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ABREVIATIONS UTILISEES

ADN :  Acide désoxyribonucléique
AIA : Acide indolyl-acétique
APC :  Acide perchlorique

A RN :  Acide ribonucléique

A R Nm - . Acide ribonucléique messager
A.S. :  Activité sp2cifique

° ¢ : degré centigrade

°c : degré Celsius
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c.p.m. : coups par minute

C 580, :  sulfate de césium

D Nase : Desox&ribonucléase

D.O. : Densité optique

EDTA : Ethyléne diamine tétracétate de sodium
g. :  Accélération due 3 la pesanteur
KCN : Cyanure de potassium

Kin, :  Kinétine

nm :  Nanométre

R Nase :  Ribonucléase

S :  Unité Svedberg

s .D.S. : Secdium dodecylsulfate

tr.min. : Tour par minute

v/v : Volume/volume.



INTRODUCTIORN

Toutes les cellules d'un végétal possédent en principe 1l'Bqui-
pement génétique nécessaire 3 la reconstitution de la plante entiére
mais de multiples corrélations peuvent empécher l'expression anarchi-
que des potentialités du génome et, au cours du développement, une

séquence ordonnée de l'organogenése s'établit.

Sous l'action de divers stimulus, comme par exemple 1l'inter—-
ruption de corrélations entre les organes, des cellules différenciées
sont capables d'exprimer des potentialités jusqu'alors réprimées.

Dans ce contexte, la méthode de culture "in vitro" des tissus, gréce
d la rigueur de ses conditions expérimentales, peut &tre utilisée

avec profit pour suivre les transformations subies par les cellules.

L'étude de la néoformastion,spontanée ou non,de bourgeons
v 8gétatifs peut alors &tre un moyen favorable pour préciser nos con-
naissances sur les séquences qui ménent d'une cellule gquiescente 3 une
s tructure organisée. C'est dans cet esprit que nous avons abordé

ce travail.



HISTORIQUE

fn raison de leur intérét tant pratique que fondsmental, les
phénoménes de régénération ont donné lieu & de trés nombrauses publi-~
cations. Il est néenmoins possible de les grouper en fonction de leur
centre d'intérét, en études morphogénétiques, histologiques et biochimi-
ques.

Nous rappellerons donc les faits essentiels les mieux &tablis,

et les principales interprétations auxquelles ils ont donné lieu.

1) Les &tudes physiologiques

Lez menifestations callogénes ou organogénes des cultures
de tissus peuvent &tre spontanées ou provoquées par des substances
stimulantes. D&s 1939, WHITE signale que le fait de cultiver des

tissus tumoraux de l'hybride de Nicotiana glauca x N.langsdorfii

en milieu liquide provoque la néoformation des hourgeons. De 1940
a 1942, GAUTHERET montre que des fragments de tissus d'Orme, de
Peuplier et de Sureau donnent des bourgeons et que si ces néoformations
ont lieu en présence de faibles concentrations d'auxine, elles sont
inhibées par les fortes concentrations.

A partir de ces travaux, SKOOG et ses collaborateurs ont
abordé le probléme e la.régulation des phénoménes de morphogenése.
En 1948, SKOOG et TSUI pensent qu'il s'agit d'vn contrdle chimique

et mettent en évidence 1l'effet stimulateur de 1l'adénine. Peu aprés,

MILLER et Coll. (1956) découvrent un dérivé de 1'adénine, la 6-fur-



furylaminopurine, & laquelle ils-donnent le nom de kinétine.

SKOOG et MILLER (1957) en expérimentant sur les tissus
de Tabac émettent alors l'hypothése d'un conthle hormonal de la mul-
tiplication cellulaire et de la formation des orgenes ; le rapport
cytokinine/auxine orieutant la néoformation, soit vers la formation

de racines, soit vers celle de bourgeons.

Depuis, le régulation de l'organogendse a suscité de
nomtreuses recherches efféctuées sur des tissus trés variés. L'éction
de substances tris diverses, de différents extraits de tissus vé-
gétaux et de liquides biologiques a été étudiée. Une vve d'ensem-
ble de leurs effets a donné lieu 3 de nombreuses mises au point
(PREVOT, 1939 ; GAUTHERET, 19'59,1965 ;. CHAMPAGYAT,1961 ; NITGCH,
1967 ; BUTENKO, 1968 ; SKOOG, 1970 ; BIGOT, 1977 HﬁNAULT, 1973,
1974 ,1975 ; TRAN TEANY VAN, 1977 ; THORPE, 1978 a, b). Bien que le
mode d'action des substances utilisées soit souvent mal comnu, on sait
néanmoins orienter le développement des tissus vers une organogendse ra-
cinaire ou caulinaire, ou le limiter & une simple prolifération cellulai-
re. De plus, bien qu'il ne soit pas possible de généraliser 1'hypothése
Ade SKOOG et MILLER sur la régulation des phénomenes d‘orgahogenése
par un équilibre auxine-kinétipe,elle est souvént vérifide et
présente 1'avantage d'expliquer, de manidre simple, les potentialités
des tissus par'des gradients d'hormones endogénes.

