7ème jour de CU l ture. 

L'activité peroxydasique du milieu de culture varie également 

en fonction de la nature du régulateur de croissance : elle est faible 

s'il contient du 2,4-D ou du ANA, deux fois plus élevée s'il renferme du 

AIA (Tableau XLVI).Le nombre des isoenzymes présentes dans les 2 premiers 

milieux est également plus faible : 6 au lieu de 10 le 7ène jour, 9 au 

lieu de 1 1  le 14ème jour (LEGRAND et DUBOIS, 1978). 

Tout se passe donc comme si le AIA exogène dsvenail inefficace 

après une semaine, alors que les deux composés auxinomimétiques conser- 

vent leur activité vis-à-vis de la multiplication cellulaire jusqu'au 

IOème ou au 12ème jour de culture. 

L'inefficience du AIA après une semaine pourrait correspondre 

à l'augmentation de l'activité peroxydasique globale et à l'apparition 

de certaines isoperoxydases dans les cellules et dans le milieu. On sait 

que certaines peroxydases ont une activité auxine-oxydasique (GASPAR et 

XHAUFFLAIRE, 1967 ; PILET et LAVANCHY, 1969) et notamment les isoperoxy- 

dases les plus cathodiques (MAZZA et Coll., 1970). Leur apparition ou le 

renforcement de leur activité au 7ème jour pourrait provoquer une diminu- 

tion de la teneur en auxine endogène, la dégradation du AIA exogène res- 

tant dans le milieu et la formation de produits toxiques. 

Si cette hypothèse est correcte, le transfert des cellules dans 

du milieu neuf avant que les isoenzymes cathodiques n'apparaissent et/ou 

n'augmentent d'activité devrait permettre la reprise des divisions cellu- 

laires. 



C'est ce que I ' on  constate, quand on repique l e s  c e l l u l e s  de 

S i  lène tous  les  7 j ou rs  dans du m i  1 ieu  contenant I O - ~ M  de A I  A. Les ré-  

su l t a t s   ab l eau XLV 1 I ) montrent que dans ces cond i t i ons  : 

- l a  croissance de l a  suspension c e l l u l a i r e  de Si lène se 

poursu i t  (nous avons a r r ê t é  l 'expér ience à l a  f i n  du 5ème 

passage) ; 

- l a  biomasse e s t  comparable à c e l l e  que I ' on  o b t i e n t  en 7 

j ou rs  dans un m i l i e u  contenant une dose opt imale de 2,4-D ; 

- I ' a c t i v i t é  peroxydasique baisse dès l e  second passage ; 

ensui te  é l l e  demeure constante. 

Nous avons observé, par  a i l l e u r s ,  que deux isoenzymes cathodiques, 

C3 e t  Cq, n'apparaissent p l us  dans les  c e l l u l e s  (LEGRAND e t  DUBOIS, 1978). 

TABLEAU XLVII : Croissance (poids de M F )  e t  a c t i v i t é  peroxydasique 
(DO mesurée à 420 nm en 1 mn) de l a  f r a c t i o n  so lub le  
de c e l l u l e s  de Si lène repiquées tous  les  7 j o u r s  dans 
du m i  l leu neuf contenant du A I A  ( 1 0 - 5 ~ ) .  

ACTlVlTE 

PERoXYDASIQUE 

(DO/g M F) 

15,30 

7,40 

6,40 

6,30 

- 

1 e r  

2ème 

3Srne 

4ème 

5èmc 
, 

+ La ctroAocuzce / r W v e  est exptwrlee en % p m  upp0k-t 
à la cnoiddance da c W e s  a.+-puées dam un U e u  
témoin contenaM;t du 2,4-V (5 .10  M l .  

L'ANA e t  d 'au t res  auxines de synthèse f o n t  baisser l ' a c t i v i t é  de 

p lus ieu rs  isoenzymes cathodiques dans des c u l t u r e s  d f  Asparagus o f f i c i n a l i s  

(VAN HOOF e t  GASPAR, 1976). L ' e f f e t  i n h i b i t e u r  du 2,4-D sur l ' a c t i v i t é  

de cer ta ines  isoenzymes a également é t é  rappor té  par RITZERT e t  TURIN 

(1970) e t  par CACHITA-COSMA e t  Co l t .  (1976) dans des c u l t u r e s  de Tabac e t  

CROISSANCE 

d '  Arabidopsis. Cet e f f e t  semble donc ê t r e  général .  Pourtant, s i  on en t re  

9 M F/cu l t u r e  

14,7 

20,7 

24,4 

23.7 

21,5 

R e l a t i v e  
(+ 1 

-------------..---------------------------..----------------- 

79,9 % 

90,9 % 

8,1 ,7 % 

109,6 5 

92,4 % 



dans les  dé ta i l s ,  on remarque que selon l a  concentration des régula- 

t eu rs  de croissance e t  l e  matér ie l  b io log ique  u t i l i s é s  (LEE, 1971 e t  

1972 ; VAN HOOF e t  GASPAR, 19731 e t  selon l e s  cond i t ions  expérimentales 

(RITZERT e t  TURIN, 1970 ; GASPAR e t  Coll . ,  19731, ce ne sont pas t ou jou rs  

l es  mêmes groupes dlisoenzymes qui va r i en t .  I I  e s t  donc d i f f i c i l e  dans 

l ' é t a t  actuel  de nos connaissances d ' é t a b l i r  une r e l a t i o n  simple en t re  

l ' a c t i v i t é  des isoperoxydases e t  l e  con t re l e  de l a  croissance. P lus ieurs  

i soenzymes -en p a r t i  CU l i e r  l es p l us cathod i ques- o n t  une a c t  i v i t é  auxi ne- 

oxydasique ce r ta i ne  ; d'aut res -notamment des anodiques- pour ra ien t  i n t e r -  

ven i r  dans les  processus de l i g n i f i c a t i o n .  

2 - E f f e t s  de l a  k i n é t i n e  (K in )  e t  de l a  6-benzylaminopurint 

(6  - BAP) 

Les m i l i e u x  de c u l t u r e  u t i l i s é s  pour de nombreuses suspensions 

c e l l u l a i r e s  provenant, comme c e l l e  de l a  souche Sal de Si lène, de l a  d is -  

soc ia t i on  de t ' t i ssus  normaux" c u l t i v é s  i n  v i t r o ,  ou b ien de l a  d issoc ia-  

t i o n  de fragment d'organes, renferment souvent une substance auxinomimé- 

t i q u e  e t  une cytok in ine.  Les c e l l u l e s  du M e r c u r i a l i s  annua (CHAMPAULT, 

19691, du Dianthus carvophyl leus (ENGVILD, 1972) du Calysteg ia  sepium 

(ROSSINI, 1973) e t  du Datura innoxia (ENGVILD, 1974) sont c u l t i v é e s  en 

présence de 6 - BAP ; ce l l es du Hap l opappus g rac i  l i s (ER1 KSSOI4,1965), 

de Tabac (JOUANNEAU e t  PEAUD-LENOEL, 1967 ; MATSUMOTO e t  Coll . ,  19711, 

de Rosier (NASH e t  DAVIES, 19721, d tAt ropa be l  ladenna (RASHID e t  STREET, 

1974) e t  de Soja (CHU e t  LARK, 1976) en présence de K iné t ine .  D'autres 

suspensions c e l l u l a i r e s ,  notamment c e l l e s  du Rubus f r u t i c o s u s  e t  de 

Linum us i ta t iss imum (HENSHAW e t  Col l . ,  19661, du Cucumis meIo 

(VAJRANABHAIAH e t  METHA, 1976) e t  du Phaseolus v u l g a r i s  (MANTE e t  BOLL, 

1976) sont entretenues dans des m i l i e u x  p l u s  complexes renfermant notam- 

ment du l a i t  de Coco. 

Nous nous sommes demandé s i  un appor t  de Kin ou de 6 - BAP 

m o d i f i e r a i t  l e  taux de p r o l i f é r a t i o n  e t  de d i spe rs ion  des c e l l u l e s  de 

Silène, compte tenu du f a i t  que l es  cy tok in i nes  s t imu len t  géneralement l a  

d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  e t  qu 'e l l es  inh iben t  p l u s  ou moins l a  séparat ion des 

ce1 I u l es  dans d i f f é r e n t s  types de c u l t u r e s  i n  v i t r o  de Dicotylédones 

(HALPERI N e t  MI NOCHA, 1973 ; RASHI D e t  STREET, 197 4 ; HALMER e t  THORPE, 

1976). 



Pour une première s é r i e  d'essais, nous avons u t i l i s é  le m i l i e u  

de LESCURE mod i f i é avsc 2,4-D ( 5 .  IO-~MI comme fac teur  aux i n i que. Des con- 

cen t ra t ions  de Kin i n fé r i eu res  ou égales b 1 0 " ~  on t  peu d ' e f f e t .  A p a r t i r  

de IO-~M,  l a  Kin r a l e n t i t  l a  p r o l i f é r a t i o n .  En présence de IO-~M,  l a  bio- 

masse e s t  r édu i t e  de m o i t i é  e t  les  c u l t u r e s  renferment davantage de p e t i t s  

agrégats e t  de nombreuses c e l l u l e s  mortes qui  f avo r i sen t  certainement La 

fragmentation des p lus  gros amas (F ig .  46 1 .  

Figure 46 : E f f e t s  de l a  k i n é t i n e  (K in)  e t  de l a  benzylaminopurine 
(6-BAP) sur l a  croissance (MF) des sus6ensions c e l l u l a i -  
r e s  de Si  lène, après un passage de 14 j s u r  l e  m i  l i e u  de 
base seu l (1) ou contenant 5.1 O - ~ M  de 2,4 D ( D--- 
ou IO'~M de AIA ( A---+i ).  

TnocLLeum : 3 t 0,2 g de c&llees Û g E u  de 14 j o w  ; tempé-  
: 2 5 ' ~  ; W é k e  500 l u x ,  24 : O. 

Les r é s u l t a t s  sont l es  mêmes quand on remplace l e  2,4-0 par  du 

A IA .  En l'absence de fac teur  auxinique, l a  réduc t ion  de l a  biomasse e s t  en- 

core p lus  importante, quel l e  que s o i t  l a  dose de Kin employée (F ig .  46 ). 

Le 6-BAP p r o d u i t  des e f f e t s  comparables à ceux de l a  Kin. 

En u t i l i s a n t  des c e l l u l e s  dé r i van t  d'une c u l t u r e  p r ima i re  de 

moel le de Tabac (Lt., Wisconsin 38) sensibles aux auxines e t  aux cy tok i -  

nines, PEAUD-LENOEL e t  JOUANNEAU (1971) observent qu'en m i l i e u  l i q u i d e  

ag i té ,  c e t t e  l ignée garde sa s e n s i b i l i t é  v is -à-v is  des deux types de fac- 



t e u r s  de croissance. Ces auteurs observent cependant que l a  dépendance 

v is -à -v is  des cy tok ines  n ' e s t  pas absolue : e l l e  v a r i e  selon l a  concen- 

t r a t i o n  du f ac teu r  auxin ique.  Pour l e  c lone "21" q u ' i l s  u t i l i s e n t ,  l a  

s e n s i b i l i t é  à l a  K in  n ' appa ra i t  que pour des doses suffisamment basses de 

2,4-0. 

Nous avons donc r é a l i s é  une nouvel le  s é r i e  d 'essa is  avec l a  K in  

e t  l a  6-BAP, en supprimant l e  2,4-D du m i l i e u .  Les r é s u l t a t s  d'un premier 

passage de 14 j o u r s  (Tableau XLVI I I )  sont conformes à ceux que nous avons 

précédemment rapportés ( F i  g. 46 : l a  Kin e t  l a  6-BAP rédu i sent d 'autant  

p l us  l a  p r o l i f é r a t i o n  des c e l l u l e s  de S i lène que l e u r  concent ra t ion dans 

l e  m i l i e u  de c u l t u r e  e s t  p l u s  élevée. A l ' i s s u e  du second passage, l a  b i o -  

masse e s t  t r è s  f a i b l e  s i  l e  m i l i e u  ne c o n t i e n t  aucüne substance de c r o i s -  

sance ; e l l e  e s t  m u l t i p l i é e  par 2 ou par 3 en présence de Yin e t  par  2 ou 

4 en présence de O-BAP (Tableau XLV I I I ) .  La crc issance s ' a r r ê t e  au cours 

du 3ème passage. 

TABLEAU XLV l l l  : Croissance de l a  suspension c e l l u l a i r e  de S i lène sur  
l e  m i l i e u  de base (MB) seul ou add i t i onné  d'une cy to -  
k i n i n e .  

& 

Ml LIEUX 

M i  l i eu de base (MB) 

t 
5.10" M 

MB + KIn 

5 .10-~  M 

5.10-' M 

MB + 6-SAP 

5 .10-~  M 

. 

Chaque pasauge dutre 1 2  j o u m .  

i 

CROISSANCE ( ç  M F / c u l t u r e )  

l e r  Passage 

---------------------------.-------------------------------- 

41 ,O0 

33,84 

27,35 

42,25 

25,91 

2Gme Passage 

5,81 

9,34 

15,33 

22,52 



3 - Conclusion e t  d iscussion 

Les c e l l u l e s  de Si lène ne se développent qu'en présence d'un 

fac teur  auxinique. Le 2,4-D, l'ANA e t  l ' a c i de  naphtoxyacétique sont  p lus  

favorables que l e  A I A  qui  augmente l ' a c t i v i t é  peroxydasique g loba le  e t  

provoque I1appa r i t i on  de p lus ieurs  isoperoxydases dans l e s  c e l l u l e s  e t  

dans l e  m i l i eu .  

I l  n'y a pas de r e l a t i o n  d i r e c t e  en t re  l a  t sneu r  en 2,4-D du 

m i l i e u  e t  l e  temps de générat ion des c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s  de Si lène, 

comme ce la  a é té  é t a b l i  par LEGUAY e t  GUERN (19757 pour des suspensions 

c e l l u l a i r e s  dlErable e t  par BAYLISS (1977) pour c e l l e s  de Carotte. La te -  

neur en 2,4-D a g i t  davantage sur l a  durée de l a  pér iode de croissance ac- 

t i v e ,  q u t e l l e  rédu i t ,  l o r squ 'e l l e  e s t  t r o p  f a i b l e  (ou t r o p  f o r t e ,  e t  toxique: 

LEGUAY e t  GUERN (19771 considèrent que c ' e s t  l a  teneur en 2,4-D à l ' i n t é -  

r i e u r  des c e l l u l e s  qui  e s t  importante. KING (1976a) pense p l u t ô t  que c ' e s t  

l a  dose de 2,4-D présente dans l e  m i l i e u  qui  i n t e r v i e n t .  Chez l e  Silène, 

nous avons montré que l e  2,4-D e t  l e  ANA répr iment I t a c t i v i t 6  peroxydasi- 

que g loba le  e t  l ' appa r i t i on  de cer ta ines  lsoperoxydases cathodiques, à l a  

f o i s  dans tes c e l l u l e s  e t  dans l e  m i l i e u  ; ce qu i  p o u r r a i t  i n d u i r e  un dou- 

b l e  système de régu la t ion  de l a  croissance. 

I I  n ' es t  pas nécessaire d ' i n t r o d u i r e  unecytokinine dans l e  m i l i e u  

de c u l t u r e  pour provoquer l a  m u l t i p l i c a t i o n  des c e l l u l e s  de Si lène.  S i  I t o n  

accepte 1 a  t h é o r i e  de F Sl(OOG , on peut penser qu ' e 1 l es synthét  i sent 

leu rs  propres cytokinines,  comme l e  f o n t  des c e l l u l e s  d tAcer  pseudoplatanus 

c u l t i v é e s  dans un m i l i e u  dépourvu de k i n é t i n e  (MACKENZIE e i  STREET, 1972). 

Des doses élevées de K in  e t  de 6-BAP qui  réduisent  l a  p r o l i f é r a t i o n  des 

c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s  de Si lene e t  d tErab le  mod i f i en t  l e  métabolisme de 

I1azote e t  des sucres e t  inh iben t  l a  r e s p i r a t i o n  chez I t  Erable (SIMPKINS 

e t  STREET, 1970). Par contre, de f a i b l e s  doses de cy tok in ines  exogènes, 

sans e f f e t  chez l e  Silène, s t imu len t  l a  croissance des suspensions ce l l u -  

l a i r e s  dlErable, su r tou t  s i  l a  concent ra t ion ce1 l u l a i r e  i n i t i a l e  e s t  

f a i b l e  (MACKENZIE e t  Col l . ,  1972). 

- 

La souche c e l l u l a i r e  de S i lène  récemment i s o l é e  par HENRY e t  

C o l l .  (19781,à p a r t i r  de fragments de t i g e  du SI lene alba,  d i f f è r e  de no t re  

souche Sa1 : e l l e  e s t  sens ib le  à l a  k i n é t i n e  e t  p r o l i f è r e  davantage en 

présence d'acide naphtoxyacétique qu'en présence Qe t o u t e  au t re  auxine de 

synthèse. 



C - NUTR lT l ON CARBONEE 

Dépourvues de ch lorop lastes,  les  c e l l u l e s  de S i lène  ne se mul- 

t i p l i e n t  pas en I1absence de sucre. Bien que les  suspensions c e l l u l a i r e s  

so ient  généralement c u l t i v é e s  dans des m i l i e u x  contenant s o i t  du glucose, 

s o i t  du saccharose, de nombreux g luc ides  p l u s  ou moins complexes peuvent 

ê t r e  u t i l i s é s  comme source de carbone (SIMPKINS e t  Col l . ,  1970 ; NICKELL 

e t  MARETZKI, 1970 ; MATSUMOTO e t  Col i . ,  1971 ; NASH e t  BOLL, 1975 ; VERMP 

e t  DOUGALL, 1977) . 

1 - Evolu t ion des sucres ~ r é s e n t s  dans l e  m i l i e u  

Par dosage (F ig .  47) e t  chromatographie ( F i 9 0  48) de f r a c t i o n s  

a l iquotes,  nous avons s u i v i  I 1 é v o l u t i o n  des sucres du m i l i e u  de c u l t u r e  

durant un cyc l'e de croissance. 

- 1 
Le saccharose i n t r o d u i t  dans l e  m i l i e u  à l a  dose de 20 9.1 n '  

pas hydrolysé au cours de I 'autoclavage, mais diminue rapidement pendant 

l a  première semaine de c u l t u r e .  Des sucres réducteurs apparaissent dès l e  

l e r  j o u r  e t  leu r  concent ra t ion augmente progressivement jusqulau 6ème jou 

Après une semaine, i l s  représentent l a  t o t a l i t é  des sucres disponibles,  

qui  s 'épuisent en t re  l e  90ème e t  l e  12ème j ou r .  En f i n  de cu l tu re ,  l e  g l u  

cose d i s p a r a î t  un peu p lus  v i t e  que l e  f ruc tose.  

2 - In f luence de l a  concent ra t ion en saccharose 

a.  Biomasse des c u l t u r e s  --------------------- 
Les c e l l u l e s  de Si lène ne se m u l t i p l i e n t  pas dons un m i l i e u  dé- 

pourvu de sucre ; ce qui s i g n i f i e  que leurs  réserves carbonées sont t r è s  

f a i b l e s  au moment du repiquage. 

Après un premier passage de 14 j o u r s  dans des m i l i e u x  contenant 

1 à 10 % (poids/volume) de saccharose, on observe que l a  biomasse des 

cu l t u res  e s t  f a i b l e  pour 1 %, maximum pour des concent ra t ions comprises 

en t re  3 e t  6 % e t  qu'e l  l e  d i m i  nue quand l es  doses de sucres sont encore 

p lus  élevées. A l ' i s sue  d 'un second passage de 14 j ou rs  sur  l es  mêmes 

m i  l ieux, les  r é s u l t a t s  sont  t r è s  d i f f é r e n t s  : l a  croissance v a r i e  peu 

en t re  2 e t  10 % de saccharose (F ig .  49).  
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Figure 47 : Croissance de l a  suspension c e l l u l a i r e  de Si lène e t  va r ia t i ons  de 
l a  teneur en sucres du m i l i e u  de cu l tu re .  
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Fiqure 48 : A - Chromatogramme de f rac t ions  a l iquotes  d'un m i l i eu  de cu l tu re  
contenant 20 g . 1 - l  de saccharose, après autoc l avage (J  1 ,  pu i s 
au 4ème, 8ème, 10ëme e t  '12ème j o u r  de cu l tu re .  O 

B - Chromatogramme d ' e x t r a i t s  aqueux e t  a lcoo l ique de ce1 l u  les 
de Silène cu l t i vées  pendant 14 jours dans un m i l i e u  contenant 
40 g.l- l  de saccharose. 



En comparant les résultats obtenus au cours des deux passages 

successifs sur les différentes concentrations de sucre, on constate que Iz 
croissance relative des cellules diminue au cours du 2ème passage entre 3 

et 6 % et au contraire qu'elle augmente lorsque la dose initiale est de 8 
ou de 10 % de saccharose. La différence de comportement des cellules ne 
résulte pas d'une adaptation au milieu. Elle s'explique par leur état phy- 

siologique très différent à l'issue du premier passage. Au 14ème jour, 

les cellules qui se sont multipliées rapidement dans des milieux contenan- 

3 ou 4 5 de sucre sont déjà en phase stationnaire ou même en phase de dé- 
clin ; celles qui se sont divisées plus lentement, dans un milieu contenar 

8 ou 10 % de saccharose sont encore l'physiologiquement jeunes". Or, nous 
avons précédemment démontré (2e partie, 2 ,  B) que l'état physiologique 

de I'inoculum conditionne le déroulement du cycle de croissance. La fai- 

ble croissance relative enregistrée au 7èrhe jour, lors du second passage 

sur 3 ou 4 % de saccharose, en est une bonne i l lustration. 

S a c c h a r o s e  g .  l-l 

Figure 49 : Effet de la concentration en saccharose du milieu sur la 
croissance de la suspension cellulaire de Silène. 

La ctrahnance, muw~Ee en v d m  h & a L i v ~  patr kapp0k.t 
à c&e d'un témoin don t  l e  tnL&eu contLent 20 g . ~ - 7  de 
sacchmase, urt dE.tmninée : 
- à L'&sue d'un lm pasage de 74 j : 
- à L 'baue  d'un second pusage de 74 j : 
Le signe, # , indique La chohsance a&ative au 7ème jouh 
Inoculm : 3 5 0,2 g de c a d e n  âgEes de 14 j ; tmpSm- 
;twre : 2 5 O C  ; W è t r e  : 500 l u x ,  24 : 3. 



Pour rédu i re  l 'hétérogénéi té  des inoculums, nous avons rempla- 

cé l e  premier passage de 14 j ou rs  par une ' 'précul ture" d'une durée var ia-  

b l e  selon la  teneur en sucre du m i l i eu .  Pour l 'expér ience dont l e s  résul-  

t a t s  sont rapportés dans l a  f i g u r e  n050, nous avons repiqué les  c e l l u l e s  

dès que l a  biomasse des "précu l tu res f f  a t t e i n t  une v i ng ta ine  de g, c 'es t -  

à -d i re  c e l l e  d'une suspension c e l l u l a i r e  de 7 jours,  c u l t i v é e  sur  un rni- 

l ieu contenant 20 g. l-' de saccharose. 

- 
20 40 60 80 100 

S a c c h a r o s e  g.1-1 

Figure 50 : E f f e t  de l a  teneur en saccharose du m i l i e u  sur l a  c r o i s -  
sance de l a  suspension c e l l u l a i r e  de Si lène. 

La chohaance, exptUmée en g de M F , CI , de M S , EJ , ' 

est rneswlée Le 7èrne, )Lj , et Le 14Cme jowr LOU d'un aecond 
pmaage. 
La dwrée du 7m pmaage dépend de l a  t e n u  en bume du mi- 
iXeu : Ra ceeeltea 4on.t aepiquéu dè6 que l e  pa& de M F 
d'une c W e  a ~ n . t  20 g .  
ZnocLLeum : 3 2 0,2 g de c W e s  ; ZempWwre : 2 5 ' ~  ; 
W é t r e  : 500 l u x ,  24 : (T. 

Dans ces condi t ions,  on constate qu'à l a  f i n  du second passage 

l es  po ids de MF e t  de M S  les  p lus  glevés sont respectivement obtenus 

dans des cu l t u res  contenant 4 % e t  6 % de saccharose. Les concentrat ions 

supérieures sont i n h i b i t r i c e s  ; l e  poids de MF diminuant p lus  v i t e  que 

c e l u i  ue M S  (F ig .  50). 



lmeortance de la pression osmotique -- -------------- -------------- -- 
Nous avons réalisé des milieux contenant soit 2 ou 8 $ de sacch, 

rose, soit un mélange de 2 % de saccharose et de 3 $ de mannitol, ces deu: 

derniers ayant une pression osmotique comparable. Les résultats de cette 

expérience (Tableau XLIX) montrent que c1est l'augmentation de la pressio~ 

osmotique et non l'excès de saccharose qui ralentit la croissance, puisqul 

le mannitol, employé comme seule source de glucides, n'est pas métabolisé 

(Tableau LI. 

TABLEAU XLIX : Effet de la pression osmotique développée par les sucre 
présents dans le milieu sur la croissance (g MF) de la 
suspension cellulaire de Silène. 

S : hacchmoae ; M : rnandtol. 

Contenu cellulaire ------------------ 
Dans les cellules cultivées dans un milieu standard contenant 

2 $ de saccharose, on observe une variation cyclique du nombre et de la 

taille des plastes amylifères. Les cellules de I1inoculum en renferment 

très peu. Après 3 ou 4 jours de culture, des leucoplastes contenant de 

petits grains d'amidon bien visibles en microscopie électronique (PI. X, 

Fig. 1-31 se multiplient. Vers le 7ème jour, les cellules présentent de 

nombreux leucoplastes amylifères groupés dans le cytoplasme périnucléaire 

(PI. IX, Fig. 3 ) .  Au cours de la seconde semaine du cycle de croissance, 

leur nombre et leur tailie diminuent progressivement et seules quelques 

cellules en renferment encore au 14ème jour (Pl. XII, Fig. 3). 