Sous cet aspect, les tissus 4'Endive réagissent comme

les tissus de Tabac utilisés par SKOOG et ses collaborateurs. Les



fragments de racine 4'Endive sont 4'ailleurs connus depuis longtemps
pour leur capacité 3 produire spontanément des bourgeons (GAUTHERET,
1941, 1959 ; VASIL et HILDEBRANDT, 1966 ; GWOZDZ et SZWEYKOWSKA,196Ts
1969b) .Des travaux ont montré (WARMKE et WARMKE, 1950) que la régéhéra—
tion d'organes est sous la d3pendance de la teneur en auxine endogeéne
des tissus. Avec la mise en évidence des cytokinines dans les tissus

‘ d'Endive (VARDJAN et NISTCH, 1961), il est apparu que les phénomenes

d 'organogenése sont sous la dépendance d'un &guilibre auxine-cytokini-

ne (GWOZDZ et SZWEYKOWSKA, 1967).

La formation des bourgeons ne peuti tnutefois pas se ramener
3 ce seul 8quilibre ; d'autres facteurs peuvent modifier 1.'efficacité
des hormones; par exemple, les conditions lumineuses (BOURIQUET, 1966;
LEGRAND, 197h),les éléments minéraux (GWOZDZ et SZWEYKOWSKA,1969b),
les sucres (GWOZDZ et SZWEYKOWSKA,1969a; LEFEBVRE, 1977), 1l'acide
gibbérellique (BESEMER et Coll., 1969 ; VASSEUR, 1978) ou iL'éthyléne
(LEFEBVRE, 1977). Le bourgeonnement serait donc davantage le résultat
d 'interactions complexes entre les facteurs endogdnes et exogénes,
stimulants ou inhibiteurs.

De plus, le moment d'application de ces différents facteurs
joue un rdle important. Ainsi, la prolifération des tissus de moelle
de Tabac exige la présence d'une cytokinine et ¢'une auxine mais
les deux substances ne sont pas indispensables pendant toute la
culture. Les cytokinines ne sont utiles dans le milieu de culture que

pendant 1 ou 2 jours, l'auxine, par contre, doit &tre présente conti-



nuellement ; ia séquence inverse ne produit qu'une croissance faible
(NITSCH et BUI DANG HA, 1967 ; NITSCH et LANCE-NOUGAREDE, 1967T).

Ces auteurs pensent qu'au moment de l'activatinn de génes,provoquée

par le prélévement des explantats, une cytokinine serait indispensable
pour "conditionner" les tissus et les rendre capables de se diviser.
L'action des cytokinines sur la division cellulaire avait d'ailleurs
déja été soulignée (PATAU et Coll., 1957 ; OLSZEWSKA, 1959) ; cette
substance agirait au niveau de 1'ADN(NITSCH, 1967) et entrainerait

une activation de synthéses nucléolaires ('OLSZEWSKA,1959 ; NITSCH,

1967 ; GIFFORD et NITSCH, 1969) puis la production d'ARN de
transfert ainsi que des ribosomes nécessaires aux synthéses protéiques.
L'auxine interviendrait alors dans cette de;niére phase car elle
produit souvent une forte augmentatidn de 1'ARN ribosomel, €e qui
suggére que la régulation hormonale se déroule par &tapes successives
et s'oriente sous l'effet de substances varifes au cours des différents
stades du développement. Toutefois, si l'ordre dans lequel les substances
hormonales interviennent est important, les résultats varient avec

la nature des tissus, leur origine , leur é&tat physiologique ainsi

que leurs conditions de culture. Les régulateurs de croissance doivent
donc &tre appliqués aux cellules, non seulement & la bonne concentration,
mais aussi dans un ordre convenable, au moment approprié et dans des
conditions de culture précises. Selon SKOOG (1970), ces substances
agiraient en modulant l'expression des génes d€réprimés lors de
l'excision des explantats , en permettant l'orientation du métabolisme
dans une voie plutdt que dans une autre, sans affecter la nature mais

-

seulement l'équilibre des produits formés.



En fait, si l'on accepte 1l'idée de la totipotence des
cellules végétales, on peut se demander pourquoi certaines espéces
ne produisent jamais d'orgenes "in vitro" ; cela -est sans doute
dfi su fait que toutes les conditions n'ont pas &t€ réunies. et cela
montre que le mécanisme de la régulation des phénoménes d'organogenése

au nivean cellulalire est insuffisamment connu.