L'augmentation de l a  teneur i n i t i a l e  en saccharose f avo r i se  l a  

synthèse d'amidon. De moins de 3 p 9.9-' de M dans l es  ce1 I u l e s  cu l t i vées  

dans un m i l i e u  dépourvu de saccharose ou en renfermant 2 $, l a  teneur en 

amidon passe à 3.9 pu is  à 8,7, 11,8 e t  17,6 p g.g-" de i.1 S, lorsque la  dose 

i n i t i a l e  du saccharose s 'é lève à 4, 6, 8 e t  10 $ (BRASSART, DUBOIS e t  

BOURIQUET, 19771. Une p a r t i e  importante de c e t  amidon e s t  stocké dans l es  

leucoplastes qui sont  su r tou t  l oca l i sés  autour du noyau quand l a  concen-. 

t r a t i o n  en sucre e s t  f a i b l e  (P l .  XV, Fig. 3-41. I l s  se r é p a r t i s s e n t  dans 

t o u t  l e  cytoplasme quand l a  teneur i n i t i a l e  en saccharose a t t e i n t  ou dé- 

passe 6 $ (PI .  XV, F ig .  5 à 8) .  

La teneur en sucres so lub les des c e l l u l e s  augmente également 
- 1 avec c e l l e  du m i l i e u  : au 14ème jour ,  e l l e  passe de 79 pg.9 de K S quand 

l e  m i l i e u  con t i en t  2 5 de saccharose, à 427 y g/g de M S  quand on m u l t i p l i e  

par 2 l a  dose i n i t i a l e  de saccharose. 

Dans ces condi t ions,  l es  c e l l u l e s  cont iennent du glucose, du 

f ruc tose  e t  un peu de saccharose (F ig .  48, BI .  

3 - Inf luence de l a  nature de l a  source carbonée 

Les ce1 I u l e s  de S i lène  sont re la t ivement  sens ib les à l a  nature 

du' sucre qui  leu r  e s t  fourn i  (Tableau LI .  Le glucose e t  l e  f r uc tose  s t é r i -  

l i s é s  par  f i l t r a t i o n  sur une membrane M i  l l i p o r e  sont aussi  favorables que 

l e  saccharose u t i l i s é  habi tuel lement pour l ' e n t r e t i e n  des cu l t u res .  Le 

f r uc tose  passé à l 'autoc lave avec l e  m i l i e u  n u t r i t i f  ou séparément es t  

tox ique  pour les c e l l u l e s  de S i lène  comme pour d 'aut res c u l t u r e s  ce l l u -  

l a i r e s  (NASH e t  BOLL, 1975 ; MATSUMOTO e t  Col l . ,  1975 ; VERMA e t  DOUGALL, 

19771, sans doute en ra ison  de son i n t e r a c t i o n  poss ib le  avec l e  s u l f a t e  

de magnésium, comme c ' es t  l e  cas pour l es  c e l l u l e s  de Rosier.  D'autres 

hexoses, t e l s  que l e  galactose e t  l e  mannitol, ne permettent  aucune pro- 

l i f é r a t i o n .  

Parmi l e s  d iho los ides u t i l i s é s ,  t r o i s  sont e f f i c a c e s  : l e  

saccharose, l e  ce1 lobiose e t  l e  t réha lose  , ce de rn ie r  après une c e r t a i -  

ne pér iode d 'adaptat ion.  La croissance e s t  t r è s  f a i b l e  en présence de 

maltose e t  n u l l e  en présence de lactose. 



Le r a f f  i nose, seul tr i  holoside employé f o u r n i t  une biomasse en-l 

v i ron  2 f o i s  p lus f a i b l e  que l e  saccharose. 

Les pentoses, l'amidon soluble e t  les pect ines ne sont pas mé- 

tabol isés.  

TABLEAU L : E f f e t  de l a  source carbonée sur l a  croissance de l a  sus- 
pension c e l l u l a i r e  de Silène. 

. 
glucides présents  
dans l e  milieu 

(20 g . l - l )  _----------------- 
Contrdle : sans 

sucre  

Arabinose 

Xylose 

Glucose 

Fructose (2) 

Galactose 

Mannitol 

Saccharose (T) 

Trehalose 

Maltose 

Lactose 

Cellobiose 

Raff inose 

Dextrines (3) 

Amidon soluble ( 4 )  

Pectine (5) 
- - 

( 1 ) : C&oiAbance t rduLive  e x p h é e  en pouhcentage de  M F 
e.t de MS p u  mppotr;t à un tndXeu ltémobn conXenant 
du sacchat~ose  ; 

( 2 ) : Ftucc;tode & L W L E  6uh membtrane MXReipotr~ ; 
( 3 )  : P e f i n e  b h c h e  ( R . A . L . )  ; 
( 4 )  : Amidon a o h b l e  = amyLodex;ttLine ( 1 . C - N .  1 ; 
( 5 1 : Pec;tine de Pomme ( Fk!ulur) . 

f-7 pz- .. . 

CROISSANCE RELATIVE (1) 
M.F. 

f'l 
--------D----- 

O 

O 

O 

94.6 

106.7 

7.5 

4.5 

100 

17.6 

15.3 

1 v6 

76.8 

42.3 

42.3 

O 

O 

% 

P2 ------------- 
- 
- 
- 

86.1 

101.7 

O 

- 
1 O0 

78.3 

14.1 

0.9 

75.5 

32 .O 

21.2 

- 
- 

M.S. 

------------- 
O 

O 

O '  

100.9 

97 ,O 

15.1 

- 
100 

26.7 

- 
1.6 

79 ,O 

40,8 

29.6 

O 

O 

% 

P2 

-. 

- 
- 

91.1 

125.8 

- 
- 

1 O0 

87.9 

16.8 

- 
87,4 

35.7 

18,4 

- 
- 



4 - Conclusion e t  discussion 

Une par t ie ,  sinon l a  t o t a l i t é  du saccharose e s t  hydrolysée dans 

l e  m i l i e u  de c u l t u r e  avant d ' ê t re  absorbé par l es  c e l l u l e s .  Une hydrolyse 

comparable a é t é  observée dans les  suspensions c e l l u l a i r e s  de Menthe (WANG 

e t  STABA , 19631, dlErable (SIMPKINS, COLLIN e t  STREET, 197C) e t  du Rosier 

Paul lScar let  (NASH e t  DAVIES, 1972). Dans les  cu l t u res  c e l l u l a i r e s  dlErable 

(COPPING e t  STREET, 19721, comme dans beaucoup de t i s s u s  végétaux c ~ l t i v é s  

i n  v i t r o  (STRAUS, 1962 ) , ' I 1ac t i v i t é  des invertases de l a  f r a c t i o n  correspon- 

dant aux paro is  c e l l u l a i r e s  e s t  p lus  grande que c e l l e  des invertases de l a  

f r a c t i o n  so l  ub l e  e t  I l i n'verta'se acide e s t  p l  us a c t i v e  que l a  neutre. Toute- 

f o i s  l e  r ô l e  de ces enzymes n ' es t  pas parfai tement é luc idé  car l e s  auteurs 

t rouvent l a  même a c t i v i t é  dans des c e l l u l e s  cu l t i vées  en présence de d i f -  

férents  sucres e t  même, comme chez IIErable, une plus grande a c t i v i t é  l o r s -  

que les  c e l l u l e s  sont cu l t i vées  dans un m i l i e u  contenant du glucose comme 

seule source carbonée. 

Le ralentissement de l a  croissance,au lOème jour ,  coTncide avec 

l'épuisement en sucres du m i l i e u  e t  la  d i s p a r i t i o n  de l'amidon dans l e s  

ce1 Iu les.  

L'augmentation de l a  teneur i n i t i a l e  du saccharose s t imu le  l e  

taux de croissance pendant l a  phase de croissance a c t i v e  e t  su r tou t  pro- 

longe l a  durée de ce l 1 e-c i . La concentrat ion optima l e  v a r i e  de 4 à 6 % 
selon l e  paramètre retenu pour mesurer l a  p r o l i f é r a t i o n .  Chez l e  Soja, 

I 'optimum e s t  de 2 % (GAMBORG e t  Col 1 . ,1968 ; cher I ' Erab l e, i l e s t  du 

même o rd re  (4  à 5 $1 que chez l e  S i lène (SIMPKINS, COLLIN e t  STREET, 1970). 

La dose l a  p lus  élevée provoque, chez l e  S i lène comme chez I1Erable, une 

augmentation du pourcentage de MS qui e s t  dû à une s o r t i e  d'eau hors des 

c e l l u l e s  (augmentation de l a  pression osmotique), à une synthèse accrue 

d'amidon e t  peut-être aussi à une accumulation de polyholosides dans l es  

parois.  

De nombreuses suspensions c e l l u l a i r e s  d ' o r i g i ne  végétale se dé- 

veloppent aussi b ien sur l e  saccharose que sur  l e  glucose ou l e  f ruc tose 

f i l t r é .  En ce qui  concerne I 1 u t i l i s a t i o n  des au t res  sucres, les c e l l u l e s  

de Si lène présentent des analogies cer ta ines avec les ce1 Iu les  du Rosier 

Paul 'Scar le t  (NASH e t  BOLL, 1975). Comme ces dernières, e l  les  u t i l i s e n t  

en p lus  du saccharose e t  de ses const i tuants,  l e  ce l lob iose,  l e  t réha lose  

e t  I o  r a f f i n o s e  e t  e l l e s  ass im i len t  mal l e  lactose e t  l e  galactose. E l l e s  



se d is t inguent  par con t re  des c e l l u l e s  de Carot te  qui métabol isent l e  

galactose e t  l e  maltose (VERMA e t  DOUGALL, 1977) e t  des c e l l u l e s  dfEra- 

b l e  e t  de Canne à sucre qu i  u t i l i s e n t  aussi de I'amidon so lub le  (SIMPKIN 

COLLIN e t  STREET, 1970 ; NICKELL e t  MARETZKI, 1970). Dans ces dernières, 

l a  présence d'amylase n ' es t  d ' a i l l e u r s  pas en r e l a t i o n  d i r e c t e  avec l a  

croissance, ca r  l'enzyme apparaî t  aussi b i en  dans des c u l t u r e s  entretenu 

avec de l'amidon ou du saccharose (MARETZKI e t  Coll., 1991 e t  1974). 

Ce l l u les  de S d k n e  d b a  CU l t i vées pendant 14 jours  en présence 

de 50 g . l -' da saccharose dans l e  m i  1 leu. 

Colorat ion des polysaccharides par l a  technique du P.A.S. 



D - NUTRITION AZOTEE 

De nombreux travaux, notamment ceux de GAMBORG et Coll. (19681, 

de SIMPKINS, COLLIN et STREET (1970) et de ROSE et Coll. (19721 ont mon- 

tré que l'azote est avec le sucre et les substances phytohormonales, l'un 

des principaux facteurs chimiques qui contrôl~ent la croissance des ce1 Iules 

végétales cultivées en milieu liquide non renouvelé. Plus récemment, KING 

(1977) a établi que la teneur en nitrates permet de régler le taux de 

croissance spécifique de cultures cellulaires réalisées en phytostat. 

1 - Utilisation de l'azote nitrique 

Le milieu employé pour l'entretien des cultures cellulaires de - 1 
Si lène renferme de I 'azote nitrique (N-NO; : 300 mg. l comme seule source 

d'azote. Des analyses échelonnées au cours du cycle de croissance montrent 

que les ions NO- sont consommés rapidement pendant les premiers jours, 3 
puis plus lentement à partir du 10ème jour. Au 14ème jour la teneur en 

NO; du milieu est très faible ou nul le selon les cultures analysées 

(Fig. 51). 

Figure 51 : Croissance de la suspension cellulaire de Silène ( a--81 1 
et évolution de la teneur en azote nitrique, N-NO; ( e----6 1 
du milieu, au cours de la culture. 



Pour déterminer les besoins en azote nitrique des cellules, 
- 1 nous les avons cultivées sur des milieux contenant de 75 à 600 mg.1 de 

- 1 
N-NO; et 20 ou 40 9.1 de saccharose, soit respectivement la teneur en su- 

cre du milieu d'entretien et celle pour laque1 le la croissance est opti- 

male ( F i g .  52) .  

Quand le mi l ieu renferme 2 $ de saccharose, une concentration 
- 1 

de 14-NO; inférieure à 150 m9.l est limitante. Des doses de nitrates 2 ou 

4 fois supérieures favorisent la consommation des ions NO; sans au~rnenter 

les poids de M F  et de M S  des cultures ; c'est la concentration en sucre 

qui joue le rôle de facteur limitant. 

Figure 52 : Effets de la concentration initiale en azote nitrique sur 
la croissance des cellules de Silène ( c---e 1 et sgr la 
consommation d'azote nitrique ( e--. 1 et de saccharose 
( & - - O  1 après 14 jours de culture. 
A : Mi 1 i eu renfermant 20 g. 1 - l  de saccharose eu jour 9 
B : Mi l i eu renf errnanf 40 9.1'-' de saccharose au jour 3. 



En présence de 4 % de saccharose, i I faut 300 m g . 1'' de FI-NO; 

pour obtenir le maximum de biomasse. Au-dessous de cette valeur, la te- 

neur en azote limite la prolifération ; au-dessus, les cellules consom- 

ment davantage de nitrates, m ~ i s  la biomasse de la culture n'augmente plus. 

La teneur en sucre n'est pourtant pas limitante car i l  en reste un peu 

dans le milieu et surtout une concentration initiale plus élevée réduit 

la croissance des cellules par la forte pression osmotique qulelle déve- 

1 oppe. 

Pour équilibrer l a  consommation du sucre et de l'azote dans le 

milieu d'entretien, i l  faut donc diminuer de moitié la teneur en nitrates, 

sans modifier celle du saccharose. Pour obtenir un maximum de poids de M F  

ou de M S ,  i l  faut maintenir la teneur initiale en nitrates et doubler 

celle du sucre. Dans les deux cas, le rapport C/N est identique. 

Le rendement rapporté à l'azote et au sucre consommé est rneil- 

leur sur le premier milieu. Par contre la biomasse rapportée à l'unité 

de volume de la culture est plus élevée lorsqulon utilise le second mi- 

lieu. La vitesse de croissance mesurée pendant la durée de la phase aci-i- 

ve du cycle est toujours un peu plus élevée en présence de 4 % de saccha- 
rose. Elle varie très peu en fonction de la dose initiale dlazote nitrique 

toutefois el le est un peu plus faible en présence de 150 mg.lW1 de N-NO;. 

'TABLEAU LI : Effets de la concentration en azote nitrique et en saccha- 
rose du milieu sur la croissance ( M F )  de la suspension 

CCWOSITION DU MILIEU DE CULTURE 

N-NO~ (m9.l-l) 150 300 450 600 - rJC - - 
Saccharose (g.1" 20 40 20 40 20 40 20 40 

ce1 1 u lai re de Si l ène et sur la teneur en protéi nes et en 
sucres solubles des cellules. 

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

i 
l e  7e jour 

Croissance (g/cu l ture)  

l e  14e jour 

Protéines (yg.@'de M S) 

- 4  
Sucres 601ubIes (ug.mg de M S )  

La c t ~ o A a a n c e  w;t d&tmminée. l e  7ème et l e  74ème jouh ; 
.tes doaagw d e  ~ u m u  et d e  prro;t&Lna aanX e 6 6 e d u é ~  but 
des ce.Uuten âgéu d e  14 j o w .  

~-------------------..----I-------.--------r-------.------- 

15.3 16,7 17,8. 21,2 17,4 20.5 15,6 18,e 

65,4 63,6 59.5 94,2 58.1 90.2 53.3 91.A 
-----------------------------------------.------------------------------------------------------------------- 

131 79 151 116 160 145 165 147 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ~ - ~ - - - - - - - - - - - _ -  

262 562 79 527 50 392 61 380 



Lorsqu'on emploie un milieu nutritif non équilibré contenant 

trop de nitrates, la consommation supp l émenta i re de N-NO- qu i en résu l te 
3 

se traduit surtout par une modification de la composition cellulaire, 

sans changement de la biomasse des cultures. On note une importante auç- 

mentation de la teneur en protéines et une diminution de la teneur en 

sucres sol ubles (Tableau LI') 

2 - Influence de la nature de la source azotée 

Dans une première série d'expériences, nous avons remplacé la 

total ité des nitrates par une autre forme d'azote, minéral ou organique. 

On constate que les cellules de Silène : 

- se mull-iplient dans des milieux contenant du çlutarnate de 
potassium ou de I1hydrolysat de caséine. Cependônt le poids 

de M F des cultures est toujours plus faible que celui obte- 
- 1 

nu dans un mi 1 ieu témoi n contenant 300 "9.1 de N-~3; ( le pc 

de M S diminue moins ; i l peut même être pl cls élevé que dari; 

le milieu témoin) ; 

- prolifèrent très peu en présence d'urée au ccvurs du ler pas- 
sage et se nécrosent au cours du second. L'augmentation de 

la biomasse enregistrée lors du ler passage est comparable 2 

celle que Iton obtient dans un milieü dépourvu d'azote. Elle 

correspond sans doute à l'utilisation des substances azotjes 

présentes dans les cellules de I1inoculum ou apportées en 

même temps qu'elles, lors de l'ensemencement des cultures ; 

- se nécrosent dès le ler passage dans un milieu contenant du 
sulfate d'ammonium (Tableau Lll). 



TABLEAU L I1  : E f f e t  de l a  na tu re  de l a  source azotée s u r  l a  c ro issance 
de l a  suspension c e l l u l a i r e  de S i lène.  

SOURCES AZOTEES 

PRESENTES DANS LE MILIEU 

(300 mg d'azote-l-') 

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

KN03 (1) 

NH4 N03 

(NH412 S04 

Glutamate de potassium 

Hydrolysat de caséine 

Urée 

(NH4)2 S04 (3/4) 

KN03 (1/4) + Hydrolysat de caséine (3/4) 
(2) 

Urée (3/4) ----------------------------------------.----------------------------------~--- 

Milieu sans azote 

( 7 )  : ctroA~ance treea/tive expmhée en pouhce~&ge.de ma- 
XiCftre @uüche (hi F ) cd de maftièae ~ è c l z e  (M S ) pm~ . 
trappokt à un mXLeu XEmoin (T) contenan;t 3 0 0 nlg. 1- : 
d'azote  W u e .  

(2 1 : un m X e u  nc covttenavLt yu' 7 / 4  de W e ,  comme 
d e d e  sowrce d 'azo te  p x o d d  une or~o.d~ance de 50 % 
(M F ) pan. trappoe au témoin (7) . 

En présence d'une f a i b l e  dose (75 n g / l )  de N-NO;, 1 ' u r é e  e t  1 'hy- 

d r o l y s a t  de caséine f a v o r i s e n t  l a  c ro issance t a n d i s  que l'ammonium l a  ré-  

d u i t .  L ' i n h i b i t i o n  es* d 'au tan t  p l u s  grande que l a  teneur  en N - N H ~  ( e n t r e  

1 e t  10 mM) augmente e t  que l a  dose i n i t i a l e  de N-110- e s t  p lus  f a i b l e ( ~ a b 1 e a u  3 
L i  l 1 ) .  Dans ces cond i t i ons ,  l e s  ions  H H ~  rédu isen t  l a  consommation des n i -  

t r a t e s  e t  provoquent une f o r t e  ba isse du pH au début de l a  c u l t u r e  (F ig.  53). 

CROISSANCE RELATIVE ( 1 )  

M F $  

I 
1 

1 O0 100 

25,8 - 
O - 
65,4 53.6 

50,6 29,9 

12,4 O 

12,8 O 

61,3 62,9 

53,5 54,9 

12,3 O 

M S 5  

.-------------------------------------- 

1 0 0  100 

32,8 - 
O - 
106,3 128,l 

80,6 60.1 

21,9 O 

39,5 O 

79.5 101,2 

61 ,O 78,3 

20,3 O 



J o u r s  J o u r s  

Figure 53 : E f f e t  d'une f a i b l e  dose d'ammonium ( 2  mF,l), 

A : sur  l a  c ro issance des ce1 I u l e s  de S i lène ( - ; 
D - - a  e t  l ' é v o l u t i o n  du PH du i n i l i e u  âu cours de 

l a  c u l t u r e  ( - ; A---& 1 ; 
6 : sur l ' é v o l u t i o n  de l e  teneur en azote  n i t r i q u e  ( m 

O - - - O )  e t  en ammonium ( + - - - - +  1 du m i l i e u  de c u l t u r e j  - 
( M i  1 i eu contenant  75 mg. 1 - '  de i.l-AY3 : synbo les  f crr r .6~ ; - 
M i  1 jeu contenant 75 mg. 1 - '  de ;J-îdG3 4 2 rnM de N - X H ~  : sym- 
bo les  o u v e r t s ) .  

lnocdum : 35 5 0,2 g de ccUuLu âgéa  de 14 j o u m  ; tem- 
piDu&ne : 2 5 O C  ; CmLèhe 500 Lux, 24 : a. 

C'est l a  d i m i n u t i o n  du pH au cours des premiers j o u r s  de c u l t u -  

r e  qui provoque l e  ra len t issement  ou l ' a r r ê t  de l a  croissance, car  en m i -  

l i e u  tamponné (M.E.S., G,05 M l  l a  c ro issance e s t  normale. On observe un 

phgnomène analogue avec l e  n i t r a t e  d'ammonium, i n h i b i t e u r  en m i l i e u  non 

tamponné, mais c o n s t i t u a n t  une source d 'azote  s a t i s f a i s a n t e  lorsque l e  

pH ne descend pas en-dessous de 5,O. 

- 1 
Incorporés dans des m i  l ieux de base contenant 300 mg. I de N-NO- 3' 

de f a i  b les  doses de NH' ne mod i f i e n t  pas l a  biomasse des CU l t u r e s  (Tableau 4 
L I I I ) ,  mais e l l e s  en changcni I ' a r p e c t .  Après 12 j o u r s  de c u l t u r e  Sur un m i -  

+ 
l i e u  contenant 3 mM de NH en p l u s  de l ' a z o t e  n i t r i q u e  l a  suspension c e l l u -  4 
l a i r e  présente davantage de c e l l u l e s  iso lées  e t  de p e t i t s  amas (moins de 

200 pm) ,  t a n d i s  que les é l imen ts  l e s  p l u s  nombreux o n t  une t a i l 4 e  comprise 



entre 0,2 et 0,5 mm. En l'absence d'ammonium, les éléments de petite tail- 

le sont plus rares et les agréçats les plus abondants mesurent de 0,5 à 

1,O mm (Tableau LIVi. 

TABLEAU LI I l  : Effets conjugués de l'ammonium et des nitrates sur la 
croissance de la suspension cellulaire de Silène. 

La orro&aance ~ ~ v e  ut exptLUnEe al powrcentage de 
h4 F p m  trçlpporvt à cel le  obtenue dam un W u  ;témoin 
&en&mnarvt 300 tng..C'l d'azote  que. 

TABLEAU LIV : Effet d'une faible dose d'ammonium (3  mM) sur la disper- 
sion des cellules de Silène. 

SOURCES 

D'AZOTE 

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

N-NO~ (306 mg- 1.') 

N-NO; (306 mg* 1.') 
+ 

NI; (3  nM) 

v 

La v d w  pk.ésentécu .rloi?;t cdec l~ téa  à p W  d u  p a i b  
de M F de chacune d a  cl t tégo~Lu d'agtréga;tn bépméu pcvr 
~ U c C i o n ,  apkEa 14  j o w  de cul&'te. -:\ 

; Yi /#-  1 

1 

'l 

TA l LLE DES AGREGATS (T, rrn) 

T < 0,2 

Op2 % 

2,O % 

0,2 < T < 0,5 

---------------------------------------------.--------------- 

12,3 % 

51,6 % 

0,5 < T < 1 

52,2 % 

22,8 % 

T >  1 

22,9  & 

10,7 5 



Nous n'avons pas remarqué de chanc)ementsmorpho1ogiques impor- 

tants des cellules en relation avec la nature de la source d'azote. Chez 

IfErable, en remplaçant les nitrates par un mélange d'hydrolysai- de casé- 

ine, dldrée et de cystéine on provoque une certaine dispersion des cellu- 

les et la formation de cellules géantes qui se divisent beaucoup moins 

souvent (SIMPKINS, COLLIN et STREET, 1970). 

3 - Conclusicn et discussion 
Lorsque le milieu ne renferme qutune source unique d'azote, les 

cellules de SilGne, comme celles de nombreuses autres espèces végétales, 

utilisent préférentiel lement I1azofe nitrique. Contrairement aux ce1 l u -  

les de Tabac (FILNER, 19661, dlErabie (KING, 1976b)etde Soja (POLACCO, 

19761, elles sont incapables de proliférer de façon satisfaisante et con- 

tinue en présence seulement d'azote organique. 

L'ammonium se révèle toujours toxlque à forte dose (GAMBORG, 

19701, sans doute en raison de la baisse importante du pH qu'il provoque 

(RAVEN et SMITH, 1976 ; IKEDA et Coll., 1977). MARTIN et Coll. (1977) ont 

montré que des cellules d'lpomoea et de Soja, cultiv6es en fermenteur, uti 

lisent les ions N H ~ ,  à condition d'éviter que le pH ne descende en-dessoïs 

de 5,3. De nombreuses suspensions cellulaires se développent égalenient en 

présence de NH+ quand on incorpore des acidss organiqu5s dans le milieu 4 
(GAMBORG et SHILUK, 1970 ; ENGVILD, 1974 ; BEHREND et MATELES, 1976 ; 

FUKUNAGA, 1978). Pour ce qui concerne les cellules de Silène, i l  semble 

que l'addition d'acides organiques soit peu efficace. 