2) Les études histologiques

L'excision d'un fragment d'organe, puis sa mise en culture,
entralnent de nombreuses modifications daﬁs 1'activité cellulaire ,
décelables au niveéu ultrastructural. Ces remaniements font partie
d'un ensemble qui aboutit & la division cellulaire et, dans certains
cas, 4 la formation d'organes.

L'examen histologique des tissus et l'utilisation de techniques
histochimiques permettent de distinguer les étapes caractéristiques
de la différenciation organogéne. Quels que soient les tissus
utilisés, tous les travaux montrent une mise en place rapide
de la division cellulaire, puis la formation d'ildts méristéma-

. s e . s afsa .
tiques de type primairegceci a &té décrit :

- dans le cas de la caulogenése,chez:Begonia hiemalis

(MIKKELSEN et SINK, 1978), Begonia rex (BIGOT,1971 ; CHLYAHet TRAN

THANH VAN, 1975), Nicotiana tabacum (THORPE et MURASHIGE, 1970 ; MAEDA

et THORPE, 1979), Oryza sativa (NAKANO et MAEDA, 1979), Peperomia




grisec-argentea (BIGOT et BRULFERT, 1968), Petunia inflata (HANDRO

et Coll., 1973) =t Pseudotsuza menziesii (\CHEAH et CHENG, 1978)

- dans le cas de la rhizogenése , chez:Azukia angularis

(MITSUHASHI et Coll., 1978), Larix sp. (JOHN, 1978) Petunia inflata

(HANDRO et Coll., 1973), Phaseolus aurea (BLAZICH et HEUSER, 1979)

Phaseolus vulgaris (OPPENCORTH, 1978) et FPinus radiata (SMITH et

THORPE, 1975)

-~ dans le cas de l'organogenése florale.chez:Nicotiana -

tubacum (AGHION-PRAT, 1965 ; DIEN et TPAN THANF VAN, 1974).

La formation des bourgeons passe donc par des étapes
successives ; tout d'abord on note,avant la mitose ,des modifications
intraceliulaires ; en particulier, les nucléoles enflent, se
vacuolisent, et leur nombre pax'noyau diminue. Ces observations ont
été faites sur divers tissus (GIFFORD et NITSCH, 1969 ; BIGOT, 1971 ;
VASIL, 1973 ; TRAN THANH VAN et DIEN, 1975 ; WILLIAMS et JORDANW, 1980).
Puis, survient une division a2ssez générale des cellules, parmi
1 esquelles certaines se dédifférencient. BUVAT (1945, 1948) a &té
le premier 3 &tudier en détail, sur des tissus d'Endive et de Carotte, ce
phénoméne de dédifférenciation. Il décrit les modifications cytologiques
subies par la cellule et plus particuliérement par son noyau. Il obser-
ve en effet des groupes de petites cellules au cytoplasme dense et

au noyau volumineux a forte colorabilité, qui se distinguent ainsi



aisément des cellules environnentes. Ces cellules forment ensuite
un amas compact qui dans le cas d'un fubtur bourgeon, pourra différen-
cier une assise épidermique et des &bauches foliaires.

Toutes les &tudes histologiques concernant l'origine
des bourgeons révélent que si le processus de formation reste le
méme, la localisation varie en fonction de l'espdce considérée. Les
bourgeons peuvent provenir de différents types de tissus et s'y
former superficiellement ou en profcndeur. Dans le cas de Cichorium
intybus, BUVAT (1945) puis CAMUS (1949) ont mentré que les bourgeons
dtaient formés superficiellement mais pouvaient €galement avoir une
origine plus profonde, en particulier au niveau du cambium, des cellu-
les périvasculaires et méme parfois du phloéme. Des observations

similaires ont 3té faites ensuite par STERLING (1951) chez le Tabac.

De maniére générale, les bourgeons résultent de la divi-
sion accrue d'un petit groupe de cellules. Toutefois, ils provien
nent quelquefois d'une seule grande cellule du phloéme qui a subi un

recloisonnement (BUVAT, 1945).

Dans certains cas, les organes peuvent se former & partir
de tissus ou de cellules "eibles" prédéterminées et aptes i produire
une réaction orgasnogéne immédiate aprés un retour & un état dédifféren-
cié. Il en est ainsi, par exemple, 3 partir de la cellule basale des
poils glanduleux de Begonia rex (BIGOT, 1971, 1976) ou des tissus

épidermiques ou sous-épidermiques chez Nautilocalyx lynchei (TRAN

THANH VAN et DRIRA, 1971 ; HA ©NGOC et TRAN THANH VAN, 1979)



et Torenia fournieri (CHLYAH , 197h4).

L'utilisation du microscope électronique a permis ensuite
de préciser les transformations de la structure cellulaire. Les résul-
tats obtenus montrent essentiellement que la variation de la propor-
tion des régions granulaire et fibrillaire du noyau, l'apparition d'une
zone claire i l'intérieur du nucléole, la dispersion de la chromatine,
la formation de polyribosomes dans le cytoplasme et l'altération
de la morphologie des mitochondries traduisent une activité intense
(GIFFORD et NITSCH, 1969 ; ROSE et SETTERFIELD, 1971 ; VASIL, 1973 ;
J ALOUZOT, 1976 ; DELTOUR et Coll., 1979). De nombreuses hypothdses
ont &té émisessur le rdle joué par la vacuole nucléclaire .Elle
interviendrait selon de BARSY et Coll. (19Th), BYRNE et SETTERFIELD
(1977) et MORENO-DIAZ DE LA ESPINA et Coll. (1980) dans le trans-—
port de certaines substances du nucléole et plus précisément de
certains ARN. La plupart des auteurs acceptent cependant 1'idée
d'une corrélation entre les modifications de l'aspect ultrastructural
du nucléole, sa vacuolisation et la synthése 4'ARN. L'emploi de tra-
ceurs radicactifs a rendu possible la localisation de sites de synthéses
cellulaires et les études dynamiques. L'autoradiographie aprés incor-
poration d'uridine tritiée a montré qu'effectivement les cellules
activées sont le sidge d'une synth3se importante d'ARN (de BARSY
et Coll., 1974 ; BYRNE et SETTERFIELD, 1977). D'autre part, l'utili-
sation de thymidine tritiée a permis & BIGOT (1971) de mettre en

évidence le rdle privilégié joué par la cellule basale du poil
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glanduleux de Begonia rex et d PATAU et Coll. (1957),38 NITSCH (1967)

chez Nicotiana tabacum ainsi qu'a JALOUZOT (1976) chez Cicer arietinum

de montrer que le traumatisme dfi & 1l'excision provoguait une modifica-

tion de l'activité nucléaire,ce qui se traduit par une incorporation
importante du traceur dans les noyaux donc par une syanthése active
d'ADN.

Ces travaux sur la localisation tissulaire des synthéses
d'ADN, la détermination cinétique des divisions cellulaires (DIEN et
TRAN THANH VAN, 1974 ; BROSSARD, 1975 ; TRAN THANH VAN et DIEN, 1975 ;
CHLYAH, 1978) et la mise en évidence de la compartimentation de la
synthése d'ARN (de BARSY et Coll., 19Tk ; BYRNE et SETTERFIELD, 1977 ;
COHEN et CROTTY, 1979 ; SHININGER, 1980) apportent donc de nombreuses

précisions sur la régulation de l'expression génique.

3) Les études biochimigues

Des travaux réalisés sur des matériels trés divers ont
permis de décrire les événements cellulaires et moléqulaires qui
surviennent lors de la stimulation du métabolisme,provoquée par
l'excision et la mise en culture, que les tissus présentent d'ailleurs
ultérieurement ou non des phénoménes d'organogenése. On observe
une augmentation de la respiration (LEAVER et KEY, 1967 ; THORPE
et MEIER , 1972 ; KING et CHAPMAN, 1973), de la quantité 4'ATP
(THORPE,1978a) ;des taux d'ADN, d'ARN et de protéines (GUILLOT,

1966 ; YEOMAN et AITCHISON, 1973 ; WATANABE et IMASEKI, 1973 ;
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1976 ; BCUNIOLS, 1977 ; BYRNE et SETTERFIELD, 1977 ; OPPENOORTH , 1979
OBA et Coll., 1978), de la formation des polysomes (LEAVER et KEY,

1967 ; YEOMAN et AITCHISON, 1973 ; JALOUZOT, 1976) ou encore une
activation de divers systémes enzymatiques comme les peroxydases

( LEGRAND et VASSEUR, 1972 ; BROSSARD, 1975 ; GASPAR et Coll. , 1977 ;
TANAKA et URITANI, 1977 ; THORPE et Coll., 1978 ; NAKANISEI, 1979),

les invertases (MATSUSHITA et URITANI, 1974 ; TANAKA et URITANI, 1979)
et les enzymes associfesd la synthése de polyphénols (TANAKA et URITANI,

1977) ou A'ADN (WATANABE et IMASEKI, 1977 a et b).