Utilisé à faible dose, en complément de 75 mg.l-' de N-110;. Ilan 

monium réduit la prolifération des cellules de Silène et la consommation 

des ions NO;, sans mod i f i er 1 ' act i v i té n i trate-réductas i que (POULLE et 
Coll., 1978). L'ammonium stimule par contre la croissance d'autres suspen- 

sions cellulaires (NESIUS et Coll., 1972 ; OHIRA et Coll., 1973 ; VELIKY 

et ROSE , 1973) et une faible quantité de N H ~  est même indispensable à cer 

taines cultures de Soja pour leur permettre d'utiliser les nitrates cons- 

tituant la principale source d'azote (GAYBORG, 1970). Plus récemment, 
+ 

BAYLEY et Coll. (1972) ont montré que !es ions NH4 stimulent I'activitb 

de la nitrate réductase et la croissance des cellules de Soja ; tandis que 

chez le Blé, ils sont sans effet sur la croissance et n1agisseni pas sur 

1 'enzyme. On sait aussi que les ions N H ~  ne modifien~ pas le poids de M S 



de cultures cellulaires d'ipomoea, mais réduisent l'activité nitrate et 

nitrite réductase respectivement de 25 et de 66 % (ZINK et VELIKY, 1977). 
I I  est difficile de comparer les résultats se rapportant à l'ammonium, 

car les conditions de culture des suspensions ce1 lulaires sont différentes 

et en part icul ier le rapport NH~/NO;. D'autre part les résultats varient 

selon l'origine des cultures, en raison de l'équipement enzymatique 

qui leur est propre, mais peut-être aussi en raison d'une sensibilité 

différente vis-à-vis du pH acide qui résulte de l'emploi de l'azote am- 

mon i aca 1 . 
La réduction de la consommation des nitrates, après 10 jours 

de cuiture, marque la fin de la période de croissance active. Elle coin- 

cide aussi avec l'épuisement des sucres conienus dans le milieu témoin. 

Quand le milieu est enrichi en saccharose, la consommation d'azote nitri- 

que augmente ; réciproquement la consommation du saccharose augmente avec 

la teneur en azote nitrique du milieu, ce qui confirme les observôtions 

faites avec des cellules dlErable (JESSUP et FOWLER, 1976) .  Les celiules 

de Silène, dépourvues de chloroplastes, se comporteraient donc comme des 

plantes entières étiolées ou déficientes en sucres qui ont besoin d'un 

apport de glucose ou de saccharose pour fournir l'énergie nécessaire à 

l'induction de la nitrate réductase (TRAVIS et KEY, 1971 ; ASLAM et OAKS, 

1975 ; ASLAM et Coll., 1976) et pour produire le NADH et le NADPH néces- 

saires au fonctionnernént des enzymes qui réduisent les nitrates (KLEPPER 

et Coll., 1971 ; SARKISSIAN et FOWLER, 1974). 



S I O N S  

D E S  

C E L L U L A I R E S  S I L E N E  

La plupart des méthodes mises au point pour la synchronisa- 

tion des cultures de Bactéries, de Protozoaires (ZEUTHIEN, 19711, 

d'Algues (PIRSON et LOREÎdZEN, 1966 ; TAVIYA, 1966 ; EDMUNDS, 1966 ; 

TERRY et EDMUidDS, 1969 ; HOWELL, 1974) ou des Champignons 

(WILLIAMSON, 1954a et b), ou bien pour synchroniser des divisions 

dans des apex racinaires de plantes à fleurs (WACENAAR, 1966 ; 

VAN'T HOF,1976) ont été utilides pour des suepensions ce!lulaires. 

A priori celles-ci présenient plusieurs handicaps : les cellules 

ne sont pas réellement isolées comme ceiles des ~rgar~ismes unicel- 

lulaires et elles ont un temps de génération relativement long, 
suriout si on le compare à ce1 ui des Bactéries. De pl us, les ce1 - 
Iules en culture sont rarement chlorophylliennes , ce qui pourrait 
rendre inefficaces lesmétnodes besées sur l'emploi de la lumière 

couramment employées pour des organismes autotrophes. 

B - METHODES UTILISEES ET RESULTATS OBTENUS AVEC D'AUTRES 

SUSPENSIONS CELLULAIRES 

1 - Utilisai-ion d'inhibiteurs 
ERIKSSON (1966) réussit le premier à synchroniser des 

suspensions de cellules végétales, en ajoutant, pendant quelques 

heures au milieu de culture des substances qui empêchent la synthèse 

de l'ADN : le 5-fluorodéoxyuridine (5-FUdR), le 5-aminouracile, 

I'hydroxyurée ou de la Thymidine en exces. C'est I'hydroxyurée qui 

est la plus efficace pour les cellules de Haplopappus gr2cilis ; 

à la concentration optimale de 3 mM, on observe un pic de synchronisa- 

tion (IM maximum = 30 % )  12 h après avoir suoprimé l'inhibiteur. 

Compte tenu de la durée respective de !a mitose ( 1  h 20) et de la 



vague de d i v i s i ons  ( 4  h 301, ERIKSSON (19671 q u a l i f i e  l a  synchronisa- 

t i o n  de "pa r t i e l l e " .  Les courbes rapportées ne présentant  qu'un seul 

p ic ,  on peut supposer que l a  synchronisation n 'a f fec te  qu'un cyc le  

c e l l u l a i r e .  Ceci peut ê t r e  d3 à une car ta ine  t o x i c i t é  des substances 

u t i l i s é e s ,  I 'hydroxyurée e t  l e  5-aminouracile provoquant 15 % de mito-  

ses anormales. 

BYCHKOVA e t  BUTENKO (1974) obtiennent l a  synchronisation 

p a r t i e l l e  de suspensions c e l l u l a i r e s  du Panax ginsen9 par l e  - 
5-aminouraci l e  ; CHU e t  LARK (1976) c e l l e  de cu l t u res  c e l l u l a i r e s  

du G I ycine max par l e  5-FudR. Par contre, ROBERTS e t  NORTHCOTE 

(1970) ne parviennent pas à synchroniser des cu l t u res  ce1 l u l a i r e s  

dlAcer pseudoplatanus en a joutant  un excès de thymidine dans l e  

m i  l ieu. 

Un t ra i tement  par l e  5-bromodéoxyuridine e f fec tué après 

un cyc le  de synchronisation I n d u i t  par l e  5-FUdR sens ib i l i se  les  

c e l l u l e s  du Glyc ine max à l a  lumiè're. Les c e l l u l e s  qui r és i s t en t  - 
au t r a  i tenent (20-30 $1 sont incapables de réa l  i ser  l a  dup l i ca t ion  

de l'ADN, mais cont inuent de synthét iser  de f a i b l e s  taux d'ARN 

e t  de protéines (CHU e t  LARK, 1976). 

Traitements par des substances phytohormonales 

J OUANNEAU ( 197 1 1 e t  PEAUD-LENOEL e t  J OUAtJNEAU ( 197 1 ) 

on t  synchronisé des suspensions c e l l u l a i r e s  du Nicot iana tabacum 

en d i f f é r a n t  l ' i ncorpora t ion  du 2,4-D e t  de l a  K in  normalement 

présents dans l e  m i l i eu .  I l s  on t  démontré qu'on obtenai t  l e  

wmei l leur  p i c  de synchronisation" en re tardant  l ' a d d i t i o n  du 

2,4-D de 24 h e t  c e l l e  de Ja Kin de 10 h supplémentaires. Des 

r é s u l t a t s  comparables sont obtenus en remplaçant l e  2,4-D par 

l e  AIA e t  l a  Kin par l a  6-( isopentenyl) adénine. En dépi t  d'une 

amplitude relat ivement f a i b l e  du p i c  ( IM = 7 $1, p lus  de 80 % 
des c e l l u l e s  se d i v i sen t  au cours de l a  première vague de synchroni- 

sa t ion  ; les vagues suivantes s'amort issent rapidement. Des 

expériences compl6men+aires indiquent que "le dé la i  d 'appar i t ion 

de l a  vague de mitoses e s t  conmandé par l ' a d d i t i o n  dlauxine" e t  

que l a  cy tok in ine e s t  responsable de l a  synchronisation. 



BYCHKOVA e t  BUTENKO (1974) ob t i n ren t  des r é s u l t a t s  analo- 

gues avec les  c e l l u l e s  du Panax ~ i n s e n g  par t ie l l ement  synchronisées 

par l e  5-aminouracile. L 'ad jonct ion de AIA e t  de K in  i n d u i t  une 

vague de mitoses à deux p i c s  : l e  l e r  à 20 h ( f a i b l e )  e t  l e  

2&me à 32 n ( f o r t ) .  L'absence de K in  a b o l i t  l a  vague de mitoses, 

c e l l e  du A I A  l a  diminue sans l 'exc lure .  

NlSCHl e t  Co l l .  (1977) synchronisèrent une suspension 

c e l l u l a i r e  du Daucus caro ta  en c u l t i v a n t  d'abord les  c e l l u l e s  dans -- 
un m i l i e u  depourvu de substance de croissance, jusqulà ce qu ' e l l es  

ne se d i v i s e n t  p lus  ( 2  passages) pu is  en ' l e s  t r ans fé ran t  dans un - 1 
m i l i e u  contenant du 2,4-3 (1mg.ml 1. Les v a r i a t i o n s  de l a  teneur en 

ADN ind iquent  qu'après les  deux passages dans l e  m i l i e u  carencé, 

l es  c e l l u l e s  sont bloquées en G1. 

ROBERTS e t  NORTHCOTE (1970) augmentèrent l 'ampl i tude 

de l a  vague de mitoses qu i  s u i t  normalement l e  repiquage de c e l l u l e s  

dlAcer - pseudoplatanus se t rouvant  en phase s ta t i onna i re  dans un 

m i l i e u  neuf, en a jou tan t  de l a  K in  ou de l a  6-BAP à l a  so lu t i on  n u t r i -  

t i v e  qu i  normalement n'en con t i en t  pas. Pour KING e t  STREET (19731, 

ce seul f a i t  e s t  i n s u f f i s a n t  pour conclure à une synchronisat ion des 

c e l l u l e s ,  ca r  une vague de divisions s'observe dans l a  p l upa r t  des 

c u l t u r e s  entretenues en m i l i e u  non ~enouve lé  (batch c u l t u r e )  dans 

les  j o u r s  qui  su ivent  l e  repiquage. 

3 - Sta rva t  ion  

L'épuisement d'un cons t i tuan t  essen t ie l  du m i l i e u  (générale- 

ment un fac teur  t roph ique)  bloque l e  cyc le  c e l l u l a i r e ,  en G1 ou en 

G su ivan t  les  cu l tu res .  Le repiquage de ces c e l l u l e s  dans un m i l i e u  2 
neuf e s t  souvent s u i v i  d'une vague de d i v i s i o n s  synchrones. Par 

une t e l l e  méthode ( s t a r v a t i o n  de l 'azote) ,  WITHERS (1978) observa 

c i n q  vagues successives de d i v i s i o n s  synchrones chez - Acer pseudo- 

p l atanus. 

En remplaçant tous  les  j ou rs  2/5e du volume de l a  suspen- 

s i on  par un égal volume de m i l i e u  neuf, CONSTABEL e t  Co l l .  (1974) 

o n t  par t ie l l ement  synchronisé ( IM maximum = 25 $1 une suspension 

c e l l u l a i r e  du Glycine max. - 



4 - Modifications de l'environnement 

Des pré-traitements par le froid (12 - 24 h à 15'C) suivis du 

transfert des cultures à une température r~iativernent élevée (27 - 29 OS) 
augmentent le nombre de mitoses dans plusieurs suspensions cellulaires 

(KA0 et coll., 1970). FUJITSU et coll. (1372) obtiennent des résultats 

positifs cher Nicotiana tabacum en effectuant un pré-traitement par le 

chaud (40 h à 36 -37OC). 

CONSTABEL et co11.11974) synchronisent des cellules du 

Glycine max en injectant périodiquement de l'azote gazeux dans le 

milieu de culture. Selon les conditions expérimentales, les auteurs 

obtiennent un ou deux cycles de synchronisation et I'IM maximum varie 

de 12 à 26 P. En remp l açant I 'azote gazeux par I 'éthylène ( 1 i nject ion 

toutes les 36 hl, CONSTABEL et coll. (1977) obtiennent également la 

synchronisation partielle des divisions dans des cultures continues de 

Soja. 

5 - Traitements mixtes 
De nombreux chercneurs emploient une méthode mixte. Ainsi, 

STREET et coll. (1971) et KING et coll. (1973) associent ia starvation 

des cellules d'Acer pseudoplatanus et l'ensemencement des cultures à - 
4 faible densité initiale (18.10~- 3.10 ce1 l~les.ml-~) ; OKAMURA et 

et coll. (19731, la starvation et une basse température. BYCHKOVA 

BUTENKO (1974) associent l'action d'un inhibiteur et l'absence momen- 

tanée d'une substance phytohormonale. NlSHlNARl et YAMAKI (1976) com- 

binent les effets de trois traitements : la starvation des cellules du 

Nicotiana tabacum , plusieurs cycles photop4riodiques et une période 
d'anaérobiose. Ils induisent de cette manière au moins deux vagues de 

divisions synchrones et I f  IM maximum est d'environ 12 %. 

l 
C - RESULTATS OBTENUS AVEC LES CELLULES DE SILENE l 

L'analyse des différents facteurs contrôlant la croissance 

a mis en évidence l'importance particulière du 2,4-D, du saccharose et 

de la température. Elle a égaiemvnt permis de déterminer, pour chacun 

d'entre eux, la valeur optimale pour la multiplication cellulaire et !es 

valeurs au-dessous et au-dessus desquelles la croissance des cellules 



est bloquée. 

Compte tenu des travaux effectués sur d'autres suspensions 

cellulaires, i l  est psrmis de supposer qu'en bloquant le cycle cellu- 

laire par l'un de ces facteurs, puis en plaçant à nouveau les cellules 

de Silène dans des conditions optimales, on devrait induire une ou 

plusieurs vagues de divisions plus ou moins synchrones. En plus des 

facteurs cités ci-dessus, nous âvons utilisé plusieurs substances 

connues pour bloquer la division cellulaire. 

1 - Epu i sement du mi l i eu. en sucres 

Dans les conditions standard de culture, les sucres solubles 

présents dans le milieu sont totalement épuisés au 10ème jour et la 

teneur en sucres solubles des celluies est très faible à partir du 

14ème jour (2ème partie, 4, Cl. 

Quand on repique des cellules provenant d'un$ cultüre de 14 

jours, on observe une vague de mitoses entre le 2ème et le 4ime jour 

(Fig. 28 A!. On remarque également pendant cetie période des agrégats 

comportant 2, 4, 8 et 15 - 16 cellules ; ce qui suggère qu'au moins 

certaines ce1 Iules se divisent d'une manière synchrone. Toul-efois, la 

synchronisafion est très partielle car i l  n'y a qu'un seul pic et la 

durSe de la vague de mitoses est très longue par rapport au temps 

moyen de génération. 

Si on prelève des cellules dans une culture Zgée de 16 

jours au lieu de 14, et si on réduit de moitié la densité initiale 
4 des suspensions (2,5.10 ce1 ~ules.ml-~, au lieu de 5.10~ ce1 lules.ml-l , 

on observe une meilleure synchronisation. L'lM, très faible jusqu'à 

la 36ème h, augmente rapidement et passe par un premier maximum vers 

la 60ème h. Un second maximum s'observe entre le 4ème et le 5ème 

jour,puis l'IF1 décroit lentement juscjulà la fin de la culture (Fig. 54 

A ) .  L'examen de la figure suscite les remarques suivantes : 

- les premières divisions ce1 lulaires n'interviennent qu'après une 
période de latence relaiivement longue (36 h environ) ; 

- le temps qui sipare deux vagues successives de mitoses est éga 1 au 
temps moyen de génération, 2 25'C ; 

- la synchronisation des divisions se perd dès la seconde vague de 



mitoses (diminution importante de l'IN maximum ; étalement de la 

période pendant laquelle les cellules se divisent). 

L'allongement de la phase de -latence slexpiique par l'étai physiolo- 

gique des cellules de I'inoculum. Compte tenu des besoins des cellules 

de Silène en azote (2ème partie, 4 ,  D l  et en 2,4-D (2ème partie, 4 ,  B ) ;  

c'est bien l'épuisement en sucres solubles du milieu et des cellules qui 

conditionne le cycle de croissance et provoque la synchronisation des 

divisions au cours des premiers jours de culture. 

J o u r s  

Figure 54 : Variations de I f  index mitotlqur dans des suspensions 
ce 1 lu lai res de S i  l5ne parTie 1 lement synct~rones. 

A - Epuisement du milieu en sucres ; 
B - Pré-culture aans un milieu dépourvu de 2,4-D ; 
C - Choc thermique l i0/25°C), 
Les conditions expérimentaZes sont données dans Ze 

t ex t e .  

2 - Pré-culture dans un milieu dégourvu de 2,4-D 

Les cellules de Silène entretenues dans un milieu standard 

et repiquées dans un milieu dépourvu de 2,4-D se muliiplient plus ou 

moins, selon leur état physiologique au moment de l'ensemencement. Quand 

elles sont en phase exponentielle, elles prolifèrent sensiblement de 

la  même mani5rr dans tir: milieu sans 2,4-D et dans un rnilieu qui en con- 

tient une doue optimô!e. Quand elles sont en fin de phase stationnaire 



( 1 5  - 16 j), la reduction de la croissance peut atteindre 50 %. Des 

cellules prélevées dans des cultures de 12 à 14 jours donnent des résul- 

tats qui varient selon les essais. 

Pour l'expérience dont les résultats sont rapportés dans la 

Fig. 54,B, les cellules de Silène ont été cultivées pendant 13 jours 
-7 sans phytohormones puis repiquées dans un milieu contenant 5.10 M de 

2,4-0, à la densité initiale de 15 mg de M F.~I-'. 

On observe deux pics de mitoses, le premier à la 36ème heure 

(IM = 8,6), le second après 3 jours et demi de culture (IM = 7,8). Du 

5ème au 7ème jour, l'index mitotique se maintient entre 3 et 4 $, puis 

i l  diminue régulièrement jusqulà la fin de la culture. Deux faits 

méritent d'être soulignjs : 

- les deux pics ont une amplitude presque égale, mais la première 
vague de mitoses dure moins longtemps que la seconde ; ce qui est l'indice 

d'une meil leure synchronisation à la 36ème heure ; 

- 48 heures séparent les deux pics : c'est la valeur moyenne du temps 
de génération des cultures de Silène à cette température. 

3 - Chocs thermiques 

Au cours d'un cycle de croissance à 10°C, i l  y a très peu de 

divisions jusqu'au 4ème jour. LtIM augmente du 4ème au 6ème jour,demeure 

à peu près stable du 6ème au 12ème jour et diminue ensuite (Fig. 55,A!. 

Le transfert des cultures (sans repiquage) de 10°C à la tem- 

pérature optimale de 25OC déclenche une ou plusieurs vagues de mitoses 

susceptibles d'induire la synchronisation partieile des cellules. L'ef- 

ficacité du traitement dépend de la durée du passage préalable 2 1O0C 

(Fig. 55,B). S'il est trop court (24 - 48 hl, le premier pic de mitoses 
est peu marqué et la synchronisation se perd immédiatement. S'il est trop 

long (8 - 15 j), les ce1 Iules qui sont réparties ô tous les stades du 

cycle ce1 lulaire se divisent plus rapidement à 25 qu'à 10°C, mais pas de 

façon synchrone. Dans les deux cas 1 ' I V  maximal est inférieur à celui 

d'une culture placée à 25OC dès l'ensemencement (Fig. 55,A et B).'.Lorscjue 

le choc thermique intervient entre le 4ème et le 6ème jour, c'est à dire 

pendant que le:plus grand nombre de cellules se divisent, un premier pic 

de forte amplitude ( If1 = 4 à 8 ); selon les essais) apparaît entre la 



O 4 8 12 16 O 2 4 6 
J o u r s  

Figure 55 : Var ia t ions de l ' i ndex  mi to t ique  des suspensicns c e l l u l a i -  
res  de S i  lène : 

A - au cours d '  un cyc le  de c ro  i ssance à iO°C (O- - -0) e t  
à 25OC (-1 ; 

B - après t r a n s f e r t  à 25OC des ou l tu res  maintenues à 10°C 
pendant 2 j ou rs  (A0*****A) , 6 joürs  (-1 e t  15 

j o u r s  (0 - - -a ) .  

Inow Zwn : 3 2 0 , 2  g de co Zlu tes âg6.s de 14 jours ; Zwniè- 
re  : 500 Z u x ,  24 : 7. 

12ème e t  l a  36ème heure e t  un second d'amplitude comparable en t re  l e  

3ème e t  l e  4ème j o u r  (Fig. 54,C e t  55,B). L'index mi to t ique  demeure 

relat ivement s tab le  (3,5 - 5 $1 jusque vers l e  7ème jour, pu is  d é c r o î t  

régul ièrement. 

4 - U t i l i s a t i o n  d ' i n h i b i t e u r s  

Les analogues s t ructuraux des bases puriques e t  pyr imidiques 

empêchent l a  dup l i ca t i on  de l'ADN, ce qui bloque l e  cyc le  c e l l u l a i r e  e t  

peut en t ra îner  l a  synchronisation d'une populat ion c s l l u l a l r e .  Mais en 

même temps ces substances déterminent une réduct ion importante de 

l a  croissance e t  provoquent l a  mort des ce l l u l es ,  s i  les  doses emplo- 

sont t r o p  f o r t e s -  De plus, pour lever l ' i n h i b i t i o n  provoquée par 



des ana!cgues, i l  est souvent nécessaire de transfkrer les cellules, 

aprSs les avoir rincSes, dans un milieu renfermant une ou plusieurs 

bases norma 1 es. 

Ces faits nous ont conduit à étudier l'influence qu'exercen* 

les nucléosides de la série normale et quelques analogues structuraux 

sur la croissance et les possibiiités de subculture des cellules de 

Silène. Les résultats de ce travail préliminaire ont été obtenus en 

col 1 aborat ion avec S. RAFlBOUR et J . VASSEUR et seront complétés u 1 té- 
ri eurement. 

Nous avons utilisé les 5 bases principales et les nucléosides 

correspondants, plus deux précurseurs, l'acide inosinique et llâcide 

orotique. Toutes ces substances ont été stérilisjes d I1autoclave, en 

même temps que le milieu de culture. 

- entre  IO-^ et  IO-^ M, el les n'affectent pas la croissance ; 

- antre  IO-^ et  IO-^ M, les effets vzrient selon la substance uti- 
1 isée ; 

- entre l f 3  et le-' M, toutes les substances rédu i sent fortement 

la biomasse des cultures, à I1exception de la cytosine, de la cytidine J 

de l'uracile ef de l'acide inosinique. 

b - Effets de guelques analoques struc?uraux sur la ---------- --i -------------------------------- 
croissarce 

Nous avons choisi deux dérivés halogénés de la déoxyuridine, 

le fluorodéoxyuridine (FUdR) et le bromodéoxyuridine (BUdR) ainsi que 

I'azaguanine et I'azathymine. Les 4 substances oni 476 stérilisées par 

filtration sur membrane !.?i 1 lipore. 

- I'azathymine est sans effet sur la croissance des cellules ae 

Si lène, même à concentrat ion élevée (  IO-^ b M l .  Ce type d'expérience 

ne permet pas de déterminer si l'analogue est m5tabolisé et non toxique, 

ou bien slil n'est pas absorbé par les cellules de Silène. 

-7 - 1 'azaguanins 5t le BUdR sont sans effets jusqu'à 10 M. Ils rédul- 

sent I éq5rement 12 b icm~sse des CU! tures entre IO-' et 1 0 - ~  M et sont - 

fortenent inhi t i tcurç entre 1 ~ ' ~  et  IO-^ 'M. 



- l e  FUdRest l e  p lus  a c t i f  : i l  r é d u i t  l a  croissance de 25 $ à 

5.10-~ M e t  de 50 % à l . 1 0 - ~  M e i  provoque l a  mort des ce1 Iu les  en t re  

5 . 1 0 ~ ~  et I . I O - ~  M. 

c - Cul tures en "retouru .................... 
Les c e l l u l e s  sont cu l t i vées  pendant deux semaines dans l e  

m i  l i eu standard auque l on a joute  de 1.10-~ à 1.1 o - ~  M de BUdR. A I ' i ssue 

de ce premier passage, les  c e l l u l e s  sont r incées puis ensemencées à - 1 
r a i  son de 15 mg de M F.ml dans du m i  l ieu standard dépourvu d l  i nh i b i t eu r .  

La c r o i  ssance mesurée à 1 ' i ssue' du second passage (Tab l eau 

LV) var ie  en fonct ion de l a  dose de BUdR présente dans l e  m i l i eu  pendant 

l e  premier passage : 

- s i  e l  l e  es t  i n f é r i eu re  ou égale à 5 .10-~ M, e l l e  e s t  normale ; 

- s i  e l  l e  e s t  égale à l . l ~ - ~ #  l a  croissance n 'es t  que par t ie l l ement  

restaurée e t  on note une grande v a r i a b i l i t é  des résu l t a t s  selon les 

essais. L 'adjonct ion d 'u r id ine  ne favor ise que t r è s  peu l a  res taurat ion.  

TABLEAU LX : Cultures en 'lretourl' de c e l l u l e s  de Silène, après un t r a i t e -  
ment par l e  BUdR, 

EXPE- 
R l ENCE 

N O  

1 e t  2 

2 

2 

1 

2 

2 

1 

La ~ ~ ~ i ~ ~ c u z c e  (:.f FI uk&Lve c5.t exp/tunée en % patr happotrk à 
c&e d'ruzc slwpmiojz ceei.)LLeaihe dont  &e r i e u  es;& dépowrvu 
de EU&. 
Lu exp2tuci1cu 1 et 2 do& .hdSpazdantu. 
E.iS : milLeu btcriidmd. 

CROISSAriCE ( t4F $1  

ter passage * 2ème passage 

i l 4  J )  Cl4 j) 

100 Z 100 % 

95 5 110 % 

30 5 96 % 

28 z 57 : 

22 : 1s B 

25 5 25 % 

16 $ O 5 

C9ND I T l ONS EXPERI MENTALES 

l e t  passage 

Cl4 j )  

MS O 

!4S 1 O - ~ M  BUdR 

t4S 5. IO-~E.! 6UdR 

MS I O - 5 ~  B U ~ R  

MS + 10-~14 B U ~ R  

MS + I O - ~ M  BUdR 

MS + ~ o - ~ M  BUdR 

2Bme passage 

(14 j )  
--------.,-----------------c--------------------------------------------------- 

MS 

MS 

MS 

MS 

MS 

MS uridine (s.Io-~M) 

MS 



- 4 - s i  e l  l e  e s t  égale ou supérieure à 1.10 M. tou tes  les  ce1 I u l es  

meurent l o r s  du second passage. 

d - Essais de synchronisat ion ----------- ------------- 
ESSAI  no 1 : Des c e l l u l e s  de S i lène sont c u l t i v é e s  pendant 4 j ou rs  dans ---------- 
l e  m i l i e u  standard auquel nous avons a jouté  du FUdR à l a  concent ra t ion 

de 1 .10-~ M. Les c e l l u l e s  sont r e c u e i l l i s s  dans des cond i t i ons  asep t i -  

ques sur  un f i l t r e ,  r incées avec de l a  s o l u t i o n  n u t r i t i v e ,  pu is  repiquées 

dans du m i l i e u  standard à l a  dens i té  i n i t i a l e  de 15 mg de M F. m l - ' .  Des 

prélèvements sont  e f fec tués  toutes les  6 h jusqulà l a  36ème heure, p u i s  

tou tes  les  12 h jusqulau sème j o u r  après l e  t r a n s f e r t  sur  l e  m i l i e u  neuf. 

Jours  

Figure 56 : Essai de synchronisat ion des c e l l u l e s  de S i lène par un 
t ra i tement  au FUdR 

Les ceZZuZes sont cut t ivdes  pendant 4 j dans l e  mil ieu 

stmrdard seul  (O--@) ou contenant 1 . 1 0 ~ ~  M de 

FUdR ( M l .  Apr2s lavage, e l l e s  sont trcmsférkes ( 1 1 

dans l e  niZieu stmdard (0- - -0  ; O--- O). 
+ 

Inoculwn : 3 - O , S  g de ce l lu l e s  6gées de 1 4  jours ; tem- - 
pérature : 2S°C ; lumière : 500 lux, 24 : 0 .  



ESSAI no 2 : I I  e s t  e f fec tue  dans les  mêmes condi t ions que le  précédent, ---------- 
mais nous avons remplacé l e  FUdR par du BUdR à la  concentrat ion de 

1  IO-^ M. 

RESULTATS : Les deux essais n 'ont  pas donné de r é s u l t a t s  sa t i s f a i san ts .  --------- 
Après un contact  de 4 jours  avec du 3UdR à 1 . I O - ~  M, les  ce1 i u l e s  sont 

en t r è s  mauvais é t e t  e t  l a  c u l t u r e  en re tour  ne permet pas l a  r e p r i s e  des 

des d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s .  Comme on l e  v o i t  sur l a  f i g u r e  56, l a  concen- 

t r a t i o n  de FUdR, b ien que 10 f o i s  p lus  f a i b l e ,  e s t  également t r o p  

élevée pour des c e l l u l e s  de Si lène ; ou bien c ' e s t  l e  temps de con tac t  

qu i  e s t  t r o p  long. On observe b ien une repr i se  de l ' a c t i v i t é  mi to t ique,  

mais e l l e  e s t  de cour te  durée. De plus, i l  e s t  possible qu 'e l l e  s o i t  

provoquée par l e  t r a n s f e r t  des c e l l u l e s  dans du n i l i e u  neuf, car  on l a  

re t rouve dans les l o t s  de c e l l u l e s  non t r a i t é e s  par l ' i n h i b i t e u r .  

5 - Conclusion 

Parmi les  quatre techniques de synchronisation u t i l i s é e s ,  

deux se sont révélées p lus e f f i caces  : l a  p r i v a t i o n  de 2,4-D pendant 

l a  durée d'un cyc le  de croissônce e t  I !opp l i ca t ion  d'un choc thermique 

f r o i d  / chaud. La p r i v a t i o n  de saccharose p o u r r a i t  certa inexent ê t r e  

employée, mais i l  vaudra i t  mieux f a i r e  une pré-cul ture dans un m i l i e u  

dépourvu de sucres, p l u t ô t  q u ' u t i l i s e r  des c e l l u l e s  provenant d'une 

suspension se t rouvant  en f i n  de phase s ta t ionnai re .  

L ' u t i l i s a t i o n  d'analogues structuraux dzs bases puriques e t  

pyr imidiques e s t  p lus  a iéa to i re .  En e f f e t ,  l a  t o x i c i t é  de ces substances 

e s t  importante e t  l e  choix d'une concentrat ion e f f i cace  pour bloquer l e  

cyc le  c e l l u l a i r e ,  mais qui ne lèse pas les  c e l l u l e s  e s t  ds l i ca t .  D'au- 

tan* p lus  que d'une sé r i e  d 'essais à une autre, les s e u i l s  d l s f f i c a c i t é  

e t  de t o x i c i t é  ne sont p lus exactement les  mêmes. 1 1  ressor t  également 

de t ravaux an té r ieurs  (ERIKSSON, 1966) que ces substances provoquent 

des mitoses anormales e t  dvs a l t é r a t i o n s  cytoiogiques i r r éve rs i b l es .  



CP~APITREG : E V O L U T  I 0 : i  D E S  C O l ~ i P O S E S  

S U L F H Y D R I L E S  

C E L L U L A I  R E S  D E  S I L E N E  P h R T I E L L E j ! E M T  

I!ous avons erialysé l e s  v a r i a t i o n s  des corn:~osés s u l f h y d r i l 6 s  au 

cours du cycle de cro issance dans deux l o t s  de c u l t u r e s  qu i  o n t  subi 

au p réa lab le  un t ra l temvn-t  indu isant  l a  synchron isa t ion  p a r t i e l  l e  des 

d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s .  Les premières o n t  é t é  p r i v é e s  de 2,4-D l vndan t  Ir 

j o t i r s  avant d 1 S t r e  repiquces dans l e  m i l i e u  complet ; les  secondes o n t  

e t 6  soumises à un c h ~ c  thermique ( l O Q C  pendant 4 jours ,  2T°C j usqu 'à  l a  

f i n  de l a  c u ! t u r e ) .  

1 - Synchronisat ion i n d u i t e  par  I ' 6pu i senvn t  du 2 , L - 0  -- 

Les c e l l u l e s  sont  c u l t i v é e s  pendant 14 j dans l e  m i l i e u  standard 

dépourvu du 2,4-D ; les  a u t r e s  c o n d i t i o n s  expérimentales n'éi-ant pas mod i f iées  

- 1 E l l e s  sont  ensu i te  repiquées à l a  dens i te  i n i t i a l e  de 15 mg de M F.ml 

dans l e  m i l i e u  complet. Deux f l acons  son t  pré levées t o u t e s  les  12 h 

jusqu'au 4èmv j ou r ,  pu is  i e  5ème, l e  6Ene, l e  ?&me, l e  10Erns e t  l e  i4èrne 

Jour.. Les c c ! l u l e s ,  soigneusernent r inc4cs ,  soct  con\?el6es dans de Iiazo-l.e + 

l i q u i d e  p u i s  conservées à -lR°C, sauf une p a r t i e  a l i q u o t e  qui  sera employee 

à déterminer  I 1 l n d e x  m i to t i que .  

a.évol.ution des -Si-{ sol  c b  l es  .......................... 

Lu teneur en --Ski  so lub les  âuc;rr,snfe dSs l e s  premi::res heures de 

c(! 1 i.urt:, F F Z L : ~  ! )or  On rri;:xl;ri-rn a3r i :ç  23 11, pui ç d iminucm 05-;er.b/c 

~ ~ ~ c : n d  na>:ir!i;~i l e  ?$ni.? Jc:.;r, pu i c, u r , ~ ?  t : i i i  ç;e r s ?  i c!3 =_:du 'I,rr.c au Lt!:i;' j o i i r  . 



Er i f  ; r i ,  du riefie au 1C::r;lr j ou r ,  l a  tcne i i r  en -SH s o l u t l e s  diminue J-rè; I cn te -  

ment ( F i g .  5 7 ) .  

b .  e ~ o ! y ~ i o n - ~ g ç - r ~ ~ - [ , ~ g $ ~ i 9 g $ s  

La teneur en -Si1 pro tc iques  auynente rapidement dès l a  mise en 

cu l  turc.. On note  un prerfiier rriexirnum ! a  24t;ne h, p u i s  un second au 4bi.rie 

j o u r .  Contrwirerncnd aux -SH solubles, l a  teneur en -SH pro té iques  demeure 

é levée d5 l a  125rne h au 55me jou r .  E l l e  diminue rapidement de G&me au 7ème 

jour ,  p u i s  lentemsnt jusqulau 10èrce j o u r  (F ig .  57).  

J o u r s  

Figu re  57 : Evc lu t i on  de l a  teneur en -Stl so lub les  (-1 e t  ~. ' ro té iques 

(0---O.) a ~ r è s  un2 ?ri.-cul-i-ure dans un nii l l eu  d6pourvu de 2,4-D. 

Le  t e q m  (j'oursl c s t  cor2tci à ~ c r t i r  du rc;~iquai;.e ?cn ceZZuZcs 

d r ~ s  : s tr;;tm< co:rte,icnt. 5. I J  -7 / ?  8, 2,j---7. 

Lcj  j'Lt:c?rz,?:-' i;~&L:>:r,i!f: Les is~dca :.r?itotiyuc?s ?nozi:.ii0,7.-; (Cf. ZC 
-.  ~ ' z c .  5F,  L ? : .  



L1évol ut i o ~  d e s  rapports -SI-I/S-S et -SH/-Sti + S-S rend compte des 

variations < u  pourcsnfô3s de cornpos6s sulfhydrilbs réduits. Les résultats 

rapportés dans le tableau LX1 montrent que i gs  variations de ces deux rapports 

sont parall5les 21 cêllcs de la fracrion soluble des com3osés r6duits. Les 
l auçmen~aiions irn?ortantss de la teneur- en -Stl acidosoluSles, au cours de la 

premiEre journéc de cult~re (elle est multiplies par 3 )  et S la 72èmr h (elle 

est multipli6e par 3 , 5 ,  par rapport 5 la teneur initiale), ne peuvent donc 

pas s'expliquer par la seule réduction de composss oxydhs appartenant la 
1 

l fracticn +oluLle. 

TABLEAU XLl : Variations de la tenaur en -SH et en S-S solubles ( n  mo1e.ç 
- 1 

M F 1 et des pourcentages de thiols solubles réduits des 

cellules de Si lene, sprès une pr6-culture dans un milieu 

dépourvu de 2,4-D. 

L3 faible stabilité des extraits renfermant les compcs&s sulfhydri- 

lés protéiquss ne perinol- pas d'obtenir des valeurs reproductibles Dour les 

di su l f ures et p a r  cons6querit d 'étal: l i r des rapports co3parsb l es 2 csux que 

nous avens calcul~s pour la fraction zoluble,. 

TEI.:PS 

O 

12 H 

24 1-1 

36 H 

48 H 

60 H 

3 J 

4 J 

5 J 

6 J  

7 J 

10 J 

-SH SOLCOLES 

33 nniole 

53 - 
103 - 
60 - 
73 - 
103 - 
117 - 
43 - 
37 - 
47 - 
43 - 
27 - 

-St i  -- 
-SH + S-S 

22,4 $ 

33,l - 
33,3 - 
31,8 - 
23,3 - 
21,3 - 
31,3 - 
14,8 - 
13,7 - 
16,O - 
17,5 - 
l5,5 - 

- 

S-S SOLUELCS 

-----------------------------------------------------------------------------.----------------- 

114 n m l e  

107 - 
200 - 
150 - 
240 - 
380 - 
257 - 
247 - 
233 - 
246 - 
202 - 
147 ' 

-Si4 

J-S 

29,O 2 

49,5 - 
50,O - 
53,O - 
30,4 - 
27,1 - 
45,5 - 
17,4 - 
15,O - 
19,l - 
21,3 - 
18.4 - 



2 - S%;~c+roni s a t  ion plr un choc th2rmique - 
Les flacons de culture sont placés 2 10°C pendant 4 jours, puis 

transférSs 2 25OC.  Les analyses des c~mpos9s soufré, soni effectuées toutes 

les 12 h jusqulau kène jour, puis' le 5ème, le 68me, Ic @me et le IOème jour 

sur du matériel v626tal congelé d-ns l'azote liquide et conservé à -18OC. 

a. ~ y ~ ~ g t ~ g ~ - ~ s ç - r ~ ~ - s ~ ~ g b ~ g s  

La courho qui iraduit les variations des -SH acidosolubles montre 

trois pics : le premier à l a  24ème h, le second, de même amplitude, 5 la 72ème 

f i  et le troisième, plus faible, le Sème jour. Ensuite, la teneur en -SH 

solubles diminue régulièrement jusqu'au iO6me jour (Fig. 58). 

I I 1 I I I 1 t 1 l 

O 2 4 6 8 10 
Jours 

Figure 59 : Evolution de la teneur en -SI-l solubles (-1 et pr~iéiques 

(0--4.1, après cin choc thermique ( 10°C pendant 4 j , puis 25OC)  . 
Le tov;?s iiortrs) e s t  cor ,~ td  ci part.i:r Zu trans;^erl: de3 cv,Zturt?s 

à 2 J ' O C .  

Lzs f l?ci?c:: f.nd?:<:ieut Zes inZt?.?: mi:.ot-iqws ~cxi;l; ,r ,~~s (CL?. %a 
7..  r r g .  54,C). 



l - 239 t i s  - 

1 
l 
i b .  ------------------ O\JQ l u t  ion des -S I {  2rotB ----- i gucs --- 
1 

La teneur en -SH proté iques augmente jusqu 's  l a  36ème h, demeure 

importante jusqulau 46me jour ,  p u i s  diminue régul i6rement j usquT2  l a  f i n  de 

l a  c u l t u r s  ( F i g .  58) .  

1 c. v a r i a t i o n s  ---------.-- --------- r e l a t i v e s  ------------------ des -ÇLI  SOI u t  les  

L1évo lu t i on  des rappor ts  -SH/S-S e t  -SR/-SH + S-S, au cours de l a  

c u l t u r e ,  s u i t  c e l l e  des fonc t ions  t h i o l s  solut ! les (Tableau X L I I ) .  

TABLEAU X L l l  : V a r i a i i o n s  de l a  ieneur  en -ÇH e t  en S-S so lub les  ( n  mo1'e.g 

M F-' e t  des pourcentages de t h i o l  s sol  u b  l es  r6du i f s  des 

c e l l u l e s  de Si lène,  après un choc thermique. 
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Conclusion 

Les v a r i  at-ions des corriposés su 1 f hyd r i  l é s  ac idoso lub les  e t  protGic;ucr; 

e-i d u  p w r c ~ r ~ i z g e  Ùt: -SC- r é d u i t s  so!-it ider i t iques dans l es  2 r 6 r i s s  de cu l  1::rcs. 
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50 - 
54 - 
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42 - 
44 - 
58 - 
47 - 
29 - 
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75 - 
117 ' 

- 
143 - 
- 
116 ' 

125 " 

150 ' 

113 ' 

150 ' 

210 ' 

102 ' 

-SW 

s-S 

20,3 5 

38,7 - 
57,3 - 
- 
35,O " 

- 
62,l - 
46,4 " 

28,O - 
38,9 - 
38,7 - 
22,4 - 
28,4 - 
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-SI4 + S-S 
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20,7 - 
36,4 - 
- 
25,9 - 
- 
3H,3 - 
31,7 - 
21,9 ' 

28,O - 
27,9 ' 

18,3 ' 

22,l - 
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Si on superwse les courbcs gui traduisent 116volution 6s la teneur 

en -Ski solubi~s ( F i g .  57 et 58) et de l'index mitotique (Fie. 54, R et Cl, on 

remgrque que les variations sont comparables mai s déphashes. Lors des cinq 

vagues de divisions partiellement synchrones que nous avons analysées, I1aug- 

mentation de la ieneur en -SH précèae toujours d'zu moins 12 heures ce1 le de 

l'index mitotique. Le rapport - S t i  solunles / S-S solubles aug~ente Sgalement 

plus vite que 1' 1  M, après le repiquage des cellules dans le milieu complet 

ou bien après le transfert des cultures de 13 à 25OC. Ces faits suggèrent . 

qu'une synthèsr de composés sulfhydrilSs acidosolubles,qui détermine une 

augmenteiicn du potentiel r6dox,pr6c&de la mitose. 

Comparons maintenant les ccurbes qui tradüisent les variations 

des -SH proté i ques et ce l l es de I ' IN. El les ne sont pas superposables. En 
effet, la teneur en -SH protéiqussaugmente dès le repiquage des cellules 

dans le milieu complet ou le TI-ansfert des culturos à la tempGro'ture optimale, 

tandis qus 111:4 ~dbit de fortes variations au cours des premiers jours. 

L1augmvntaticn de la ten~ur en -SH protéiques correspond davantage B une 

réactivôtion au métabolisme cellulaire qulà l'induction d'une vague de 

mitoses. On note qu'elle reste 6levee entre les deux vapes succéssives de 

divisions, ne diminuant que vers la fin de la première semaine d e  culturs, 

c'es? 2 dire en mtme temps que la protéogenèse e7 la respiraiion. 



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  

Par ce travail nous avons voulu apporter une contribution à 

l'étude de la croissance des cultures de tissus et des suspensions cel- 

lulaires d'origine végétale, notamment en analysant les variations des 

composés sulfhydrilés qui interviennent au cours de la croissance des tis- 

sus de Carotte et des cellules de Silène. I I  convient maintenant de ti- 

rer quelques conclusions générales et de discuter les résultats en les 

replaçant dans le cadre plus large de la croissance des Vigétaux et 

de son contrôle. 

DES 

i Les tissus de Carotte sont les premiers tissus végétaux 

sains qui ont été cultivés in vitro d'une manière indéfinie 

(GAUTHERET, 4939). Capables de proliférer sur un milieu simple et pré- 

sentant un taux de croissance élevé pour ce type de culture et une bon- 

ne stabil ité, les tissus de la souche chlorophyllienne de Carotte de 

GAUTHERET -et ceux oe quelques autres souches de Carotte isolées par la 

suite- ont été laroernent utilisés pour toute une série de recherches 

concernant la nutritior~ minérale (HELLER, 1953 ; COHEN, 19581, azotée 

(LACHARME et GETIEN, 1969 ; MAILLE, 1971) et carbonée (GORIS, 1954 ; 

NAEF, 1968) et l'utilisation des régulateurs de croissance (BOU2IQUET, 

1960). Aussi, lorsque nous avons entrepris ce travail, on connaissait 

déj3 fort bien les conditions de culture et les principaux facteurs 

nutritionnels .et hormonaux qui contrôlent leur développement. C'est 

d~ailleurs l'une des raisons qui nous incita à choisir ce matériel 

pour étudier l'évolution des -SH au cours de la croissance, et tenter 

de préciser dans quelle mesure ils participent au contrôle de celle-cl. 

En ce qui concerne la nutrition carbonée des tissus de Carot- 

te et leur sensibilité vis à vis des régulateurs de croissance, nos résul- 

tats conflrment ceux de nos prédécesseurs ; les quelques différences ob- 

servées peuvent être attribuées, soit aux conditions expérimentales, ja- 

mais tout 2 fait seniblables, soit à des modifications de la souche, qui 



e s t  maintenue en c u l t u r e  depuis 1937. Les t i s s u s  que nous avons u t l l i s é s  

pour nos essais sont légèrement moins sensibles à l ' a c t i o n  des phyto- 

hormones que ceux employés par EjOURlQUET (1960) e t  nettement moins ex i -  

geants en glucose que ceux cu l tLvés par NAEF (1968). Les poids de M F 

e t  de M S passent par un optimum pour des doses de sucre respect ive- 

ment égales à 20 e t  40 g. 1 - '  au 1 leu de 30, à 45 g. 1 - ' .  On notera s u r t o u t  

que de f a i b l e s  concentrat ions de glucose ( 5  e t  10g .1 -~ )  assurent dé j2  

une c r o  i ssance importante e t  que des doses supérieures à 50 g. 1- '  sont 

beaucoup p lus  i n h i b i t r i c e s  e t  provoquent en même temps que l e  r a l e n t i s -  

sement de la  pro1 i fé ra t ion ,  une f o r t e  augrnentation de l a  teneur en 

ch lo rophy l le  se t radu isan t  par un verdissement t r è s  accentué des 

co lon ies  t i s s u l a i r e s .  

En comparant les  courbes qui  expriment les  va r i a t i ons  de l a  

biomasse, de l ' i n t e n s i t é  r esp i r a to i r e ,  de l a  protéogenèse e t  de l a  

teneur en pigmenis p las t idaux  à c e l l e s  qui  rapportent  I f é v o l u t i o n  de l a  

teneur en auxine endogène e t  de l ' a c t i v i t é  auxine-oxydasique, nous 

sommes en mesure Be p réc i se r  les  p r i nc i pâ les  phases qui ca rac té r i sen t  

l e  développement des co lon ies t i s s u l a i r e s .  A 2I0C e t  dans les  condi- 

t i c n s  de lumière de i a  s a l l e  de c u l t u r e  du laborato i re ,  l e  cyc le  de 

croissance comporte quat re  phases p r i nc i ps l ûs  ayant chacune une durée 

d 'env i ron 30 jours.  La première phase présente uns v e r i a t i o n  importante 

de l a  teneur en auxine endogène qui passe par un maximum au 18ème jour ,  

pu i s  diminue jusqu'au 30ème, t o u t  en res tant  supérieure à l a  teneur 

i n i t i a l e .  La seconde pér iode e s t  marquée par une f o r t e  augmentation de 

l ' a c t i v i t é  auxine-oxydasique qui  a+ te i n t  un maximum l e  60ème jour.  Mal- 

g ré  des va r i a t i ons  t r è s  imoortantes de l ' é t a t  auxinique endogène, l e  taux 

de c ro issan te  ne v a r i e  pas au cours des deux premiers m i s  de cu l fure ,  

s i  on considère l ' é v o l u t i o n  des poids de M F e t  de M S ; i l  baisse dès 

l e  second mois, s i  on t i e n t  compte des protéines.  Pendant l a  t ro i s ième 

phase, on ass i s te  à un ne t  ra lent issement de l a  c r ~ i s s a n c e  exprimée 

en po ids de M S ou de proté ines ; seul l e  poids f r a i s  augmente encore 

relat ivemen? v i t e ,  ce qui indique une entrée d'eau dans les  c s l l u l e s  

e t  correspond à une augmenta? ioc  de l a  t a  i l l e  de cet l es-ci . La der- 

n i è r e  phase e s t  marquée par, une f o r t e  d iminut ion de I ' i n tens i t é  res-  

p i r a t o i r e  qui exprime l e  ra lent issement général du métabolisme e t  

annonce l e  d j c l i n  des cu l i u res .  



Ces quat re  phases ne correspondent cependant pas exactement 

à c e l l e s  d6c r i t es  par LACHARME e t  NETIEN (19691, en é tud ian t  les varfa-  

t i o n s  des acides organiques. Selon ces auteurs, les  t i s s u s  t raversent  

d'abord une cour te  phase de "latence" (8  jou rs ) ,  pu is  passent succes- 

s i  vement par une longue pér iode de "croissance en accé lérationl', du 

8ème au 50ème j o u r  et,du 50ème au 90ème jour,par une période ou " les  

processus de biosynthèse sont  r é d u i t s  ; e n f i n  par une phase de 

sénescence. L 'existence d'une phase de latence pendant l a  première 

semaine de c u l t u r e  e s t  t o u t  à f a i t  possible. En e f f e t ,  s i  on se ré fè re  

aux va r i a t i ons  de l a  teneur en auxine endogane, on constate q u ' e l l e  

n'augrnenfe qu'à p a r t i r  du 8ème jour .  Par contre, nous pensons q u ' i l  

f a u t  scinder l a  seconde phase d j c r i t e  par LACHARME e t  NETIEN en deux 

périodes d is t inc tes ,  en ra ison  de I t é v o l u t i o n  de I s é t a t  auxini-que 

endogène que nous avons slgnalée e t  des va r i a t i ons  des composés azotés 

solubles q u ' i l s  rapportent  dans leur  t r a v a i l  ; i 1s observent e n S e f f e t  une 

augmentation rap ide de l ' azo te  aminé e t  amidé du 8ème au 25ème j o u r ,  

s u i v i e  d'une d iminut ion aussi rapide, du 25ème au 49ème jour .  

On s a i t  depuis longtemps que l a  lumière favor i se  générale- 

ment l e  développement des cu l tu res  i n  v i t r o ,  mais on connaTt mal l a  

façon dont e l l e  a g i t  sur l a  p r o l i f é r a t i o n  de colonies t i s s u l a i r e s  

peu d i f fé renc iées  e t  non organogènes, d 'autant  que ses e f f e t s  va r i en t  

selon l a  température (De CAPITE, 1955). Les recherches consacrées 

à l ' a c t i o n  de l a  lumière s u r  des t i s s u s  de Carot te ne sont pas nom- 

breuses e t  concernent des domaines p a r t i c u l i e r s ,  t e l s  que I f u t r a s t r u c -  

t u r e  (NEDUKHA, 1969 c i t é  par MASHERPA, 1971 ; ISRAEL e t  Coll., 1969 ; 

MASHERPA, 19711, l a  teneur en pigments p last idaux (NAEF, 1962 ; 

NAEF e t  TURIAN, 1963 ; DUBOIS, 19731, l e  métabolisme g luc id ique 

(GORIS, 1954 ; NAEF, 19681, l e  métabolisme protéique (MAILLE, 1971). 