Quelques chercheurs se scnt intéressés plus particu- \l~,

i
J

1 idrement 3 suivre 1'évolution des acides nucléiques et des proté€ines
lors du passage de cellules de 1'état quiescent & un état activé.
Ainsi, LACHARME et STEIMAN (1970) décrivent, aprés le repiquage de

tissus de Daucus carota et avant la premiére division, les processus

de formation et de dégradation de 1'ARN qui précédent de gquelques
heures les modifications métaboliques de 1'ADN. De méme, sur des

f ragments d'hypocotyles issus de la germination de graines de

Cicer arietinum, JALOUZOT (1971) observe des faits similaires, c'est-a-
d ire dans un ordre chronologique, la synthése d'ARN, de protéines
puis d'ADN, elle-méme suivie du déclenchement des mitoses. Plus récem—

ment, a partir de protoplastes de Niccoctiana tabacum, GIGOT et Coll.

(1977) ont montré gu'une synthése 4'ARN et de protéines accompagnaient

é galement le phénoméne de dédifférenciation.
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D'autre part, des synthéses d'acides nucléiques ont pu €tre

associées au processus de différenciation, par exemple lors de la

f ormation de racines chez Lycopersicum esculentum (GUILLOT, 1966),
de bourgeons par des fragmenfs de feuilles étiolées de Cichorium
intybus (VASSEUR, 1978), d'embryons dans les suspensions cellulaires

d e Daucus carota (SENGUPTA et RAGHAVAN, 1980) et lors de la germination

chez Zea mays (VAN DE WALLE et Coll., 1976) et Raphanus sativus

(ASPART et Coll., 1980 ; DELSENY, 197T). En outre, en utilisant des

cultures de cotylédons de Pseudotsuga menziesii ,HASEGAWA et Coll.

(1979) puis YASUDA et Coll. (1980) ont trouvé que les tissus producteurs
ae bourgeons synthétisent des protéines de faible poids |
moléculaire. Selon ces chercheurs, ce_serait l'événement biochimique
le plus précoce susceptible d'&tre associé d la différenciation de
bourgeons.

Dans certains cas, il a été montré que les tout premiers
&vénements détectables avant la duplication de 1'ADN:consistent en
des synthéses de différentes classes d'ARN puis de protéines ; leur

analyse permettant de mieux comprendre la séquence de réactivation.

De telles études ont permis de détecter la formation 4'ARN de haut
poids moléculaire puis d'ARN riboscmaux et solubles au cours des pre-

miéres heures de la culture de tissus de Daucus carota (LACHARME

et STEIMAN, 1970) ainsi que l'existence précoce d'une synthése d'ARN
messager suivie de la production massive 4'ARN ribosomsux lors des

premidres étapes de la dédifférenciation des cellules de moelle



.~13-.

de Tabaz (PARENTI et Coll., 1977). Par ailleurs, JALCUZOT (1976) a

observé, chez Cicer arietinum, des synthéses successives d'ARN &

caractdre messager, 4'ARN ribosomsux puis de protéines nucléaires

non histoniques, elles-mémes suivies d'une stimulation de classes

plus larges de protéines. De méme, SATO et Coll. (1978, 1980) signa-
lent la formation trés précoce d'ARN polyadényléssuivie de la production
d'ARN ribosomaux en —réponse 3 l'excision de fragments de Solanum
tuberosum.

Tout ceci indiyue que les ARN et les protéines totales
nouvellement synthétisés correspondent en fait & des synthéses
sucéessives de différentes classes de molécules, qui constituent
une succession d'événements caractéristiques de l'activation.

Certains travaux ont cependant montré que le premier &vénement
moléeulaire détectable immédiatement aprés le bouleversement de
1'activitd métabolique des cellules était une synthése d'ADN.

Une telle synthése trés précoce a &té mise en évidence aprés une modi-
fication de l'environnement des cellules par blessure (NITSCH, 1967 ;
KUPILA et THERMAN, 1971 ; SIMARD, 1971 ; JALOUZOT, 1976 ; BROECKAERT
et VAN PARIJS,1978) ou par traitement hormonal (DELSENY, 1977). Selon
GUILLE et Coll. (1968) ée serait un ADN satellite riche en G + C

qui pourrait codar pour la synthése des ARN ribosomaux cytoplasmiques.
Les avis semblent cepéndant assez partagés car si JALOUZOT (1976)

et HASE et Coll. (1979) suggérent la duplication de régions localisées du

g énome, sans toutefois pouvoir &tablir leur rdle, DELSENY (1977)
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¢
propose la possibilité d'une contamination bactérienne.

En ce qgui concerne ces problémes de dédifférenciation et
d'érganogenése, la majeure partie des observations constitue néan-
moins un ensemble assez hétéroclite de résultats obtenus i partir
de matériels divers. Il n'est donc pas possible de proposer une
interprétation générale satisfaisante.

Les méthodes que nous avons employées ne différent pas
f ondementalement de celles de nos prédécesseurs mails nous les
avons utilisées sur le mé€me matériel biologique et nous avons pris
soin de décrire précisément les é&vénements histologigues et cytolo-

giques avant d'entreprendre une investigation biochimique.

Nous avons abordé, dans le cadre de ce travail, un probléme
morphologique précis : la caulogendse. Apr@s avoir décrit le matériel
biologique et les techniques expérimentales utilisées, nous précisons
les conditions favorables & la formation des bourgeons et déterminons
ensuite les modifications histologiques gui accompagnent 1'apparition
de ces bourgeons. Il est alors possible d'essayer de définir au nivesu
cellulaire et moléculaire, au moyen de techniques histoautoradiogra-
phigques et d'analyses biochimiques, les &vEnements qui accompagnent
l'entrée en mitose des cellules et l'orientation de leur différencia-—

tion vers la formation de bourgeons.
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I TECHNIGQUES

A) MATERIEL VEGETAL ET REALISATION DES CULTURES

Le présent travail a été réalisé sur des racines tubéri-

sées d'Endive (Cichorium intybus L. var. Witloof) conservées & la

température de 4L9C, en sachets plastiques.

Les racines sont désinfectées dans ‘une solution d'hypochlo-
rite de caleium 3 1h0gdf4,pendant 25min.,puis rincées par 3 bains
successifs dans de l'eau stérile. Des explantats de 6 mm de diamétre
et de 2 mm d'épaisseur sont alors prélevés,d l'aide d'un trocart,
selon la technique de MARGARA et Coll. (1966) préconisée par LEFEBVRE
(197T7). Nous n'avons utilisé que la partie médiane de la racine,
éliminant la pointe et le collet,afin d'éviter les variations dues
au gradient d'hormones endogénes (WARMKE -et WARMKE, 1950 ; VARDJAN
et NITSCH, 1961).

Aprés leur prélévement, les explantats sont placés
horizontalement sur un milieu nutritif contenu dans des fioles de
Fourneau. Ce milieu qui comprend les macro- et microéléments de la
solution de HELLER (1953), éventuellement additionné& de glucose,est
so0lidifié par de la gélose (6%°/o50), puls stérilisé par autoclavage
d 110°C pendant 25 min..Aprés ensemencement, les tissus sont placés

durant 30 jours dans une pidce maintenue 3 24° et éclairée en permanence.



- 16 -

B) TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

L'étude des tissus a été réalise au microscope photonigue

selon les techniques décrites par LANGERON (19L49).

1) Préparation des coupes

Les fragments de racines sont fixés pendant 24 h dans un
mélange F.A.A. (formaldéhyde ; acide acétique, &thanol 3 95°c ;
10/5/85 V/v), Les 30 premidres minutes du traitement sont effectﬁées
sous vide, afin de permettre une mei}leure pénétration du fixeteur.
Les explantats sont ensuite rinc€s pendant 24 h & l'eau courante
et subissent une deshydratation par des bains successifs d'éthanol
et de xylénejavant d'€tre inclus dans de la paraffine. Ils sont
finalement débités en coupe de 10 ym d'épaisseur qui seront dépara-

ffinées avant de subir les différentes colorations.

2) Colorations

Ces colorations ont pour but essentiel la mise en &vidence
des acides nucldiques. Nous avons utilisé

- la coloration de Feulgem (LISON, 1960) pour la mise en
évidence des zones & activité mitotique intense (hydrclyse i2min, colo-
ration 24 h, ADN coloré en rouge).

-~ le mélange pyronine~vert de méthyle (BRACHET, 1953) pour
mettre én évidence les zones riches en ARN (coloration : 3 h, ARN

coloré en rose, ADN coloré en bleu).
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-~ la double coloration safranine-fast green pour les observa-
tions histologiques.
(cafranine : 4 h, fast green 4min.,ADN coloré en rouge, paroi et

cytoplasme colorés en vert,paroi lignitiée colorée en rouge).
b

C) TECHNIQUES HISTOAUTORADIOGRAPHIQUES

Aprés des temps variables de culture, les éxplantats sont
mis 4 incuber , 3 24°C et 3 la lumidre, dans un milieu nutritif liquide
constamment agité, contenant le précurseur tritié et éventuellement

guelques gouttes de tween pour faciliter l'incorporation.

Des essals préalables ont été& effectués afin de déterminer
le temps d'incubation permettant une incorporation satisfaisante ,

éccompagnée d'un bruit de fond relativement peu important.