Les t ravaux qui f o n t  l a  d i s t i n c t i o n  en t re  les  e f f e t s  de la  photopério- 

de, de l ' i n t e n s i t é  dléclairement e t  de la  q u a l i t é  de l a  lumière sont 

encore p l us rares (BUNN I NG e t  WELTE, 1954 ; MAI  LLE, 1971 1. Notre 

t rava  l 1 apporte quelques résu 1 t a t s  nouveaux concernant I ' i nf l uence 

de ces d i f f é r e n t s  fac teurs  sur la croissance des co lon ies t i s s u l a i r e s  

de Carot te  e t  démontre.que leur  s e n s i b i l i t é  v i s  à v i s  de l a  lumière 

va r i e  de façon t r è s  importante selon l a  nature des pigments p last idaux 

qu 'e l l es  renferment. 



En ce qui concerne l a  souche chlorophyl l ienne de GAUTHERET, 

nous avons constaté,comme 6U;dNINS e t  WELTE (1954) e t  NAEF (1968) que 

l a  croissance e s t  p lus importaats en j ou rs  longs qu'en j ou rs  courts.  

Toutefois, nous n'avons pas observé de chute b ru ta le  de l a  croissance 

pour une photopériode p a r t i c u l i è r e  ( 1 5  - 16 H) .  D'autre part ,  les  

i n te r rup t i ons  au cours des phases lumineuse ou obscure sont sans i n -  

f luence. On ne peut donc pas p o r l e r  véri tablement de photopériodisme, 

en ce qui  concerne ces t i s s u s  : c ' e s t  l e  nombre t o t a l  d'heures 

d15clairement j o u r n a l i e r  (peut-être même, pendant une période 

donnée) qui mod i f ie  l ' i n t e n s i t é  de l a  p r o l i f é r a t i o n  des colonies 

t i s s u l a i r e s .  L'allongement de l a  durée j ou rna l i è re  d'éclairement 

provoque aussi une augmentation de l a  teneur eh ch lorop l iy l le .  I I  

s e r a i t  in téressant  de p réc iser  à quel niveau i n t e r v i e n t  l a  lumière : 

augmentation du nombre de p lastes p-r ce l l u l e ,  de granums par  p laste ,  

ou encore de thylacoCdes par granum ou par plaste.  Des observations 

en microscopie photonique démontrent que le  nombre de chloroamylo- 

p las tes  par c e l l u l e  e s t  p lus grand en lumi j re  continue qu'en éc la i r e -  

ment pGriodique, 12 : 12 ; l a  t a i l l e  des plastes e s t  également p l us  

grande en lumière cont inue e t  i l s  renferment aussi davantage de 

g ra ins  dlar:iidon. Chez IIEpinarci, BRONCHART consl-ate que les  f e u i l -  

l es  coty lédonaires renferment p lus  de thylacofdes par granum en 

j o u r s  longs qu'en jours  cour ts  e t  que ces d i f férences %ont bien 

en r e l a t i o n  avec la  photoperiode e t  non avec l a  quant i té  d'énergie 

lumineuse reçue.' Par contre, en j ou rs  courts, l e  nombre de faisceaux 

de lamel les  stromat i  ques e s t  souvent p l us étevé, notamment quand l es  

feu i l l es  reço ivent  une f a  i bile i ntens i t é  l umi neuse (BRONCHART, 1967). 

L ' i n t e n s i t é  d'éclairement modi f ie  re lat ivement peu la  

croissance e t  l a  teneur en ch lc rophy l le  des co lon ies de l a  souche 

ch lorophy l l ienne de Carotte. Des i n tens i t és  in fé r ieures  à 500 lux ou 

supérieures à 5300 lux on t  t o u t e f o i s  un e f f e t  i nh ib i t eu r .  Des expérien- 

ces complémentaires on t  démontré qu 'ent re  ces l im i tes ,  l a  durée j ou r -  

n a l i g r e  d'éclairement joue un r ô l e  beaucoup p lus  important que son 

I n tens i t é .  

La longueur d'onde n ' a g i t  pas sur l a  p r o l i f é r a t i o n  lorsque 
-2 - 1  

les  rad ia t i ons  sont peu énergétiques : 1000 à 2000 ergS.cm .s . E l l e  

a g i t  par con t re  sur 1.a biosynthèse des pigments ch lorophy l l iens,  qu i  



est stimulée en lumière bi eue et presque tota iement supprimée par 

des radiations rouge clair. Nous avons pu démontrer que des radia- 

tions relativement monochromatiques interviennent sur Is différencia- 

tion des plastes : en lumière bleue, le système lamellaire est ana- 

logue à celui que !'on observe en lumière blanche ; par contre, 

en lumière rouge clair on ne rencontre que der proplastes ou des 

plastes de çrande taille en dégénérescence (pas de oranums et très 

peu de lamelles stromatiques). MAILLE (1971) note une légère stlmu- 

l at ion de l a croi ssance des t i ssus d '  une souche ch lorophy l 1 i enne 

de Carotte soumise à des radiations bleues plus énergktiques (6000 - 
7000 lux) et la disparition de la chlorophyl le en lumière rouge 

clair et infrarouge. Dans les mêmes conditions d'éclairement, et 

quelle que soit la longueur d'onde, des tissus d'une souche de 

Nicotiana tabacun, cultivés sur des milieux de MURASHIGE et 

SKOOG, sont totalement dépourvus de chlorophylle (MAILLE, 1971). 

Des tissus de Carotte étiolés se cornporteni de la même 

manière que ceux de la souche chlorophyllienne dont ils proviennent. 

Les cellules synthétisent de la chlorophylle à la lumière et, 

après 6 ou 9 semaines, la teneur en pigments plastidaux est à 

peu près la même dans les tissus initialement étiolés et dans 

ceux qui ont toujours été cultivés à la lumière. 

Les tissus de la souche carsténogène dlEICHENBERGER 

réagissent de façon très différente. La prolifération est d'autant 

plus'active que la durée journalière et l'intensité d'éclairement 

sont plus faibles. La Slomasse passe par un maximum à l'obscurité et 

la teneur en pigments caroténordes est maximale quand on soumet les 

tissus à un éclairement périodique de faible intensiié (500 - 1OOO lux) 
ou b i en à dos hlrnéropér i odes courtes (6 : 18) . 

L'effet favorable de la lumière sur la pro1 ifération des 

tissus de la souche chlorophyllienne de Carotte doit se manifester 

à plusieurs niveaux. La photosynthèse intervient (ROUX ct 

TENDILLE, 1954 ; EDELMAN et HANSON, 1971 ; MAILLE, 1971), mais 

el le est quantitativement très peu importante, sans doute en 1-3 i son 

de la teneur en chlorophylle, environ'l0 fois plus faible que 

dans des feuilles entières. La lumière favorise l'absorption et 

l'utilisation d u  glucose. En effet, des tissus des souches chloro- 



phyl l iennes e t  caroténogènes cu l t i vées  sur des mi l ieux renfermant 

des doses de sucre favorables p r o l i f è r e n t  beaucoup p lus  v i t e  à l a  

lumière, t and i s  que des colonies é t i o l é e s  maintenues à l ' obscu r i t é  

sur  les  mêmes m i  l ieux "prof i tentl '  beaucoup mo i  ns de I 'apport de 

sucre exogène. D'autre part ,  lorsque l a  teneur en glucose dépasse - 1 
509.1 e t  devient  i n h i b i t r i c e ,  l a  réduct ion de l a  croissance e s t  

beaucoup p lus  f o r t e  à l a  lum!ère qu'à I1obscur i té,  vrdisemblablemen7 parce 

que dans ces condi t ions l e  sucre pénétre moins v i t e  dans les c e l l u l e s .  

NAEF (1968) observe lui-aussi une moins grande s e n s i b i l i t é  des t i s s u s  

de la souche ch lorophy l l ienne v i s  à v i s  de l a  dose de sucre, lorsque 

les  co lon ies t i s s u l a i r e s  sont placées à l 'obscur i té .  

On s a i t  d 'autre p a r t  (CHAMPIGNY, 1960) que l a  lumière - 
favo r i se  l a  réduct ion des ions NO3 e t  l a  genèse des acides aminés 

dans les  f e u i l l e s  de plantes ent ières.  Dans les  colonies t i s s u l a i r e s  

de l a  souche ch lorophy l l ienne de Carotte, l a  teneur en azote so lub le  

e t  proté ique augmente ent re  O e t  12 h de lumière par j o u r  e t  diminue 

ensui te,  mais ces va r i a t i ons  ne sont pas synchrones e t  l e  rapport  

NP/NT augmente progressivement en même temps que la durée journa- - 
l i è r e  d'éclairement. Un éclairement périodique 12 : 12 provoque 

un déséqu i l i b re  dans l e  pool des acides aminés e t  notamment une 

accumulation d'alanine, qui n lapparaÎ t  pas en Jumière continue 

où l a  r é p a r t i t i o n  des acides aminés e s t  vo is ine  de c e l l e  que l ' on  

t rouve dans des f  ragments de rac ine (MAI  LLE, 1971 1. De nombreux 

t ravaux ef fec tués sur des germinations e t  sur des f e u i l l e s  prélevées 

sur  des p lantes en t iè res  montrent que l a  lumière s t imule I 1 a c t i v i t é  

de I ô  n i t r a t e  réductase en agissant sur l ' i nduc t ion  de l'enzyme 

ASLAM e t  Coll., 1973 ; ASLAM e t  Coll., 19761, sur l a  concentrat ion 

du subs t ra t  en favor isant  l ' en t rée  des ions NO3 (BEEVERS e t  Coll . ,  

1965) ou sur l a  teneur en sucres endogènes qui peuvent a g i r  à leu r  

t o u r  21 d i f f é r e n t s  niveaux, comme l e  suggèrent SASAKAWA e t  YAMAMOTO 

( 1977) e t  SAHULKA e t  L 1 SA ( 1978) . Cet te  dern i ère remarque sou l igne 

l ' importance du sucre présent dans l e  m i l i e u  de c u l t u r e  pour des 

t i s s u s  qui  renfermeni ou non de la  ch lo rophy l le  e t  manifestent de 

t o u t e  fayon une a c t i v i t é  photosynthétique rédui te.  



CFtOISSN?CE DE(; SUSPENSIONS EUUIFi,IRES DE S I W  

Les suspensions ce1 l u l a i r e s  d i f f è r e n t  ent re  e l l e s  par leur 

caractères génétiques mais e l l e s  présentent un ensemble de caractères 

morphologiques e t  physiologiques qui semblent l i é s  à leur  mode de 

CU l tu re .  

Les suspensions c e l l u l a i r e s  de Si lène renferment à l a  f o i s  

des co l  I u l es  l i b r e s  e t  des amas cons t i tués  d'un nombre var iab le  de 

ce1 Iu les  p lus  ou moins accolées les unes aux autres. Le pourcentage 

de ce1 I u l e s  rée l  lement iso lées e s t  f a i b l e .  Comme chez d 'autres sus- 

pensions ce1 l u l a i r es ,  notamment chez I lE rab le  (KING e t  STREET, 19731, 

i l  diminue au cours de la  phase exponent ie l le,  pu is  augmente à nouveau 

pendant l a  phase s ta t ionnal re .  Dans l es  cu l tu res  de Daucus carota e t  

de Convolvulus arvensis, l e  nombre de ce1 Iu les isolées par u n i t é  de 

volume augmente aussi au cours du cyc le  de croissance, mais en même 

temps l a  p ropor t ion  de p e t i t s  agrégats (nioins de 100 ym) diminue 

(TORREY e t  REINERT, 1961). Dans des cu l t u res  de Si lène âgées de deux 

semaines, les  agrégats dont l a  ?a i l l e .  e s t  conlprise e n i r e  0,5 e t  

1,O mm représentent environ 50 $ du poids de !J F, t and i s  que les  

ce1 I u l es  iso lées e t  les amas i n f é r i e u r s  à 500 Fm, représentent un 

peu p lus  de 10 $ de l a  biomasse. Des va r i a t i ons  de l a  tsneur en 

2,4rD, son remp lacement par du ANA ou encore 1 'ad jonct ion de cy tok i  - 
nines mod i f i en t  peu l a  d ispers ion des ce l l u l es ,  contrairement à ce 

qu'on observe pour d'autres suspensions c e l l u l a i r e s .  Par contre, on 

provoque une d iminut ion de l a  t a i l l e  des agrégats e t  en même temps 

une  augmentation du nombre de c e l l u l e s  l i b r e s  en a joutant  2 mM 

d'ammonium dans l e  mi l ieu,  ou bien en c u l t i v a n t  les ce1 Iu les  à 

10°C. BRASSART (communication personnel l e )  observe une p lus  grande 

d Ispers ion des ce1 Iu les  e t  l a  d i s p a r i t i o n  des p lus  gros amas, après 

quelques j ou rs  de cu l t u re  en présence d 'acide g ibbére l l i que .  

Par leu rs  caractares cytologiques e t  u l t ras t ruc tu raux ,  

notamment l e  grand dévelop?ement du système vacuolaire, l e  noyau 

p lus  au moins lobé e t  les paro is  relat ivernent f ines,  les  c e l l u l e s  

de Si lène en c u l t u r e  ressemblent à des co l  Iu les  parenchymateuses. 

Ce qui n ' e s t  ?as surprenant,car l e  ca l  pr imai re  qui e s t  à l ' o r i g i n e  

d e  no t re  souche prov ient  du recloisonnement des c e l l u l e s  du parenchyme 

c o r t i c a l  de l a  t i g e  du Si lene - alba. La déd i f f é renc ia t i on  q u ' e l l e s  



subissent en c u l t u r e  -en p a r t i c u l i e r  l e  f a i t  qu 'e l les  sont suscept ib les 

de se m u i t i p l i e r  act ivenent-  les  rapproche des c e l ! u l e s  cambiales des 

Dicotylédones,mais e s t  t o u t  à f a i t  i n su f f i san te  pour les  ramener à 

LI n é t a t  CO-riparable à c e l u i  d'un méristème ap ica l .  C'est  sans doute 

ce qu i  exp l ique que les  c e l l u l e s  de Silène, comme l a  p lupar t  des 

au t res  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  en m i l i e u  l i q u i d e  a g i t é  ne manifestent 

pas de p ropr ié tés  organogènes, malgré des apports d'auxines, de 

cy tok in ines  e t  de g ibbére l l i nes ,  f ou rn i s  séparèment. ou en mélange. 

Les c e l l u l e s  de S i lène renferment de nombreux proplastes e t  des leuco- 

p las tes  dont l a  r i ch r sse  en amidon v a r i e  beaucoup au cours du cyc le  

de croissance e t  su ivant  la teneur en sucre du m i l i e u  de cu l t u re .  

Le saccharose qui es t  absorbé t r è s  rapidement, en p a r t i e  après avoi r 

é t é  hydrolysé dans l e  mi l iew, e s t  mis en réserve sous forme d'amidon 

dans les  p las tes  pendant Iô phase exponent ie l le,  pu i s  u t i l i s é  progres- 

sivement. au cours de l a  secoride semaine de cu l tu re .  Le f a i t  que des 

c e l l u l e s  accurnülent de I 'enidon au moment où l a  croissance es t  l a  

p lus  a c t i v e  e s t  in téressant  à soul igner, ca r  con t ra i r e  2 ce qu'on 

observe généralement, Guand on augmente l a  teneur i n i t i a l e  en sucre, 

les  leuccplastes amyl i fères son i  p lus  nombreux e t  i l s  pe rs is ten t  

pendant Toute l a  dur& de l a  cu l t u re .  Les prop las ies  renfermant 

i r B s  t ô t  des gra ins  d'amidon e t  sont donc SI l ' o r i g i n e  des leucoplastas 

amyl i f&res.  Dans des cu l t u res  dlErable, i l s  peuvent se d i f f é r e n c i e r  

e n  ch lorop lastes,  s i  l es  condi t ions d 'écla i rement e t  l e  cho ix  des 

régu la teurs  de croissance son? favorables (DAVEY, 1970, c i t é  pa r  

YEOMP,N e t  STREET, 13731. 1 1  a Qté montré par  a i l l e u r s ,  que les 

prop lastes des c ~ l l u l e s  de Tabac cu l t i vées  en m i l i e u  l i qu i de  a g i t é  

présentent  une t r è s  f o r t e  a c t i v i t 6  n i t r a t e -  e t  n i t r i t e - r6duc tas I -  

que  (WASHITANI e t  SATO, 1977). On peut se demander s ' i  1 en est de mê3e 

pour les  c e l l u l e s  de Si lène, dont l ' a c t i v i t é  n i t rate-réductasique 

augmente t r è s  rapidement après l e  repiquage des c e l f u i e s  dans un 

m i l i e u  renfermant des n i t r a t e s  e t  passe par  un maximum en t re  l a  

24ème e t  l e  48ème heure (POULLE, 19793. 1 1  s e r a i t  in téressant  de 

rechercher  par  un fract ionnement c e l l u l a i r e  s i  l a  " f r a c t i o n  prop laste"  

présente une a c t i v i t é  n i t r a t e  réductase p lus  importanie que les c e i l u -  

l es  ent ières,  aü cours de c e t t e  période ; e t  dans ce cas, s ' i l  y a 

une r e l a t i o n  en t re  l ' a c t i v i t é  enzymatique e t  l a  présence (ou l 'absence) 

d'zmldon dans ces organi tes .  



En ce qui concerne le cycle de croissance, nous avons retrouvé 

les phases classiques des cultures en milieu liquide non renouvelé. 

La durée respective de chacune de ces phases dépend dans une large 

mesure de la composition du milieu et de quelques facteurs physiolo- 

giques et physiques, notamment de l'âge des cellules de Ivinoculum, 

de la densité initiale de la culture, de la température et de la 

lumière. Nous ne reviendrons pas sur ces facteurs que nous avons 

étudié en détail au cours de notre travail, mais i l  nous semble 

utile de rappeler les conditions optimales de la croissance : 

- lnocu l um : ce1 l u l es pré1 evées dans une CU 1 ture âgée de 

12 à 14 jours ; 

- densité initiale de la culture : 1,5 à 3 g de M F / 
4 - 1 

200 ml de mi lieu, soit 2,5 - 5. 10 ce1 lules.rnl 

+ - température : 25 - 1°C ; 
- lumière : 500 - 1000 lux, au niveau des flacons de culture ; 

- milieu minéral : solution de LESCURE modifiée (Tzbleau 1 1 )  ; 

- saccharose : 2 5 pour 1 'entret i on de l a souche et 4 $ pour 

obtenir le maximum de biomasse ; - 7 - substances de croissants et vitamines : 1.10 c~.rnl-' de 

2.4 D ou 5 . 1 0 ~ ~  g.ml - 1 
de ANA et 1 . 1 0 - ~  g.ml-' de vitamine B I .  

Dans ces conditions (avec 2 % de saccharose), la phase de 
latence est très courte ( 3  â 6 h) ou inexistante, selon les critères 

de référence utilisés. Pendant la phase exponentielle, l'index riiito- 

tique est de 4 à 5 5 et le temps de doub l ement du nombre de ce1 l u les 

ou de leur biomasse varie de 40 à 48 h ,  ce qui est comparable au 

temps de doublement des cultures d u  Nicotiana tabacum var. Xanthii 

(FILNER, 19661,d'Acer - pseudoplatanus (KING et STREET, 1973) et 
environ deux fois plus long que celui des cultures du Phaseolus 

vulgaris cv Contender(L1AU et BOLL, 1971) et dtHaplopappus gracilis 

(ERIKSSON, 1967). Du 86me au 12bme jour, la culture passe par une 

periode de croissance ralentie, puis entre en phase stationnaire. 

Une des caractéristiques de ce cycle de croissance est la brièveté 

de la phase stationnaire. El le s'explique par l'épuisement du milieu en 

sucre, déjà presque complet au lOème jour. A partir du 14ème ou du 

15&me jour, on assiste au déclin très rapide de la culture, quel que 

soit le critère de référence utilisé. 



Le cyc le  de croissance tt 'est pas d é f i n i  par les seules modi f icat ions 

de l ' index mi to t ique e t  du temps de doublement  di^ n ~ b r e  (ou de la  masse) 

de ce l 1 u les : i l dépend des var ia t ions de t ou te  une sér ie  de c r i t è r e s  b io-  

chimiques, enzymatiques e t  physiologiques. Nous rei-iendrons d'abord c e l l e s  

des acides nucléiques qui condit ionnent à l a  f o i s  l a  d i v i s i o n  des c e l l u l e s  

e t  leu r  a c t i v i t é  métabolique. 

En suivant I ' incorporat ion du 3 2 ~  dans 1 'ADN, on observe un pre- 

mier p i c  de synthèse à l a  3 ème h e t  un second au 3ème jour.  La comparaison 

de l ' évo lu t ion  de l ' a c t i v i t é  spéci f ique de l'ADN, des var ia t ions  de l a  

teneur moyenne en ADN par c e l l u l e  e t  de I f  index mi to t ique suggère que l e  

second pic, l e  p lus important, correspond à l a  dupl icat ion de l'ADN 

des c e l l u l e s  qui se d iv i sen t  d'une manière relat ivement synchrone 

entre l e  3ème e t  l e  5ème jour .  L'augmentation marquée de l a  teneur 

moyenne en ADN par ce1 I u l e  au cours de c e t t e  période indique que 

la  proport ion des ce1 l u  les en d i  v i s ion  e s t  importante. I I apparaî t  

que toutes les c e l l u l e s  qui passent par l a  phase S l e  t ro is ième 

j o u r  sont non seulement bloquées en G,, mais encore inaptes B en t re r  

en phase S l o r s  du t r a n s f e r t  dans du m i l i e u  neuf. Cette idée es t  

confirmée pôr I 'obssrvat ion d'une synthèse de M S e t  de protéines, 

t r è s  ac t i ve  pendant les deux premiers jou rs  e t  par une synthèse 

d'ARN, à la  dème h . Sur l e  p l  an cytologique, ces synthèses se t r a -  

duisent par une f o r t e  augmentation du volume de cyfoplasme(nombreux 

trabécules cytoplasmiques t raversant  l a  vacuole). Le premier p i c  

d'ADN, plus d iscret ,  intéresse un nombre de c e l l u l e s  plus res t re i n t ,  

qui sont sans doute physiologiquement p lus jeunes e t  aptes à dupl iquer 

leur  ADN, mais qu'un i nh ib i t eu r  empêcherait d 'en t re r  en phase S. Le 

t r ans fe r t  de ces c e l l u l e s  dans un m i l i e u  neuf l ève ra i t  l ' i n h i b i t i o n .  

Une synthhse d'ADN a l i e u  dès l a  3ème heure, sans que l 'on constate 

de synthèse dlARN préalable. Ce sont ces ce1 Iules, qui n 'é ta ient  

sans doute pas encore entrées en phase stat ionnaire,  qui se d i v i sen t  

au cours des deux premiers jours. Un t ro is ième Point  a retenu not re  

a t t en t i on  : c 'es t  l'augmentation de l a  teneur moyenne en ADN par 

c e l l u l e  au cours de l a  seconde semaine de cu l ture ,  tand is  que l ' i ndex  

mi to t ique diminue progressivement. Cette augmentation pou r ra i t  t r a -  

du i re  des phénomènes d ' e n d o r é p l i c a t i o n . ~ ~  de po lyp lo ld ie .  De t e l s  

phénomènes sont fréquents en cu l t u re  i n  v i t r o  e t  pourraient  ê t r e  en 

r e l a t i o n  avec un déséqui 1 i bre hormonal. Dans des col  1 uies de Soja 

cu l t i vées  en présence de zéatine, on remarque que l a  teneur en ADN 



et la ploldie augmentent lorsque l'on supprime la cytokinine (FOSKET 

et SHORT, 1973). Certes, notre souche est autotrophe aux cytokinines ; 

mais on sait que Io transfert des cellules dans un milieu riche en 

2,4-D provoque dans d'autres cultures, la libération de cytokinines 

endogènes favorisant la cytodièrèse (PEAUD et JOUANNEAU, 1971). 

L1incorporation du phosphore marqué dans IfARN met 

également en évidence deux phases de synthèse ; la première de courte 

durée, vers la 6ème h , la seconde, pl us longue, commence à partir du 

3ème jour. Le premier pic correspond surtout à une fraction d'AR!.; 

pol yd i sperse, ri che en séquences po l yadényl 6es tand i s que l e second 

montre surtout de I'ARN ribosomal et moins drARN polyadénylé 

(RAMBOUR et Coll., 1977 et 1978 ; VASSEUR et RAFIBDUR, 1977). 

Deux systèmes enzymatiques ont Et6 étudiés jusqu'à présent. 

Le premier intervient dans I1utilisation des nitrates. I I  s'agit d'une 

nitrate réductase, dont l'activité s'élève au cours des 24 ou 36 

premières heures de culture, passe par un maximum entre le premier et 

le deuxième jour, puis décroitrapidement ; à la fin de la première 

semaine, el le est très faible ou nulle (POULLE, 1979). Des expériences 

de carence azotée et i1ernploi d'inhibiteurs de la transcription et 

de la traduction ont montré que cette enzyme est Induite par les 

nitrates et que l'ammonium interviendrait dans sa régulâticn (PbULLE, 

1979). L'autre système enzymatique participe à la régulation de la te- 

neur en auxine endogène. Nous avons pu mettre en évidence une augmen- 

tation importante de l'activité auxine-oxydasique pendant le seconde 

semaine de culture et démon?rer le parallélisme qui existe entre I'évo- 

lution des activités auxine-oxydasique et peroxydasique au cours du 

cycle ds croissance. En même temps que les activités auxine-oxydasique 

et peroxydasique augmentent, on voit apparaître certaines isoperoxy- 

daçes, tand i s que i act i v i té d l autres i soenrymes s 'accroit ( LEGRAND 

et DUBOIS, 1977). Nous avons pu montrer par ailleurs que l'activité 

poroxydasique des cellules et du milieu varie en fonction du régula- 

teur de croissance utilisé et que le AIA la stimule et provoque I'appa- 

rltlon dlisoenzymes gui n'apparaissent pas -ou plus tardivement- 

en présence de ANA ou de 2,4-D (LEGRAND et DUBOIS, 1978). 



~ MODIFICATIONS DE LA CROISSANCE DE CULTURES IN VITRO PSOVOQUEES PAR 

L'INCORPORATION DE COMPOSES SOUFRES REDUITS OU OXYDES ET PAR DES 

l INHIBITEURS DES GROUPEMENTS -SH DANS LES MILIEUX DE CULTURE 

De nombreuses observatons h is to log iques a i n s i  que des do- 

sages des -SH so lub les e t  to taux  montrent que les fonct ions t h i o l s  

sont p l us  nombreuses dans des organes e t  des t i s s u s  en vo ie  de c r o i s -  

sance, que dans ceux qui ne p r o l i f è r e n t  pas. On pouvai t  donc s1at ten-  

d re  à ce que des composés soufrés présentant une fonct ion t h i o l  stimu- 

l e n t  l a  croissance et ,  selon les  quan t i tés  ajoutées au m i l i e u  de c u l -  

ture,  q u ' i l s  agissent s o i t  comme source de soufre, s o i t  comme fac teur  

de croissance. 

A p a r t  'la t au r i ne  qui  es t  fortement toxique, les  autres 

composés soufrés que nous avons u t i l i s é s  (cystéine, cyst ine,  méthic- 

nlne, g l u t a t h i o n  r é d u i t  e t  oxydé) assurent l a  croissance des t i s s u s  

de l a  souche ch lorophy l l ienne de Carot te  pendant t r o i s  passoges suc- 

c e s s i f s  e t  peut-être davantage. Toutefois,  l e  remplacement des su l fa-  

t e s  par  une quan t i t é  équivalente de souf re  sous forme d'acide aminé 

ou de pept ide r é d u i t  p lus  ou moins l e  p r o l i f é r a t i o n .  Le G-SI1 e t  l e  

GS-SG fou rn issen t  des r é s u l t a t s  comparat)les e t ,  contrairement 3 ce 

qu'observent NICKELL ~~'SURKHOLDER (1950) pour des t i s s u s  v i ros6s  de 

Rurnex l a  cysté ine n ' es t  pas p lus  favorable que l a  cyst ine.  Les c e l -  
-8 

I u l e s  de S i lène sont beaucoup p lus  sensibles au remplacement des ions -- 
S04 par  du souf re  organique : e l l e s  ne se d i v i s e n t  pratiquement p l us  

l o r s  du second passage. Nos r é s u l t a t s  confirment donc que les  c e l l u l e s  

végéta les  en CU 1 t u r e  u t  i l i sent d i f f é ren ts  composés soufrés renf  ermant 

des fonc t ions  -SH e t  S-S. I l s  montrent également que leu r  ap t i t ude  3 

u t i l i s e r  un ac ide aminé soufré ou du g l u ta th i on  v a r i e  beaucoup selon 

l eu r  nature e t  selon leu r  o r i g i n e  (NICKELL-et BURKHOLDER, 1950 ; 

HELLER, 1955a ; REINERT e t  WHITE, 1956). Nos essais ne permettent pas 

d ' a f f i rme r  que les  composés s u l f h y d r i l é s  sont p lus  --ou moins- e f f i caces  

que l es  d i s u l f u r e s  correspondani-S. 

Le G-SH e t  l a  cys té i  ne a joutés à f a  i b l e  dose dans des m i  l i eux 

Contenant une dose normale do su l f a tes  (1mM) ne favor i sen t  p t s  l a  c ro i s -  

sance des t i s s u s  de l a  souche de Carot te.  Avant nous, EOURIQUET (1960) 



avait déjà cons.ist6 que ces deux substances utilis&es seules ne stimulent 

pas la proiiflration des tissus de Carotte et de cr--own-gall de Scorsonere 

et les auteurs qui avaient préconisé d'incorporer de Iû cystéine dans 

les milieux de culture, reconnurent par la suite que cet acide amin6 

soufré n'était pes utile (GAUTHERET, 1944, p. 623). 

Des substances plus complexes telles que la mercaptothiazoline 

et la mercaptoéthylamine stimulent plus ou moins la prolifération des 

tissus de souche de Carotte et de crown-gall de Scorsonère, mais non ce1 le 

du parenchyme de Topi~ambour qui est hétérotrophe à I'auxine (BOURIQUET, 

19601. Les propriétés de ces molécules complexes ne sont cependant pas 

forcémeni liees à la présence du groupement -SH. D'autres composés sul- 

fhydrilés inhibent la division cellulairs et bloquent la croissance. 

Ainsi, le B-rnercaptoéthanol a des effets mitodépresseur-, mitoclasique 

et chromatocfasique sur les mitoses du rneristème racinaire d'Al lium 

sativum (LONGEVIALLE, 19581, inhibe le développement des oerminations 

du Sinapis aita (LEVAIN, 1966) et, dans un tout autre domaine, i l  accé- - 
Ière l'induction des tumeurs chez un Nicotiana amphiploïde (At4ES et 

SMITH, 1969). La cystéamine Dloque la division cellulaire dans des cul- 

tures synchrones dtEuglena gracilis (NISSEN et ELDVARN, 1969). 

En contrôlani- les divisions cellulaires, les fonctions -SH 

modifient la morphogenèse et notamment celle des cultures primeires de 

Carotte dont les ca! s sont pl us compacts et slorgani sent en massifs 

sphériques typiques (PILET, 1358 ; 1963b). Lors du développement du 

jeune gamétophyte de Gymnogramme calomelanos L. (Fougère), des résul- 

fats spectaculaires ont é t é  observes lorsqufon ajoute de la cystéine 

au milieu de culture. Cet acide aminé provoque une hyperrarnification 

apicale de jeunes filaments croissance unidimentionne1 le, et la 

transformation des ce1 Iules du bord de la palette en cellules organo- 

gènes lorsque les gamétophytes sont 2n croissance bidimentionnelle 

(FAIVRE-WRON, 1978). Toutefois, l'emploi dTinhibiteurs des fonctions 

-SI4 n'empjche 9as le phénomène, tout en le ralentissant. I I  est donc 

probable que d'autres systèmes de contrôle de la morphogenèse inter- 

viennent simultan6ment. D'autres substances présentant une fonction 

-SH ( B -mercaptoéthano 1 , g l utatti ion réduit 1 moa i f i ont éga l ement le 

déveioppement du gamétophyte dTEquisetum arvense et de diverses Fou- 

gères, produisant notamment une hypertroptiie des rhizoïdes et provo- 

quant une perte de 1 z polarité (No4KAZFbVh7, 1958). Les travâux dr 

LARPENT ( 1970) , de LARPEidT, FEVRE et VP,LLA ( 7 973) et de FEVRC, TUR I AN 

et LAWE!IT (1975) suggèrent que chez les Champignons, les fonctions 

-SH interviennent dans les piiCnom&nes de ramifics-lim du mycélium. 



Chez Eremothecium ashbyi (Champignon Hémiascomycète) des fonctions -SH 

on t  é té  mises en évidence aux s i t e s  de formation des jeunes bourgeons 

qui évoluent en rami f i ca t ions  la té ra les  (ROBSON e t  STOCKELEY, 1962). 

Chez les  Levures, l ' appa r i t i on  d'un bourgeon e s t  également précédé par  

I~accumulat ion d'enzymes à fonc t ion  -SH dont l e  r ô l e  pou r ra i t  ê t r e  

dlhydrolyser par t ie l lement  les  s t ruc tures r i g i d e s  de l a  paroi  (PITT, 

1969). Une conf i rmat ion du r ô l e  joue par les -SH au cours de l a  rami- 
~ f i c a t i o n  es t  apportée par leur  dosage dans des souches de Podospora 

(Champignon Pyrénomycète) : l a  concentrat ion des -SH e s t  p lus  élevée 

chez les  mutants à hyphes ramif iées que chez les souches sauvages 

(AUVITY,1973). Une comparalson analogue ent re  des mycéliums rami f iés  

ou dénudés de Saprolegnia (Champignon Oomycète) montre également des 

di f férences notables (FEVRE, TURIAN e t  LARPENT, 1975). 

Comme on v ien t  de l e  vo i r ,  l ' ad jonc t ion  de composés su l fhy -  

d r i l é s  au m i l i e u  de c u l t u r e  peut 7rovoquer des act ions spectaculaires, 

mais i l f au t  se montrer t r è s  prudent dans I i n te rp ré ta t i on  des résu l -  

l ta ts ,  sur tout  quand les  modi f ica t ions sont peu importantes, On peut 

en e f f e t  se demander ce que deviennent les  fonct ions -SH, dans un 

m i l i e u  de c u l t u r e  dont l e  pH e s t  souvent compris en t re  6,O e i  7,0 e t  

I qui renferme de nombreux éléments susceptibles de cata lyser  leur 

oxydation ou de provoquer l a  formation de complexes i n a c t i f s .  C'est  

pourquoi, i l  pa ra i ssa i t  intéressant de t en te r  de bloquer les -SH endo- 

gènes par des i nh ib i t eu rs  speci f iques e t  d'examiner les  répercut ions 

que ce la  en t ra ine  sur l e  développement des cu l tures.  Les résu l t a t s  des 

essais que nous avons en t rep r i s  avec des t i s s u s  de souche de Carot te - -1 
montrent qu'à f a i b l e  concentrat ion ( 1 0 - ~  - IO-' 9.1 1 ,  l a  réduct ion de 

l a  croissance e s t  importante. Entre  IO-^ e t   IO-^ g.mi-',le P-C.M.B., 

l e  N-E.M., I ' i cdoacétate  e t  I1iodoacétamide inh ibent  la  p r o l i f é r a t i o n  

des souches chlorophyl l ienne e t  caroténogène de Carot te e t  c e l i e  des 

t i s s u s  des souches de Ronce e t  de c r o w n - ~ a l l  de Scorsonère a i ns i  que 

l a  croissance de l a  suspension c e l l u l a i r e  de Si lène. En même temps 

que l a  m u l t i p l i c a t i o n  des ce l lu les ,  ces substances réduisent l a  resp i -  

r a t i o n  e t  provoquent une diminut ion de l a  teneur en ch lorophy l le  dans 

les t i s s u s  qui possèdent des chloroplastes.  Cependant, à toutes les  

concentrat ions essayées, l a  réduct ion r e l a t i v e  de l a  croissance (biomas- 

se exprimée en g de M F ou de M S),est p lus  importante que c e l l e  de l a  

r esp i r a t i on  qui  t r a d u i t  ! ! a c t i v i t é  de l'ensemble du métabolisme. 



De plus, on note une très importante augmentation de la teneur en -SH 

acidosolubles dans des tissus traités par de fortes doses de P-C.M.B. 

I I  semble que Ifemploi d'inhibiteurs qui est particulièrement indiqué 

lorsqu'il s'agit de bloquer "in vitrot' Ivactivité d'une enzyme plus 

ou moins purifiée, soit mal adapté à notre problème. Les substances 

anti -SH bloquent simultanément la multiplication des cellules et 

toute une série d'enzymes dont l'activité est conditionnée par 13 

présence de ce radical. Par ail leurs, el les provoquent une dégrada- 

tion des protéines. La libération d'acides aminés soufrés et de petits 

peptides acidosolubles dont certains présentent des groupements -SH 

expliquerait la forte augmentation de la teneur en -SH solubles que 

nous enreg i strons . 

EVOLUTION DES -SH ENDOGENES AU COURS DE LA CROISSANCE 

Dans des racines de Carotte cultivées aux champs, la dis- 

tribution des composés sulfhydrilés n'est pas uniforme et la teneur en 

-SH acidosolubles est plus élevée au niveau de la zone cambiale qu'au 

niveau du xylème et des tissus corticaux. Par contre, oans des frag- ' 

monts prélevés dans la zone cambiale de la partie moyenne de la racine, 

la répartition des -SH solubles est homogène. Leur mise en culture dé- 

clenche une synthèse et une redistribution des composés sulfhydrilés 

solubles. Aprés trois semaines, i l  s'établit un gradient sulfhydrilé 

conforme à I1expression de la polarite morphologique de ces tissus. 

En faisant varier la position, la taille et la forme des explantats, 

nous avons pu déinontrer quele gradient -SH n'est pas dû au contact 

d'une partie des tissus avec le milieu de culture, mais bien au dévelop- 

pement polarisé des néoformaiions. La teneur en -SH est toujours plus 

élevée dans les cals que dans les fragments initiaux ; dans ceux-ci 

el le décroit de la face racinaire à la face foliaire. 

D'une maniare générale, la teneur en -SH est supérieure 

dans des tissus qui sont le siège d'une intense prolifération et elle 

décroit au fur et à mesure que Ilactivité de la croissance diminue. 

Ainsi, dans des néoformations qui se développentcontre la face racinaire' 

de fragments de racine de Carotte, la teneur en -SH solubles et le 

pourcentage de thiols baissent de la 3ème à la Ilème semalne de culture. 



Dans les co lon ies t i s s u l a i r e s  des souches chlorophyl l ienne , raroténo- 

gène e t  é t i o l é e  de Carotte, l a  teneur en -SH augmente au cours des 

premiers j ou rs  de cu l ture ,  passe par un maximum pendant l a  phase de 

croissance act ive,  pu is  diminue pendant i a  phase de croissance ralen- 

t i e  e t  pendant l a  période de sénescence. I I  en e s t  de même dans l a  

suspension c e l l u l a i r e  de Si lène dont l e  cyc le  de croissance es t  beau- 

coup p lus  cou r t  : l a  teneur en -SH augmente au cours de l a  première 

semaine (un ou p lus ieurs  maximum selon les condi t ions expérimentales) 

e t  diminue au cours de la  seconde. 

PARTICIPATION DES COMPOSES SULFHYDRILES AU CONTROLE DE LA CROISSANCE 

-SH e t  é t a t  auxinique endogène 

En u t i l i s a n t  des techniques d i f fé ren tes ,  GAUTHERET (19441, 

p u i s  KULESCHA (1951) e t  PILET (1964 e t  1967) é t a b l i r e n t  q u ' i l  e x i s t e  

un g rad ien t  auxinique endogène dans des fragments de rac in2  de Carotte. 

La zone r a c i n a i r e  con t ien t  p lus dlauxine que l a  zone f o l i a i r e  e t  los  

c l i f ferences s'accusent au cours de l a  c u l t u r e  i n  v i t r o .  Un grad ient  

auxine-oxydasique inverse a 6 té  mis en évidence par PILET (1956) e t  

confirmé par les  travaux de PILET e t  FRAGATA (1963) e t  de fRACATA 

(1967) sur l e  même matér ie l .  Les grad ients  s u l f h y d r i l é s  e t  auxiniques 

sont donc p ô r a l l è l e s  ; les gradients auxins-oxydasiques e t  s u l f h y d r i l é s  

. sont i nverses. 

Dans les  co lon ies de l a  souche ch lorophy l l ienne de Carotte, 

nous avons montré que l e s  teneurs en auxine endogène e t  en -SH s 'é lèvent  

jusqu'au 15ème jour,  pu i s  d iminuent  progressivement jusqu'au 90ème j ou r .  

L ' a c t i v i t é  des auxine-oxydases e s t  f a i b l e  jusqu'au 1Sème j o u r  ; e l  l e  

s 'é lève rapidement à p a r t i r  du 25ème e t  passe par un maximum vers l e  

60ème jour .  

Dans les cu l t u res  de Silène, l a  teneur en -SH e s t  maximum 

au cours de 1 %  première semaine de cu l ture ,  t and i s  que l ' a c t i v i t é  des 

auxfne-oxydases e t  des peroxydases e s t  re lat ivement f a i b l e .  E l l e  dimi-  

nue t r è s  rapidement au début de i a  seconde semoine, en même temps que 

les  a c t f v i t é s  auxine-oxydasiques e t  peroxydaslques çlaccroissent. 

L'analyse des gradients dans des cu l tu res  pr imai res de 



racine de Carot te e t  c e l l e  des courbes de croissance des coionies t i s -  

su la i res  de l a  souche ch lorophy l l ienne de Carot te  e t  des suspensions 

c e l l u l a i r e s  de S i lène condui t  donc au même r é s u l t a t .  Là où les  fonc- 

t i o n s  t h i o l s  sont les p lus  nombreuses, les  auxine-oxydases sont peu 

act ives e t  l a  teneur en auxine endogène e s t  f o r t e  e t  réciproquement. 

Des f a i t s  analogues on t  déjà é té  re levés par PILET (19571, PILET 

e t  ZRYD (1965) e t  ZRYD (1969) dans l 'apex de l a  racine du - Lens cu l ina-  

r i s .  S ' i l  e s t  maintenant é t a b l i  que t ' a c t i v i t é  des auxine- oxydases - 
est  l 'un  des fac teurs  qui condit ionne l ' é t a t  auxinique endogène (WY, 

1958 ; HARE, 1964 ; PILET e t  GASPAR, 19681, les  rapports en t re  les 

-SH e t  l ' a c t i v i t é  des auxine-oxydases e t  des peroxydases d'une par t ,  

ent re  les  -ÇH e t  l a  teneur en auxine endogène d 'autre pa r t  sont moins 

bien dé f in i s .  

Analysons dlabord les  r e l a t i ons  -SH / auxine-oxydases. I I  a é té  

démontré (PILET, 1958 e t  1963bl que l e  g l u ta th i on  r i d u i t  assure une i n h i -  

b i t i o n ,  " i n  vivo't  e t  " i n  v i t r o "  de l ' a c t i v i t é  auxine-oxydasique des néo- 

formations de Carotte. D'autres composés présentant une fonct ion i - h i o l  

ont  également é t é  considérés comme des e f fec teurs  n6ga t i f s  des auxine- - 

oxydases (PILET e t  GASPAR, 1968). Cet te  i n h i b i t i o n  pou r ra i t  ê t r e  a t t r i -  

buée à l a  réduct ion d 'e f fec teurs  phénoliques ou au blocage des systèmes 

enzymatiques cupriques de cer ta ines peroxydases présentant une a c t i v i -  

t é  auxi ne-oxydas i que (P I LET e t  ZRYD, 19651 . 

En ce qu i  concerne les  r e l a t i o n s  -SH/auxine, on peut s igna le r  

que l e  G-SH e t  l a  cysté ine modi f ient  l a  courbe d 'ac t ion du A I A  sur 

l 'é longat ion des fragments de t i g e  du - Pisum e t  des co léop t i l es  dtAvena 

(MARRE e t  ARRIGONI, 1957 b)  e t  sur l a  p r o l i f é r a t i o n  des t i s s u s  i so l es  

de Carotte e t  de crown g a l l  de Scorsonère (BOURIQUET, -1960). Peu de 

travaux ont é t é  consacrés aux e f f e t s  des fonct ions t h i o l  sur l a  b io-  

genèse de I 'auxine. On s a i t  cependant que l a  cysté ine inhibe les 

polyphénols-oxydases, enzymes responsables de l a  conversion du t r y p t o -  

phane en A I A  (GORDON e t  PALEG, 1961). Par contre, les e f f e t s  des fac- 

teurs de croissance sur  l ' é t a t  des composés s u l f h y d r i l é s  on t  susc i té  

de nombreuses recerches, Ce l les  - de 'l.1ARRE e t  ARRl GON l ( 1967 a 1 chez 

Pisum (fragments de t i g e )  e t  chez Avena ( co léop t i l es )  e t  c e l l e s  de - - 
MARRE e t  Co l l .  (1957) chez - Pisum inontrent qu'un t ra i tement  par du A I A  

(OU du 2,4-D) favor i san t  l 'é longat ion,  provoque une augmentation de 



la teneur en -SH &/ou celle d u  rapport G-SH/GS-SG. Dans le même labo- 

ratoire, TOlJZlG et Coli. (1959) remarquant que l'élévation d u  rapport 

G-SH/GS-SG se manifeste à la suite d'un traitement par de I'auxine 

dans toutes les zones de la ~acine de Pois. Grâce 3 une méthode dfana- 

lyse plus fine, ZRYD (1969) démontre que dans la racine du  Lens - 
culinaris l'effet du AIA est strictement localisé dans la zone mérlsté- 

matique. Dans les tissus de la souche chlorophyllienne de Carotte, 

les trois facteurs de croissance que nous avons utilisés déteminent 

une aygmentation de la teneur en -SH acidosolubles, quel que soit 

leur effet -stimulation ou inhibition- sur la prolifération. Le P,NA 

et surtout le 2,4-D sont plus efficaces que le AIA, qui est probable- 

ment dégradé plus rapidement, notamment par des systèmes oxytiasiques 

(PILET et GASPAR, 1968 ; LEGRAND et DUBOIS, 1978). Le rapport -Stl/ 

-SH + S-S augmente lorsque la dose des facteurs de croissance stimule 

la pro1 if6ration du tissu de Carotte et diminue lorsque des doses trop 

élevées inhibent la croissance. A part quelques différences que nous 

avons relevées au passage, les composés auxinomim6-tiques provoquent 

donc dans des tissus très différents une augmentation de la tenrur 

en -SH ou du rapport -SH/S-S. 

En agissant sur la biosynthèse et la d5gradation de I'auxine, 

les composés -SH ou le rapport -SH/S-S pourraient conSrÔler I'6ta-f 

auxinique endogène el, par conséquent, la croissance des tissus GU 

des cellules cultivées in vitro. Inversement, en modifiant la teneur 

I en -SH &/ou le rapport thiol/disuifures des traitements auxiniques 

I agissent également sur la croissance des cellules, soit directement, 

soit indirectement en orientant différemment le métabolisme. 

-SH et extensibilité des parois 

Dans les colonies tissulaires de la souche chlorophyllienne de 

Carotte, la teneur e'n -SH solubles augmente progressivement pendant 

les deux premières semaines de culture, puis elle decroît rapidement 

du 15ime au 30ème jour. Des observations cytologiques effectuées au 

cours de cette période ne montrent aucune vague de divisions. Selon 

LACHARME et STE l MAN ( 1970 a et b et LACHAR!?€ ( 1972), une vague de 

mitoses s'observe au contraire peu de temps après le repi,quage des 

tissus. Dans d'autres cultures in vitro, on relève également plcsieurs 

vagues de mitoses au cours des 2 ou 3 premiers jours de culture, puis 



l a  synchron isat ion se perd (YEOf4AN e t  AITCHISON, 1973). Yers l e  

15ème jour ,  i l  e s t  c e r t a i n  que l e  pourcentage de c e l l u l e s  en d i v i s i o n  

e s t  f a i b l e .  Par contre, on peu? penser que l a  p l upa r t  des c e l l u l e s  qui 

se sont d iv i sées  depuis l a  mise en c u l t u r e  sont encore engagées dans 

un processus d'auxésis qu i  se déroule d'une façon p lus  len te  e t  pro- 

gress ive que l a  mitose. Dans ces t i ssus ,  i l  p o u r r a i t  y  a v o i r  une re la -  

t i o n  e n t r e  l a  teneur en -SH solubles, l a  teneur en auxine e t  l'augmen- 

t a t i o n  de l a  t a i l  l e  des ce1 kules. 

Les va r i a t i ons  de I ' e x t e n s i b i i i t é  des paro is  -en rappor t  avec 

leu r  croissance- ont  su r t ou t  é t6  étudiées dans l e  cadre de recherches 

sur les  p rop r i é tés  des auxines ( v o i r  PILET, 1Ç61, p. 45i-455).  Les 

va leurs  d'un essai réal  i si5 par CLELAND e t  rapportées par Pl  LET ( 1971 1 

montrent que I 'aux ine -à une dose où c e t t e  hormone s t imule  l 'ex tens ion 

des paro is-  a g i t  essent ie l  lement su r  l e  nodule d ' e x t e n s i b i l i t é  p l a s t i -  

que, mais en t ra ine  aussi, quoique p l us  faiblement, une augmenta'tion 

du module d ' e x t e n s i b i l i t é  é las t ique.  Or, 1 ' e x t e n s i b i l i t é  des paro is  

s e r a i t  d i  rectement d6pendan-î-e d'une p ro té l  ne r i c h e  en hydroxypro 1 i ne 

à l aque 1 l e  LAF.IPORT ( 1965) a  donné l e  nom d  'extsns i ne. Se l on I ' hypothèse 

de LAMPORT, l es  mclécules dlextensine sera ient  associées aux micro- 

f i b r i l l e s  de ce l l u l ose  préférent ie l lement  or ientées (ROLAND, 1966 ; 

MUHLETHALER, 1967 ; NEVILLE e t  Col l . ,  1975 ; ROLAND e t  Col l . ,  1977) 

par  l ' i n t e r m é d i a i r e  de chaînons polyholosid iques cons t i tu6s  dlarabino- 

se e t  de galactose auxquels e l l e  e s t  f i x é e  par des ponts -O- (LAMPORT, 

1963 ; 1965 ; 1957. De p l us, les ''comp 1 exes" arab i no-ga l actane-extens i ne" 

pour ra ien t  s t r e  r e l i é s  e n t r e  eux par des ponts d i su i f u res .  Ce modèle 

a & t é  complété par  l a  s u i t e  grfice à des observations r e l a t i v e s  à l a  

s t r u c t u r e  g luc id ique  de ces corn?lexes (LAMPORT, 1970). 

S i  on schématise (F ig .59 1 l a  molécule d'extensine associée d'une 

p a r t  aux m i c r o f i b r i l l e s  de c e l l u l c s e  ( m f )  e t  d 'au t re  par t ,  à une au t re  

molécule d 'extensine ( E l  pa r  l ' i n t e rméd ia i r e  d'un pont -S-S, on comprend 

que dans c e t t e  s i t u a t i o n  l a  s t r uc tu re  e s t  r i g i d e  e t  que l a  d istance ( L I  

en t re  les  deux m i c r o f i b r i l l e s  res te  constante. S i  à la  s u i t e  d'un apport  

d'hydrogène, l e  pont -S-S e s t  rompu, ! 'ex tens ion e s t  poss ib le  e t  les  

microf  i b r i  I  les  de ce1 l u  lose peuvect s '&ca r te r  d'une d is tance A L. 
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Figure 59 : Schéma montrant I f  in te rven t ion  des -S-S e t  des -SH de l 'ex-  
tensine dans l a  r é a l i s a t i o n  de l 'auxés is  e t  de l 'extension 
des paro is  (D'après PILET, 1971). 