Pour analyser 1'ARN, nous avons incubé les tissus pendant
2 h en présence d'uridine—-H (réf. TM4 85 B 3AS.: 25mCi,me1)
2 la concentration de ZDPCi.ml-E cette incubation est suivie
d'une chasse de 15 min, par l'uridine non radiocactive & 10 mg.l°1.
Quelques lames témoins subissent'un traitement de contrdle par
une solution d'acide perchlorique a& 1 % pendant 18 h & L°C
afin 4'éliminer 1'ARN. .

Pour 1'ADN, nous avons choisi deux temps d'incubatioﬁ,

2 h ou 6 h, en présence de thymidine-3H (ré&f. TMM 79 B3A.Se:25mCimM 1)

i la concentration de 20 pci.ml’1:
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Pour les protéines, le temps d'incubation est de 2 h en
présence de leucine-3H (réf. TMM 117 A ;A.S:1 CimM V)3 la
concentration de 20 pCiﬂﬂf1.

Quel que soit le précurseur utilisé, aprés un lavage &
l'eau courante, les fragments sont fixés par le mélange F.A.A.,
rincés, deshydratés et inclus dans de la paraffine. Les coupes de
10pm d'épaisseur sont collées sur des lames gélatinges.

Aprés le déparaffinage, les coupes de tissus contenant
de la thymidine tritifée sont trait€es par une solution d'acide
perchlorigue 3 1 % pendant 20min.3 4°C, afin d'extraire les nucléotides
solubles.

Les lames sont ensuite recouvertes, a4 l'obscurité, par
de l'émulsion photogranhiqué(ILFORD KS) dilufe de moitié. Aprés
une exposition de 4 3 6 jours, elles sont passées dans le révéla-
teur (KODAK D19 b), fixées par une solution de thiosulfate de
sodium & 30 % et colorées pendant 2min.dans le bleu d'azur B &

0,1 %.

Sur les autoradiogrammes obtenus d l'aide de la thymidine—3H,
nous avons dénombré les noyaux marqués sur une surface déterminée
et nous avons comparé les valeurs obtenues i différents stades
de la culture. Mais, d'une maniére gfnérale, nous n'avons utilisé
1l'histoautoradicgraphie que pour préciser qualitativement les résul-

tats des analyses biochimiques.
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D) TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

Les variations du métabolisme des acides nucléiques et
des protéines au cours de la culture sont &tudiées & l'aide de
marquages isotopiques,suivis de l'extraction et du dosage de ces

macromolécules.

1) Marguages isotopiques

a) incorporation de précurseurs radioactifs

Les tissus, enviror 25 fragments, prélevés apr3s des
temps variables de culture, sont mis & incuber 3 24°C et i la lumiére
dans le milieu nutritif agité, contenant un des précurseurs radio-
actifs suivants :

- Thy'midine-3H (réf. T™MM 79 B ; A.S.25 mCi.m{ ') 3 la
concentration de 12,5 pci.ml—1.

- Uridine—3H (réf. TMM 85 B ; A.S. : 25 mCimM )3 1la
concentration de 12,5 pcidm1“1.

- Uridine-1hC (réf. CMM 213 ; A.S. : 57,8mCixwf1)§ la
concentration de 3 pCLml".

- Leucine-JH (z&f. T™MM 117 A ; A.S. : 1 CimM~1)3 1a
concentration de 12,5 pCiml™'.

Les tissus traités sont ensuite rincés & l'eau, afin

d'éliminer l'excés de précurseur radioactif, puis congelés i l'azote

liquide.
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L'incorporation des précurseurs radioactifs pouvant €tre modifiée
par une perméabilité variable des cellules au cours de la culture,
nous avons vérifié que les valeurs exprimées ne sont pas modifides

par l'activité du pool des composés acido-solubles.

b) Mesure de la radicactivité

La radiocactivité est évaluée & l'aide d'un compteur i scintil-
lation liquide (Intertechnique "ABAC"-SL 4C) sur des parties aliquotes
de 0,2 3 1 ml, prélevées i partir des solutions d'acides nucléiques
et de protéines, auxquelles on ajoute de 2 & 8 ml d'un mélange de

scintillation (Aqua Luma - Sociét& Lumac).

2) Extraction des acides nucléiques totaux e%t des protéines

Les tissus congelés sont btroyés dans l'azote liguide jusqu'd
l'obtention d'une poudre, Des lots de 2 g subissent & L°C une premiére
préparation en vue de l'extraction proprement ditev(Fig. 1).

La seconde opération permet d'extraire, puis de séparer les
acides nucléiques et les protéines. Cette &tape peut &tre réalisée
selon trois procddés différents qu'il est difficile de choisir & priori,
car la validitd des résultats dépend essentiellement des tissus utilisés.
Une analyse comparative (BLONDEL, 1979) nous a amenéed retenir la
méthode de SCHNEIDER (Fig. 2) qui, per hydrolyse au moyen d'acide

perchlorique 3 chaud , 1ibére de 1'ADN et de 1'ARN.