Ce modele t r a d u i t  b ien l e  f a i t  qu'une augmentation du taux en 

-Sti correspond l ' accé lé ra t ion  des processus d'auxésis. Inversement, 

i l  e s t  f a c i l e  d'imaginer qu'une augmentation de l a  teneur en composés 

t h i o l s  dans une c e l l u l e  va provoquer l 'ouver ture  des ponts d isu l fu res  

r e l i a n t  les complexes "extensinel' e t ,  en favor i san t  l a  p l a s t i c i t é  des 

paroi  s, permettre l e  grandi ssement des ce1 l u  les. 

Selon l'hypothèse de LAMPORT (19651, en ac t i van t  la  resp i ra t ion,  

I 'auxine i ndu i t  successivement un accroissement du taux dlATP, de 

g 1 ucose-6-phosphate e t  f i  na lement de NADH + H'. L1é lévat  ion du taux 

de protons entraine,  à p a r t i r  des fonct ions S-S des complexes "exten- 

sine-arabino-galactane" l a  formation de -SH. I I e s t  c l a i r  que les pro- 

tons provoqueront aussi une augmentation de l a  teneur en -SH acido- 

solubles e t  du rapport  -SH solubles/S-S solubles. Or ,  dans les  t i s s u s  

de Carot te en phase de croissance exponentiel le, on constate à la  f o i s  

une augmentation de l ' a c t i v i t é  r esp i r a to i r e ,  de la  teneur en -SH solu- 

b les  e t  du pourcentage de -SH solubles. Nous retrouvons une s i t u a t i o n  

ident ique lorsque nous cu l t i vons  les t i s s u s  de Carot te sur des mi l i eux  

qui renferment du AIA, du ANA ou du 2,4-0. Ces f a i t s  apportent donc une 

conf i m a t  iori à I 'hypothèse do LAMPORT e t  fourn issent  une exp 1 i cat? on 



quant au mode d'action de Itauxine sur l'augmentation de la taille 

des cellules. 

L'existence d'une protéine riche en hydroxyproline est main- 

tenant bien admise, bien que sa concentratlon varie beaucoup d'une 

plante à lvautre (LAMPORT, 1965) . Corniparés à d'autres tissus culti- 

vés in vitro, ceux de Carotte en contiennent une quantité moyenne 

(LAMPORT, 1965) et i l  est tout à fait remarquable que la quantité 

d'hydroxyproline rapportée aux protéines soit deux fois et demi plus 

élevée dans un fragment de racine en culture que dans le fragment 

initial (STEWARD et Col 1 ., 1958). 

Des groupements -SH et -S-S joueraient ggalement un rôle 

inlportant dans la plasticité des parois des Levures. NICKERSON et ses 

collaborateurs ont établi que la paroi de ces Champignons renferme 

des complexes llçlucomannane-protéinell dont la protéine contient 1,2 % 
de soufre essentiellement sous forme de groupements -SH et de -S-S 

et qu'une enzyme présente dans les mitochondries est capoble de provo- 

quer la réduction des ponts disulfures de la paroi (NICKERSON et 

FALCONE, 19591. L'activité de cette enzyme, plus ou moins importante 

selon la souche de Levure, déterminerait la plasticité des parois et 

contrôlerait en définitive le made de croissance : bourgoonnemsnt ou 

élongation d'éléments fi!amenteux. 

La transformation révers i b le des fcnct ions -SH S-S 

n'est cependant pas le seul mécanisme qui intervient dans la plasti- 

cité des parois des cellules végétales. D'une part, i l  n'existe pas 

toujours de relation entre le taux de croissance et l'activité de 

la synthèse de I1hydroxyproline (CLELAND, 1968 ; LAh?PO2T, 1955) et i l  

est curieux que la teneur en hydroxyproline soit plus faible dans des 

fragments d'organes qui s'allongent que dans des tissus cultivés in 

vitro (CLELAND, 1968 a et b). D'autre part, dans certains modèles de paroi, 

tel celui proposé par ALBERSHEIM (19741, les liaisons entre les chaines 

de xyloglucanes qui relient les fibrilles de c~llulose sont assurées 

par des composés pectiques (méthyl-galactüronates) et non par des 
protéi nes. Une hypothétique transg l ucos i das2 coni rôl era i t a lors 1 'é las- 

ticité de la paroi pecto-ce1 lulosique et, dans une certaine mesure, 

l'élongation csllulaire. 



-SH e t  d i v i s i on  c e l l u l a i r e  

Dans les  suspensions c e l l u l a i r e s  de Si lène cu l t i v6es  en m i l i e u  

l i qu i de  non renouvelé, les périodes pendant lesquel les les c e l l u l e s  se d i v i -  

ssnt e t  ce l l es  où e l l e s  augmentent de t a i l l e  sont b ien d is t inc tes .  

Gans les condi t ions standard de cu l tu re ,  l ' a c t i v i t é  m i to t ique  e s t  

maximum ent re  l e  3ème e t  l e  Sème jour  du cyc le  de croissance, tand is  que l a  

t a ! l l e  des c s i l u l e s  déc ro i t  du l e r  au 6ème jour .  A p a r t i r  du 7ème jour ,  l e  

volume des c e l l u l e s  augmente régulièrement jusqulà l a  f i n  de l a  cu l tu re .  

Pendant c e t t e  période, l ' index mi to t ique e s t  dfabord t r è s  f a i b l e  (du 7ème 

au 12ème jour ) ,  pu is  pratiquement nul .  L.a teneur en -SH solubles passe par  

un maximum vers l e  3èmr j ou r  e t  déc ro i t  jusqulà l a  f i n  de l a  c u l t u r e  ; 

i l  en es t  de même du rapport  -SH/S-S. 

Dans des cu l tu res  par t ie l lement  synchrones, l a  teneur e t  l e  

pourcentage de fonct ions t h i o l s  augmentent avant chaque vague de d i v i s i o n s  

pendant les premiers jou rs  ; ensui te les -SH solubles e t  l ' i ndex  mi to t ique  

diminuent paral  lèdement. 

Les deux types de cu l tu res  de S i lène (asynchrones e t  p a r t i e l l e -  

ment synchrones) montrent une r e l a t i o n  s t r i c t e  en t re  l a  teneur en compo- 

sés su l f hyd r i l és  solubles e t  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  I I  n'y a pas de 

rapport  ent re  c e t t e  teneur e t  l e  grandissement des ce l lu les .  Dans les  

anthères de L i l i u m  e t  du T r i l l i um ,  l e t a u x  des compos6s su l f hyd r i l és  acido- 

solubles (essentiel lement du g lu ta th ion)  s 'é lève pendant l a  première 

cinèse méiotique, pu is  diminue e t  ne va r i e  p l us  au cours de l a  seconde 

(STERN, 1958 e t  1959). Chez l e  Li l ium, l a  mitose po l l i n i que  e s t  précédée 

d'une nouvel le augmentation du taux des -SH, que I f o n  ne retrouve pas 

chez l e  T r i l l i u m  (STERN, 1959). D'après STERN, tes t h i o l s  solubles doivent  

a t t e i nd re  un seu i l  c r i t i q u e  pour que l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  puisse s'enga- 

ger ; ce qui n ' impl ique pas forcément une augmentation de leu r  teneur avant 

chaque mitose (notons que chez l e  T r i l l i u m  les  -SH sont 4 f o i s  p lus  concen- 

t r é s  que chez l e  Lilium).Dans les  c e l l u l e s  de Si lène en intercinèse, l a  

1 concentrat ion des t h i o l s  solubles s e r a i t  donc i n fé r i eu re  au seu i l  c r i t i q u e .  

Les taux de synchronisation des cu l t u res  de Si lène que nous avons 

obtenus jusqulà ?résent (4-6 $ 1  sont i nsu f f i san t s  pour su ivre  les var ia-  

t i o n s  des t h i o l s  au cours du déroulement de l a  mitose, comme MPKINE (1931) 

e t  WAZlA e t  ses co l laborateurs  (MAZIA, 1954 e t  1959) l ' o n t  f a i t  pour 



l es  oeufs  d 'ours in ,  dont on provoque aisement l a  d i v i s i o n  synchrone par  

f e r t i l i s a t i o n  i n  v i t r o .  Toute fo is ,  on remarque que l a  teneur en -SH 

augmente dans les c e l l u l e s  de S i lène avant q u ' e l l e s  e n t r e n t  en mitose, 

z l o r s  que dêns l 'oeuf  d ' o u r s i i i  e l l e  d é c r o i t  pendant l a  phase I  e t  s ' é l è -  

ve au cours de l a  phase I I ,  jusqu'au moment où l es  oeufs  se c l i v e n t .  Les 

deux phértow;Gneç ne sont  donc pas comparables. Ncus pensons que chez l e  

Si lène, l 'augmentat ion de l a  teneur  en -SF e s t  nécessai re à I f  i nduc t i on  

de l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e ,  r a n d i s  que chez l 'Ou rs in ,  e l l e  correspond 

e s s e n t i ~ l l r r f i e n t  5 !a mise en p lace des mic ro tubu les  qu i  c o n s t i t u e n t  

l ' a p p a r e i l  m i to t i que .  

Cozpte tenu des v a r i a t i o n s  des -SH so lub les  e t  proté iques e t  

des p r o p r i é t e s  de I 1 a ? p a r e i l  m i t o t i q u e  que ?PiAZIA e t  ses co l l abo ra teu rs  

o n t  pu i s o l e r  à p a r t i r  des oeufs  d ' o u r s i n  (en p a r t i c u l i e r  des c o n d i t i o n s  

de sa so l  uSi l i s a t i o n )  , i4AZIP. proposa deux s c h h a s  qui f o n t  i n tervsn i r 

les  cornpo~és s u l f n y d r i l 6 s  pour e x p l i q u e r  l es  mécanismes de l a  polymérisa- 

t i o n  des microtubu les.  

asH + 
S-SC CS-s 

B 

( 1 1 )  0"' + " 5 0  - D y )  + 2 GSH 

S-SG OS-S 
5 5 
\ / 

GO : Schéma des mécanismes poss ib les  de polym6ri  s a t i o n  des in icrotu-  
bules de l ' a p p a r e i l  n i i o t i q u e .  

( 1 )  : Première phase, 

( 1 I  : Deuxi &ne phase. (Adapl.6 de XAZIA, 1954) 

Selon l a  premiers hypotti5c;e (F ig .  60 , A )  l e  t r a n s f e r t  cjes 

ponts d i  su l furci; i ntraino l2cu l a i r c s  s c r z  i t cou? l i avec un2 transfarriia-!-i on 



nu5nt b ien  au cours de l a  phsss 1 ,  on n ' a  pas encore mis cri i tvidence de 

v a r i a t i o n s  importantes des groupements S-S solubles.  D'après l a  seconde 

hypothèse (F ig .  60 ,  BI, l ' oxyda t ion  du G-SH s e r a i t  assurée par sa "cap- 

t u r e "  pa r  une p ro té ine  penaani l a  phase 1 .  En poursuivant  l ' ana lyse  b io -  

ch.lmique de l ' a p p a r e i l  m i t o t i q u e  des oeufs d 'ours in,  SAKAI (1966) t rouve  

t r o i s  composanri proté iques (3,5 S, 12 S, 22 S I .  Les deux premiers, qui  

c o n s t i t u e n t  env i ron  60 $ de l ' a p p a r e i l  m i to t ique,  peuvent encore ê t r e  

f rac t i onnés  par l e  s u l f i t e  de sodium ou l e  d i t h i o t h r é i t o l  en p a r t i c u l e s  

2,5 S ; ces dern ières  sont capables de se réagréger, quand on les  i n t r o -  

d u i t  dans un m i l i e u  oxydant. Ceci s i g n l f i e r a i t  que l ' u n i t é  3,5 S qc i  

correspond au monomère de l a  t u b u l i n e  (PM : 68093, 6 groupements -SH 

l i b r e s )  peut ê t r e  scindéeendeux sous-unités p l u s  p e t i t e s  (PLI : 35000, 

4 groupements -SH l i b r e s )  e t  certainement ident iques.  Le processus 

d'auto-assemblage suppose que l a  tubuline-monomSre se t rouve sous une 

conformation spéc ia le  : l a  "f i t -Form" , l a  "non f i t -Form" & t a n t  inca- 

pable de s ' i n t é g r e r  dans l ' é d i f i c e  du micro tubu le .  

SH 

non Fit - tubul ine  2.5s zi== Fit - tubuline 3,5S s= microtubule 

F igu re  61 : Schdma d'un mécanisme poss ib le  d'auto-assemblage des p ro lé ines  
c o n s t i t u t i v e s  de l a  t u b u l i n e  (Adapté de SITTE, 1970). 

D'après S ITTE ( 1970 ), i 1 se p o u r r a i t  que l a  "non f i t--Form" 

corresponde au rnocomèrc 2,5 S e t  l a  'If i t-Formu au d  imere 3,5 S. La t rans -  

format ion du monomère en dimère f a i t  appara î t re  deux protons. El le 

p o u r r a i t  ê t r e  couplée avec des réac t i ons  dfoxydor6duct ion e t  exp l i que r  qüe 

l a  tencu r  eri t h i o l s  solublûs a u g m ~ n T e  au cours de l a  p h s e  I I  de l a  d i -  



vision de l'oeuf d'oursin (Fig. 61) .  

Dans l'état actuel de nos connaissances, on peut penser que 

dans les cellules de Silene cultivées en milieu liquide, les -SH jouent 

un rôle déterminant dans I 'induction de la mitose, notamment en raison 

de la faible concentration des groupements thiols pendant la période où 

les cellules ne se divisent pas (environ 5 à 10 fois moins que dans les 

ceilules des colonies tissulaires de Carotte). Les variations des -SH 

en relation avec la formation des microtubules fusoriaux sont sans 

doute trop faibles pour pouvoir être décelées. Ceci n'est pas surprenant, 

compte tenu de l'absence d'as-fers et du faible développement du fuseau, 

comparé à celui que l'on rencontre dans les oeufs d'oursin ou dans d'au- 

tres cellules animales (embryons de Poissons, par ex.). 

-SH ET QUELQUES ASPECTS PARTICULIERS DU METABOLISME 

La difficulté d'analyser le rôle que jouent les groupements -SH 

dans un mécanisme physiologique particulier (division cellulaire, Élonga- 

tion, activité auxine-oxydasique, etc..) provient du fait qu1ils parti- 

cipent en même tenps au mStabolisme générol de la cellule, par I'inter- 

rnédiaire des enzymes -SH- oépendanies. Les ponts disulfures jouent &ale- 

ment un rôle très important en maintenant intactes les strgctures des 

protéines hyaloplasmiques et membranaires. Les observations qui ont été 

faites chez les plantes entières (BRUNEL-CAPELLE, 1955) et les résultaYs, 

parfois contradictoires, que nous avons obtenus en ce qui concerne les 

effets de la lumière sur les variations des composés sulfhydrilés acido- 

solubles dans des tissus isolés de Carotte illustrert ces difficultées. 

En premier lieu, i l  convient de rappeler que lors de certaines 

expériences, les variations de la teneur en -SH (et celles du rapport 

-SH/S-S) de colonies tissulaires de Carotte soumises à des éclairements 

différents peuvent résulter de modifications de la prolifération 

des tissus, qui est soit stimulée, soit ralentie selon les conditions ex- 

périmentales. Lorsque les taux de croissance sont différents, i l  est 

toujours dlfficle de savoir si les -SE sonf la cause ou la conséquence 

de cet 6tat de fait. 



Quand l a  croissance des t i s sus  de Carotte, n 'es t  pas modif iée, 

nous observons génjralement que les va r i a t i ons  des teneurs en -SI4 e t  en 

ch lorophy l les  sont para l lè les .  Une t e l l e  r e l a t i o n  e x i s t e  aussi dans 

les f e u i l l e s  de Har ico t  e t  dans des ch lorop lastes isolés.  Dans les  pre- 

mières, RUBlN e t  KARTASHOVA (1968) constatent  une diminut ion des -SH 

(en va leur  absolue e t  r e l a t i v e )  e t  des chlorophyl les,  à l a  s u i t e  d'une 

perturbai- ion de l a  chaîne respi  r a t o i  re. Chez les  secondes,une i 1 1 umi na- 

t i o n  provoque une augmentation de l a  teneur en fonct ions t h i o l s  qu i  ne 

se p rodu i t  pas en présence d ' i nh i  b i t eu rs  de l a  réac t ion  de HILL (HIROSE 

e t  Coll., 1971). 

Les ch lorop lastes ne fonct ionnent normalement qu'en présence de 

groupements -SH. Du g lu ta th i on  e t  une a c t i v i t é  glutathion-réductase on t  

é t é  récvmment s igna lés dans des ch lorop lastes e n t i e r s  dlEpinard, de Tabac 

e t  d'une Algue (Codium f r a g i l e )  par FOYER e t  HALLIWELL (19761, a i n s i  que 

dans des'a i gui 1 les du Picea ab ies  ; dans ces dernières, i 1 s  augmentent -- 
tous deux en h i ve r  (ESTERBAUER e t  GRILL, 1978). Le g lu ta th ion,  p r i n c i p a l  

composé s u l f h y d r i l é  présent dans ce type de p lastes joue au moins deux 

rô l es  : 

- par I1 in l -ermgdiaire de l ' é q u i l i b r e  AA/DHP. q u ' i l  cont rô le ,  

i l  pe rme t t ra i t  l a  r édu r f i on  de l ' O 2  e t  du H202 (FOYER e t  HALLIWELL.1976) ; 

- i l  s e r a i t  nécessaire pour a c t i v e r  cer ta ines enzymes du cyc le  

de CALVIN (ERADBEER, 1969 ; BUCHANAN e t  Col l., 1971) e t  pour l a  photo- 

phosphorylat ion qui se t rouve bloquée par les  i nh ib i t eu rs  c lassiques 

des -SH (ARNON e t  Col l., 1956). 

A l a  lumière, l e  NADPH nécessaire au fonctionnement de l a  g lu-  

t a t h i o n  réductase e s t  formé par l a  chaîne d 'é lect rons de l a  photosynthèse. 

A I?obscur i té ,  c e t t e  enzyme fonctionne également, l e  NP.DPH provenant a l o r s  

de l ' a c t i v i t é  de l a  glucose-6-déshydrogénase (SCHNARRENBERGER 5~ Col i . ,  

19731, qu i  e s t  p lus  élevée dans ces cond i t ions  qu'à l a  lumière (ANDERSON, 

1975, c i t é  par FOYER e t  HALLIWELL, 1976). Après a v o i r  é tud ié  les var ia -  

t i o n s  des -SH l i b r e s  e t  de I'ATF dans des mitochondries isolées de coeur 

e t  de f o i s ,  PIALOUX, GODINOT e t  GAUTHERON (1968) pensent que les -SH 

in terv iennent  aussi dans l e  mécanisme de couplage des phos~ho ry la t i ons  

oxydatives. 



En modifiant l'activité de certaines oxydases, la lumière peut 

encore agir sur les composés sulfhydrilés par des voies tout à fait 

différentes. Elle diminue notamment l'activité catalasique (BJORrJ, 1967) 

qui est susceptible de favoriser l'oxydation de la cystéine et du glutathion 

(BOER1 et BONNISCHEN, 1952). D'autre part, en favorisant I1accumulation 

de composés phénoliques tels que l'acide chlorogénique (ZUCKER, 1963 ; 

ZUCKER et Coll., 1965 ; LEGRAND, 19771, ou de complexes dans lesquels 

les phénols sont associés à des protéines (PHIPPS, 19661, la lumière 

réduit généra l ement I 'act i v i té peroxydas i que ( LEGRAND, 1977) et 

auxine-oxydasique (PILET e i  PHIPPS, 1968) dans des organes isolés et des 

plantes entières. Par contre, dans des tissus de la souche chlorophyllien- 

ne de Carotte maintenus à l'obscurité ou cultivés à la lumière, l'activité 

auxine-oxydasique est comparable. Ces différences selon la nature des tissus 

analysés et le fait que le NADPH nécessaire à l'activité de la glutathion- 

réductase soit suscepiible de se former aussi bien S la lumière qu'à 

I 'obscuri té pourraient rendre co~pte de certa i ns faits contrad ictoi res, 

relevSs par BRUNEL-CAPELLE (1955) dans des feuilles paoachdes de pian-kes 

eritières, et par nous-même dans des cultures in vitro de Carotte, 
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P L A N C H E S  

H O R S  T E X T E  



Fig. 1, 2  e t  3 : Coupes t ransversales prat iquées dans des entre-noeuds (E-N 
avant l a  mise en cu l tu re .  Colora t ion : v e r t  de méthyle- 
carmin aluné. 

- Fig. 1 : vue d'ensemble d'un secteur de t i g e  ( x  100 env i ron) .  

- Fig. 2 : vue de d é t a i l  du sclérenchyme e t  d'une p a r t i e  d'un 
faisceau l ibéro- l igneux de l ' avan t  dern ie r  E-N ( x  250 
envi ron 1. 

- Fig.  3 : vue de d é t a i l  de sclérenchyrne d'un E-N du m i l i e u  de l a  
t i g e  ( X  250 env i ron) .  

Fig. 4 e t  5 : Coupes t ransversa les prat iquées dans l a  p a r t i e  basale d'un 
fragment de l 'avant  dern ie r  E-N c u l t i v é  pendent 10 j en p o s i t i o n  
inverse sur l e  m i l i e u  de HELLE3 dé'pourvu de pnyrohormones ( x  100 
envi  ron 1 . 

Fig. 6 : Fragriicnt de t i 'e (€ -N I  c u l t i v é  ?endant 39 j en ~ o s i t i o n  ir iversz 
sur  l e  m i l i e u  de HELLER dépourvu de phytonornones. 

Fig. 7 : Fragment de t i g e  (E-Id) c u l t i v j  en p o s i t i o n  inverse sur  l e  m i l i e u  
de HELLER contenant 0.1 mg. l-Y de ANA, pendant 33 j . 

Fig. 8 e t  9 : Fragments de t i g e    ré levés au niveau d'un noeud e t  c u l i i v é s  
.en p o s i t i o n  nornela sur l e  m i l i e u  de SELLE2 tiépourvü de pn\iohornor 

- Fig.  8 : développement de 2 t i g e s  f eu i l l ées ,  a ~ r è s  8 j de cu l t u re .  

- Fig. 9 : développement d'une t i g e  f e u i l l é e  e t  f l o r a i s o n  après 
30 j de cu l t u re .  

( l 'échet  l e  portée sur les  f i gu res  1 à 5 correspond à 53 um) 





Fig. 1 : Développement dlune colonie tissulaire à partir dlun cal primaire, 
transplanté sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG contenant 1 mg.1 
de 2,4-D et de Kin. 

Fig. 2 : Fragment de tige (E-N) cultivé en position inverse pendant 60 j 
sur le mi l ieu de MURAStIIGE et SKOOG contenant 0,1 mg. 1-l de 
2,4-D. 

F ig .  3 : Fragment de tige (E-FJ) cultivé pendant 63 j en position inverse 
sur le mi l ieu de F1URAStiIGE et SKOOG contenant 1 mg. l - 1  de ANA. 

Fig. 4 : Colonie tissulaire de la souche Sa, de Silene cultivée sur le 
mi l ieu de MURASH IGE et SKQCX; contenant 1 mg. 1-1 de 2,443 ei de 
Kin, pendant 60 j. 

Fig. 5 : Aspect de la suspension cellulaire de Silene lors du ler pos- 
sage des tissus de la souche Sa1 en milieu liquide agité 
(coloration : rouge neutre). Remarquer la forme a!long5e Ce 
la plupart des cellules. 

Fig. 6 et 7 : Aspect de la suspension cellulaire après une année de 
subcultures dans le milieu liquide de LESCURE contenani- 
1 mg.l-l de 2,4-D et de Vit. BI. 

- Cellules prélevées dans une culture de 14 j (Fig. 5 )  

- Cellüles prélevées dans une culture de 6 j (Fig. 7). 
Fig. 8 : Cellules isoljes recueillies par tamisase d'une culture lors du 

3ème passage en milieu liquide agité. 





Fig. 1 : Développement dlune colonie tissulaire à partir dlun cal primaire, 
transplanté sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG contenant 1 mg.1 
de 2,4-D et de Kin. 

Fig. 2 : Fragment de tige (E-NI cultivé en position inverse pendant 60 j 
sur le mi 1 ieu de MURASH IGE et SKOOG contenant 0,l mg. 1" de 
2,4-D. 

Fig. 3 : Fragment de tige (E-NI cultivé pendant 63 j en position inverse 
sur le mi l ieu de F1URAStt IGE et SKOOG contenant 1 mg. 1-' de ANA. 

Fig. 4 : Colonie tissulaire de la souche Sal de Si lene cultivée sur le 
mi 1 i eu de MURASH IGE et SKOOG contenane 1 mg. 1'1 de 2,4-0 e i  de 
Kin, pendant 60 j. 

Fig. 5 : Aspect de la suspension cellulaire de Silene lors du ler pas- 
sage des tissus de la souche Sa, en milieu liquido agité 
(coloration : rouge neutre). Remarquer la forw a! l0riç5e ce 
la plupart des ce1 Iules. 

Fig. 6 et 7 : Aspect de la suspension ce1 lulaire après une année de 
subcultures dans le milieu liquide de LESCURE contenani 
1 mg.1-l de 2,4-D et de Vit. BI. 

- Cellules prélevées dans une culture de 14 j (Fi?. 5 )  

- Cellüles prélevées dans une culture de 6 j (Fig. 7 ) .  I 
Fig. 8 : Cellules isolées recueillies par tamisage dlune culture lors du 

3ème passage en milieu liquide agité. 





PLANCHE I I I  

CoLonier, ~ A U ~ A  d u  ~ o u c h e ~  cUo~ophyLLienne 

( F L g .  I à 5 )  e.t é;tioLée (FLg. 6 at 7 )  de C m o t t e  

U v é e ? l  à La k è h e  ( k è h e  du jowr + a p p o i d  

pëhlociique 1 2  :TT dl e n v h o n  7 000 L x )  pendad 30 j o m  

Fig.  1 : Contact entre une cellule jeune et une cellule âgée renfermant des 
chloroplastes à des stades différents de leur évolution (x 22 000). 

Fig.  2 : Chloroplastes renfermant de nombreux thylacoldes (t) ayant tendance 
à gonfler et quelques vésicules claires (vc) provenant probablement 
de la dilatation de certains thylacoldes (x 22 000). 

Fig.  3 : Chloroplaste allongé contenant deux faisceaux de thylacoTdes (t) 
s'ordonnant de part et d'autre d'une vésicule amylifère ( v a )  
( x  25 000). 

Fig. 4 : Coupe transversale d'un chloroplaste ne contenant que quelques thy- 
lacoldes rassemblés du même côté ( x  28 000). 

Fig.  5 : Chloroplaste de forme irrégulière coupé longitudinalement (x 28 000). 

Fig.  6 e t  7 : Chloroplastes différenciés dans une colonie de la souche étiolée 
cultivée à la lumière blanche pendant 30 j. Les thylecolaes (t) sont 
peu nombreux. Le stroma (st), faiblement granuleux, contient enccre 
des globules lipidiques (91) qui tendent à se rassembler à I'exfrémité 
des thylacoldes (x 20 000). 

(L'échet le correspond à 1 vm) 





PLANCHE I V  

P 

CoLonLu .thsLLeaiha de La bouche ccuroténogène de 

Camt-te c u v é e d  à Ra M è h e  ( W è t ~ e  du jowr  + appui& 

pérUodique ( 1 2  :TT) d '  envhon  1 000 L u x ,  pendavtt 60 j a w  

Fig . 1 : Ensemb l e  de ce l l u les  largement vacuo l i sées ( V I .  Le cytop l asme pa- 
r i é t a l  renferme des proplastes, des mi tochondr ies e t  quelques pe- 
t i t e s  vacuoles mais aucun p l a s t e  d i f f é r e n c i é  ( x  8 000). 

Fig.  2 e t  3 : Chromop l astes du t y p e  "membrana i ref f  . I l s renferment de nom- 
breuses membranes enroulées p l u s  ou moins régul ièrement autour  de 
vés icu les  amy l i f è res  ( x  20 000). 

F i g .  4 e t  6 : Chromoplastes du t y p e  " f i  b r i  l i a i r e " .  Le stroma ( s t ) ,  abondant, 
ne c o n t i e n t  que quelques tubu les  ( s t r u c t u r e s  s e m i - c r i s t a l l i n e s  ? )  
épars ou accolés con t re  l 'enveloppe p l a s t i d a l e  ( f l è c h e )  e t  des g lo -  
bules l i p i d i q u e s  ( g l )  p l u s  ou moins denses aux é l e c t r o n s  ( x  18 000). 

Fig.  5 : Coupe t ransve rsa le  d l  un chromap 1 a s t e  du t y p e  l f f  i b r i  l l a i  r e f f  dont l e  
stroma e s t  t r è s  pauvre en éléments f i gu rés .  Les f lèches ind iquent  des 
tubu les  coupés transversalement ( x  15 000). 

(L 'éche l l e  correspond à 1 pm) 





PLANCHE V 

F i g .  1 e t  2 : Le cytoplasme renferme de nombreux organites et notamment des 
dictyosomes (dl et des vésicules golgiennes. On remarque l'absence 
de plastes différenciés et tout particulièrement I'absence d'étio- 
plastes (Fig. 1 : x 8 000 - Fig. 2 : x  15 000). 

F i g .  3 : Propiastes (pp) et jeunes leucopiastes contenant plusieurs vésicu- 
les arnylifères (va). On peut noter la  rése en ce de dictyosomes ( d l ,  
d'éiéments du réticulum endoplôsmique (re) et l'abondance des ribo- 
somes ( x  20 000). 

F i g .  4 e t  7 : Cristal protéiqus à l'intérieur des peroxysomes, beaucoup plus 
fréquemment observés dans les tissus éiiolés que dans les tissus 
des deux autres souches de Carotte (Fig. 4 : x 33 000 - Fig. 7 : 
x 42 000). 

F i g .  5 : Proplaste contenant de nombreux globules lipidiques s'ordonnant au- 
tour d'une vésicule arnylifère (x 20 000). 

F i g .  6 : Leucoplaste amylifère ( x  15 000). 

F i g .  8 : Enroulement membranaire ressemblant à certaines vacuoles autophagi- 
ques ( x  55 000). 

(L'échelle correspond à 1 vm, sauf pour les Fig. 7 et 8) 





PLANCHE V I  

Fig .  1 : Chloroplaste renfermant des granums (gr) typiques et des thylacol- 
des (t) allongés dont certains commencent à se dilater. Le stroma 
(st) contient également des globules lipidiques de petite tail le, 
souvent déposés à l'extrémité des thylacoldes et quelques vésicules 
claires (x 27 000). 

F i g .  2 : Chloroplaste mature de forme très irrégulière contenant plusieurs 
granums (gr) et des globules lipidiques (91 )  de taille variable 
( x  22 000). 

Fig .  3 : Chloroplaste très aplati situé dans une dépression du noyau ( N I  
et renfermant des thylacoldes (t) al longés. Remarquer plusieurs plas- 
modesmes (flèche) traversant la paroi (pr) (x 22 000). 

Fig .  4 : Chloroplaste en dégénérescence. Le stroma clair et peu granuleux ne 
renferme que quelques thylacoldes (t) plus ou moins dilatés (x 28 000). 

F i g .  5 : Chloroamyloplaste. Des vésicules amylifères (va) importantes repous- 
sent quelques thylacoCdes (t) contre l'enveloppe plastidale (x 15 500). 

(L'échelle correspond à 1 pm) 

F i g .  6 : Jeunes plastes contenant très peu d'éléments figurés. L'abondance des 
mitochondries (ml et des polysomes témoigne de l'activité du cyto- 
plasme (x 20 000). 





PLANCHE V I  1 

CoLonie~ ~mliz&u de La bouche éz%L&e de 
CarroZte ccLe;tivées pendant 2 7 j en lumièae v&e covi;tuwe 

F ig .  1 : Trabécule cytoplasmique renfermant de nombreuses mi tochondr ies  ( m l ,  
p l u s i e u r s  dictyosomes ( d l  entourés de v é s i c u l e s  golgiennes, des 
jeunes vacuoles ( v j )  e t  des polysornes. I I  n ' y  a pas de p l a s t e s  
dans ce t e r r i t o i r e  cytoplasmique ( x  40 000). 

F ig .  2 : Chioroamyloplaste d i f f é r e n c i é  présentant  des thy laco Îdes  ( t )  ré -  
gul ièrement empilés e t  une vés i cu le  a m y l i f è r e  ( va )  importante.  On 
ne d i s t i n g u e  pas de granums t yp iques  ( x  45 OOG), 

(L1échel  l e  représente 1 p m l  





PLANCHE V I  I I  

C o b n i u  Lh~tdahu de la bouche ~ o L é e  de C m M e  
ctd, t lvéa pendant 2 1  j o w  en & k h / r e  /rouge & a h  conCinue 

Fig.  1 : Cellule jeune dont le noyau ( N I  volumineux fait saillie dans la 
grande vacuole centrale ( V I .  Le cytoplasme pariétal renferme de 
nombreux proplastes (pp) mais aucun plaste différencié ( x  1 1  000). 

Fig.  2 : Détail de la Fig. 1 montrant plusieurs proplastes (ppl renfermant 
des globules lipidiques (x 26 000). 

F ig .  3 : Deux ce1 Iules voisines d'sge différent renfermant l'une un proplas- 
te (pp) et l'autre un chloroplaste différencié dont le système la- 
mellaire réduit parait en dégénérescence ( x  22 000). 

F ig .  4 : Détail de la Fig. 1 montrant un proplaste (pp) à 3 lobes ne pré- 
sentant que quelques crrêtes (Cr) (x 28 000) . 

Fig .  5 : Proplastes présentant des globules lipidiques (91) et/ou des vpsi- 
cules amylifères (va) et des crêtes peu développées (x 32 000). 

(L'échelle correspond à 1 Pm, sauf pour les Fig. 4 et 5 )  





Fig.  1 : Ce l lu le  isolée observée dans une suspension c e l l u l a i r e  de 2 j. 
Le cytoplasme t rabécula i re e s t  bien ddveloppé. On notera l 'ab- 
sence de leucoplastes amyliferes ( x  600 environ).  

Ffg. 2 A. Cet Iu les  provenant d'une suspension ce1 l u i a i r e  de 4g8 On remar- 
quera I 'absence de l eucop lastes amy ! i f ères dans l e  c i t o p  l asme p6r i -  
nucléaire e t  les travees de cytoplasme t raversant  les grandes va- 
cuoles hydrophiles (x  1 200 environ). 

Fig.  J?;$~el Iu les groupées par 4 dans une suspension ce1 l u l a i r e  de 6 j. On 
a 

notera l e  grand nombre de leucoplastes group&s autour des noyaux 
e t  le cytoplasme t rabécula i re important. Un fragment de paroi de 
ficelluie-mèrew ( f lèche)  rbun i t  2 c e l l u l e s  (x 500 environ), 

Fig.  4 : Cel lu les provenant d'une cu l tu re  de 10 j rhuniss par un fragment de 
paroi ( f lèche)  ( x  1 100 environ). 

f i g .  5 : Agrégat c e l l u l a i r e  pr6levé dans une cu l tu re  de 10 j. La d i spos i t l on  
des c e l l u l e s  es t  i r regu l iè re .  E l les  présentent encore du cytoplasme 
t rabécula i re mais poçs&dent t r è s  peu de leucoplastes ( x  250 environ 

Fig.  6 : Destruction par "desquamation" de l a  paroi  des c e l l u l e s  les p lus 
v i e i l l e s  provenant d'une cu l tu re  â96e de 14 j ( x  500 environ). 

F i  g. 7 : Agr&gat ce l l u l a  l r e  pré levé dans une c u l t u r e  de 14 j . On notera que 
les c e l l u l e s  sont toutes d6pourvues de cytoplasme t rabécula i re slt 
sirnultanthent de leucoplastes. Leur t a . i l l e  es t  var iab le : 8 c6tB 
des c e l l u l e s   nonn na le^'^, on trouve des c e l l u l e s  géantes t+) mesu- 
ran t  150-200 Pm ) ( x  120 environ). 

EQg. 8 : La presence de ce l u 1 es morte sein des agrbgats favor ise 
" 

leur  fractionnement e t  l ' appar i t ion  de ce1 Iu les  isolées ( x  4 00 
environ). 





PLANCHE X 

CeeeuRef, de Silene phé&vé~ dam une d ~ , o e m L o n  c & W e  culXLvée 

pendu& 4 j o w  à 25'C, en ~ ~ è r t e  covr;tinue [envhon 500 l u x )  

Fig.  1, 2 e t  3 : Cellules jeunes dont les noyaux ( N I  sont relativement régu- 
liers et entourés de très nombreux leucoplastes arnylifères (la) de 
taille variable. Chaque plaste contient 1-10 gr-ains d'amidon 
(Fig. 1 et 2 : x 3 800 - Fig. 3 : x 2 700). 

F ig .  4 : Ribosomes et réticulum endoplasmique (re) dans une partie du cyto- 
plasme pariétal (x 20 000). 

F iç .  5 : Plaque métaphasique, en vue équatoriale (x 2 800). 





PLANCHE X I  

C U a  de SARene ptélevéa dam une ~ w w e m i o n  c e R e m e  U v é e  

pendant 70 j o w  à 25'C, en h n i è t e  conLinue ( e n v h n  500 l u x )  

Fig.  1 e t  3 : Cytoplasme p é r i n u c l é a i r e  e t  t r a b é c u l a i r e  renfermant de nom- 
breuses mi tochondr ies (ml e t  quelques jeunes vacuoles ( v j )  de pe- 
t i t e  t a i l l e .  Remarquer l e  p e t i t  nombre de leucop las tes  amy l i f è res  
( l a )  e t  l a  forme i r r é g u l i è r e  du noyau (NI  ( x  6 500). 

F ig.  2 e t  4 : Zone de c o n t a c t  e n t r e  p l  us ieu rs  ce  l l u  l es. On remarque que l e s  
p a r o i s  ( p r l  pa ra i ssen t  moins denses que c e l l e s  des c e l l u l e s  âgées 
de 4 j .  Les mi tochondr ies ( m l  sont encore t r è s  abondantes ; par  
c o n t r e  l es  ieucop las tes  amy l i f è res  ( l a )  sant  beaucoup p l u s  r a r e s  
dans l e s  c e l l u l e s  de 10 j que dans c e l l e s  de 4 j (F ig .  2 : x 4 500 - 
F ig .  4 : x 8 000). 

( L ' é c h e l l e  correspond à 1 pm) 





C W e s  de SiLene y~hUevéa d a v ~  une bunpemion cauR&e c U v é e  

pinda& 74 joum à 2 5 O C ,  en Lwnièrre continue (envhon 500 L u )  

Fig. 1 : Noyau typique d'une cellule en phase de sénescence : i l  est forte- 
ment lobé et la chromatine est peu dense. Dans le cytoplasme péri- 
nucléaire, les organites sont rares ; les plastes arnylifères sont 
totalement absents. On y reconnait par contre des jeunes vacuoles 
(vj) de forme variée ( x  7 000). 

F i g .  2 : Zone de contact entre 3 cellules. Le cytoplasme pariétal, totale- 
ment dépourvu de leucoplastes renferme quelques mitochondries im) 
et des vacuoles de petite taille (vj) dont ceri.aines ne sont sépa- 
rées de la grande vacuole centrale que p a r  une très fine couche de 
cytoplesme. On remarquera l'épaisseur très variable aes parois 
( x  6 500). 

Fig. 3 : Dans des agrégats constitués de cellules âgées, les parois poly- 
holosidiques sont constituées dtune dizaine de strates qui Tendent 
à se séparer les unes des autres, ce qui facilite la dispersion des 
cellules ( x  4 000). 





PLANCHE X I  I I  

P W p a w c  & M u  de lu ditobe et anama&iu &es peus @equeYLtu. 

CeeûLeeb de Silcwe pnéeevlru danb des cuRtuRe.6 de 3 h 6 j 
e;t co&ol~tZeb d&n ta nréthude de FEULGEN. 

Fig. 1 - Noyaux qulescents. 

Ffg. 2 : Début de prophase. 

F39. 3 : Prophase pl us 

19. 5 : Plaque hquatoriale d'une ce1 Iule diplolde (Sn : 24 ) .  
h a ;  1 < 

Fig. 6,  7, 8, 10 : Plaque equatoriale de cellules polyplofdes (ou aneuploîdes) 

Fig. 9 : %but d'anaphase. 

p 
Fig. 11, 12, 14 : Anaphase avec chromos-s tralnardsa - 

FS g . 

Fig. 

Fia.  16 : T6loohase et fomtian de la ~sroi brimitlve. On rmraue 2 chro- 

Fig. 17 : Pont de chromatine entre 2 noyaux t8lophasiques. 

~ l o n  de 2 mlcronayaux dont Itun est r e l î 6  au noyau prfncfpat 





PLkNCHE X I V  

F ig .  1 : Lumière continue (500 lux) ; température : 10°C. Les cultures ren- 
ferment surtout des agrégats de petite taille (moins de 200 pm) 
consitutés de petites cellules toutes semblables. Les suspensions 
cellulaires sont très homogènes. 

Fig.  2 : Lumière continue (500 lux) ; température : 15OC. Les cultures ren- 
ferment des agrégats un peu plus importants formés soit de petites 
cellules toutes semblables, soit de cellules de taiiie différente. 

Fig. 3 : Lumière continue (500 lux) ; tempérôture : 2C°C. Les s us pensions 
cellulaires sont h&î-érogènes. Les açrégats dont la taille dépasse 
200 Urn sont les plus nombreux. Ils sont constitués de cellules de 
taille différente, certaines pouvant atteindre ou même dépasser 
150 pm. 

F ig .  4 : Lumiàre continue (500 lux) ; température 30°C. La culture est pres- 
que exclusivement constituée d'amas de cellules qui dépassent 500 Pm. 

F ig .  5 : A 24OC, en lumière continue intense ( 2  000 lux), les ce1 iules renfer- 
ment de nombreux leucoplastes arnylifères au 14ème jour de culture. 

Fig.  6 : A 25OC, à l'obscurité, les cellules sont totalement dépourvues de 
plastes amylifères. 
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(Coloration, Fig. 1 à 4 : réactif iodo-ioduré concentré ; Fig. 5 
et 6 : réactif iodo-ioduré dilué) 





PLANCHE XV 

CeeeuRe~ de SiXene culLivée~ pend& 14 j dam t e  nuXieu 

de LESCURE conXenant did@hevLteA doou de . o a c c h o s e  

Fig .  1 e t  2 -: Concentrat ion i n i t i a l e  du saccharose : 20 g. 1".  Les ce1 l u  l e s  
ne renferment  pas de leucoplastes amy l i f è res .  

F ig .  3 e t  4 : Concentrat ion i n i t i a  l e  du saccharose : 40 g. 1-l . On observe 
des leucoplastes a m y l i f è r e s  déposés autour  des noyaux dans l a  p lu -  
p a r t  des c e l l u l e s .  

F ig .  5 e t  6 : Concentrat ion i n i t i a l e  du saccharose : 60 9 . 1 ' ~ .  Les p l a s t e s  
a m y l i f è r e s  sont  rassemblés autour  des noyaux (F ig .  6) ou d ispersés 
dans tous  l e s  t e r r i t o i r e s  cytoplasmiques, mais avec une préférence 
pour l e  cytoplasme p é r i n u c l é a i r e  (F ig .  5 ) .  

Fig .  7 e t  8 : Concentrat ion i n i t i a l e  en saccharose : 80 g . l - l  (F ig .  7 )  e t  
100 CJ.I" ( F i g .  8 ) .  Le cytoplasme de l a  p l u p a r t  des c e l l u l e s  e s t  
rempl i  d'amidon. 

(Pour t o u t e s  les  f i g u r e s  de c e t t e  planche, l ' é c h e l l e  représente 50 p m l  





R E S U M E  

Notre t r a v a i l  a permis de préc iser  les modali tés de l a  c ro i s -  

sance de d i f f é r e n t s  t i s sus  de Carotte dont ce r ta ins  ont  déjà f a i t  l ' o b j e t  

de nombreuses recherches e t  de d é f i n i r  les condi t ions de c u l t u r e  e t  l es  

principaux paramètres de l a  croissance d'une suspension c e l l u l a i r e  de Si lène 

que nous avons isolée. 

En ce qui concerne les t i s sus  de Carotte, nous avons démontré 

que l a  lumière joue un r ô l e  important dans l a  régu la t ion de l a  croissance 

e t  dans l a  d i f f é renc ia t i on  des plastes. Les j ou rs  longs st imulent  l a  p r o l i -  

f é ra t i on  des colonies de l a  souche chlorophyl l ienne de GAUTHERET e t  inhibent 

c e l l e  des colonies de l a  souche caroténogène dlEICHENBERGER. Des rad ia t ions  

r e  l a t  i vement monochrornat i ques e t  peu énergétiques (envi ron 1500 ergs .cm-2. s-' 

agissent peu sur l a  croissance. Les rad ia t ions  bleues et ,  à un degré moindre, 

l es  rad ia t ions  vertes st imulent  l a  synthèse de l a  ch lorophy l le  e t  l a  d i f f é -  

renc la t ion  des chloroplastes dans les  t i s sus  de l a  souche chlorophyl l ienne. 

Par contre, l es  rad ia t ions  rouge c l a i r  inhibent l a  biosynthèse .des pigments 

ch lorophy l l iens e t  réduisent  ta maturat ion des p las tes dans ces t issus,  

En ce qui concerne les suspensions c e l l u l a i r e s  de Silène, nous 

avons analysé les pr incipaux facteurs physiologiques (densi té i n i t i a l e  des 

cu l tures,  âge des c e l l u l e s  de llinoculum), physiques (température, lumière, 

aérat ion e t  pH du m i l i e u  de cu l tu re ) ,  n u t r i t i o n n e l s  (carbone, azote) e t  

phytohormonaux cont rô lant  l a  croissance e t  nous avons d é f i n i  l es  condi t ions 

optimales de cu l t u re  en m i l i e u  l l qu i de  non renouvelé. Nous avons ensu i te  

déterminé l a  chronologie d'un ce r t a i n  nombre d'événements survenant au cours 

du cyc le  de croissance, notamment deux phases de synthèse d'ADN, la première 

à l a  3e heure, l a  seconde au 3e jou r  e t  deux phases de synthèse d'ARN, Le 

premier p i c  dlARN, à l a  6e heure, comporte une importante f r a c t i o n  d'ARN 

polydisperse r i che  en séquences polyadénylées dont ce r ta ins  pourraient  

coder pour une n i t r a t e  réductase, Le second p ic ,  p lus é ta l é  dans l e  temps 



(3e-4e j o u r )  renferme moins dlP,RN p o l y  ( A )  e t  davantage dfhRN r ibosomal,  

picus avons également su rv i  1 ' 6 v o l u t i o n  des a c t i v i t & s  auxine-oxydasique 

e t  peroxydasique e t  l a  r é p a r t i t i o n  des isoperoxydases au cours du c y c l e  

de c ro issance e t  en f o n c t i o n  des f a c t e u r s  auxino-mimétiques i n t r o d u i t s  

dans l e  m i  l ieu.  

Une r e l a t i o n  e n t r e  l e s  f o n c t i o n s  t h i o l s  e t  l a  cro issance a é t é  

mise en évidence dans l e s  t r o i s  types de c u l t u r e s  que nous avons é tud iés  : 

fragments de r a c i n e  de Caro t te ,  co lon ies  t i s s u l a i r e s  de d i f f e r e n t e s  souches 

de Caro t te  e t  suspensions c e l l u l a i r e s  de S i lène.  D'une manière générale, 

l e s  c e l l u l e s  qu i  p r o l i f è r e n t  act ivement présentent  une teneur en -SH p l u s  

importante e t  un rappor t  -SH / S-S p l  us élevé. 

Dans les  co lon ies  t i s s u l a i r e s  de Carotte, comme dans l e s  fragments 

de r a c i n e  i so lés ,  l e s  v a r i a t i o n s  de l a  teneur en -SH e t  c e l l e s  de l a  teneur 

en auxine endogBne sont  p a r a l l è l e s .  Par contre,  l ' a c t i v i t é  des peroxydases 

e t  des auxine-oxydases diminue lorsque l a  concen t ra t i on  des t h i o l s  so lub les  

augnien-te e t  réciproquement. I I  e s t  donc permis de penser que l e s  composés 

s u l f h y d r i l é s  ac idoso luh les  p a r t i c i p e n t  au c o n t r ô l e  de l a  cro issance de ces 

t i s s u s  en ag issan t  s u r  l e  catabol isme auxin ique.  

Pour l e s  t i s s u s  de Caro t te ,  i l  e s t  d i f f i c i l e  d ' é t a b l i r  s i  l e s  

-SH p a r t i c i p e n t  de façon p l u s  'spéci f ique a u x ' p r ~ c e s s u s  de mérésis ou 

d'auxésis, ou b ien  s ' i l s  i n t e r v i e n n e n t  dans l e s  deux. Par contre,  dans l e s  

suspensions ce1 l u l a i r e s  de S i l è n e  que nous avons pu synchroniser  p a r t i e l l e -  

ment, i l  e s t  p o s s i b l e  de séparer  l e s  phases de multiplication e t  de ç rand is -  

sement des c e l l u l e s .  I I  e s t  c l a i r  que l e s  v a r i a t i o n s  des -SH acidosolu-  

b les  sont  t o u j o u r s  en r e l a t i o n  avec l e s  vagues de mi toses : une augmenta- 

t i o n  de l a  tenedr  en -SH précède chaque p i c  de synchronisat ion,  t a n d i s  

que l a  teneur  en t h i o l s  s o l u b l e s  diminue pendant l a  pér iode au cours 

de laque1 l e  l es  c e l l u l e s  augmentent de t a i l l e .  Les v a r i a t i o n s  des -SH 

oro té iques sont  moins spéc i f i ques  : e l l e s  r e f l è t e n t  davantage 1 ' a c t i v i t é  

du métabolisme général e t  notamment l e s  v a r i a t i o n s  de l ' i n t e n s i t é  de l a  

protéogenèse e t  de l a  r e s p i r a t i o n ,  Le degré de synchron isa t ion  des c e l -  

l u l e s  de S i l ène  ( e t  des suspensions ce1 l u l a i r e s  en gén6ra l )  e s t  t o u t e f o i s  

i n s u f f i s a n t  pour s u i v r e  l e s  v a r i a t i o n s  des -SH au cours  de l a  mitose, 

ccmme RA?I(IN\IF e t  V A Z I A  e t  ses c o l l a b o r a t e u r s  I 1 o n i  f a i t  avec des oeufs 

dlOtirsin en d i v i s i o n ,  



Bien que les composés sulfhydrilés soient susceptibles d'inter- 

venir dans de nombreux mécanismes physiologiques, l'analyse des -SH 

acidosolubles constitue un excellent critère de croissance, Son utilisa- 

tion est d'autant plus judicieuse que le matériel blologlque utilisé est 

plus simple : c'est le cas des tissus isolés et des suspensions ce+lulai- 

res qui ne manifestent pas de propriétés organogènes. 