3) Méthodes de mesure des constituants biochimiques

e e i U ey e s Kb et e S i o i e 2oy s et 0 i s e

La densité optique est mesurée 3 la longueur d'onde de 260 nm sur un
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spectrophotondtre différentiel (LERES SL 40). Une unité de densité
optique mesurée dans ces conditions au moyen d'une cuve de 1 cm

. . P . . . '_1 .
de trajet lumineux, représente l'équivalent de Lo nel d.'acides

ribonucléiques. -

b) Jdosage de 1'ADN 3 la diphénylamine

L'ADN est dosé selon la méthode de BURTON (1956). Le réactif

se compose de !

- Ac8taldehyde puriss & 2 % dans l'eau (1 ml)

- 1,5 g de diphénylamine dans {OO ml d'acide acétique
additionné de 1,5 ml d'acide sulfurique (200 ml).
A 2 ml de ce réactif, on ajoute 1 ml de la solution & doser et on lais-
se la coloration s'établir pendant 20 h % 30°C et & l'obscurité.

L'intensité de la coloration est alors déterminée au spectro-

photométre i 600 nm. L'étalonnage est effectué 2 1l'aide d'un ADN

commercial (ADN de thymus de veau).

c) dosage des protéines_

Les protéines sont dosées selon la technigue de LOWRY et

Coll. (1951) telle qu'elle a &té décrite par VASSEUR (1978).

L) Extraction et fractionnement des différentes catégories

a) méthode d'extraction

Pour &tre valable, une méthode d'extraction doit répondre &
un certain nombre d'exigences . Elle doit permettre :
- l'obtention de molécules & structures

aussi voisines que possible de celles présentes dans la cellule,
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- 1l'action des enzymes intracellulaires doit &tre totalement
inhibée.

- 1'ARN extrait doit &tre dépourvu de protéines.
Dans ces conditions, on oktient un ARN natif , exempt de dégradation
et représentunt les différentes classes d'ARN. Une des méthodes les
plus employées consiste 3 extraire les ARN cytoplasmiques par le
phénol 3 4°C et les ARN nucléaires 3 la température de 60°C.
(SCHERRER et DARNELL, 1962). Toutefois, étant donné le risque d'aggré-
gation des molécules A'ARN ribosomal aux températures &levées, nous
avons préféré ne travailler qu'a L°C mais en utilisant un milieu

d'extraction & pH alealin qui permet un bon rendement en ARN messager

(BRAWERMAN et Coll., 19T74). La méthode est la suivante :

Les fragments de racine, 3 raison de 15 #:20 g de matiére
fralche,sont congelés dans l'azote liguide, broy&s au mortier, puis
mis en préseuce d'un fampon Tris-HC1(50 mM), pH 9,0 contenant de
1'acétate de Mg (5 mM), du NaCl (100 mM) et un inhibiteur des ribo-
nucléases le S.D.5.(1 %) 3 raison de 1ml.g 'de tissu frais. Le mélange
est homogénéisé par 3 passages de 15 secondes chacun dans un homogéﬁéi—
seur de type "Ultra Turrax" 2 la vitesse de 15000 trsLmin.-1, puis agité
pendant 25min.d 4°Cen présence d'un volume égal d'une solution phénoli-
que composée de : phénnl (100 g), 8-hydroxyquinoléiIne (0,1 g), méta
crésol (14 g) et Tampon Tris -HC1l, pH 9,0 (25 ml).

Aprés S5min.de centrifugation & 5000 g, la phase phénolique

est €liminée. Or répdte l'opération par adjonction de la solution
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phénolique, puis la phase aqueuse est a4 nouveau déprotéinisée par un
mélange chloroforme (99 %) alcool isoamylique (1 %) et précipitée
pendant une nuit & -20°C par deux volumes d'alcool absolu en pré-

sence d'une solution amenée 3 0,15 M en acétate de sodium.

Une centrifugation de 30min.d 10000 g permet de recueillir
le-précipité qui est ensuite dissout dans un tampon Tris (10 mM) |,
pH 9,0, contenant de 1l'acétate de Na (100 mM) et de l'EDTA—Naé
(10 mM), puis précipité & nouveau. Ces opérations de précipitation-—
dissolution sont répétées en moyenne 4 fois.
Les acides nucléiques dissouts dans un tampon Tris-HCL
(20 mM), pH 7,2 , NaCl (10 mM) et acétate de Mg (5 mM) sont alors
" soumis 3 l'action de la désoxyribonucléase (BOERINGER MANNHEIM, rér.
15469) & raison de 5 pg pour 100 pg d'acides nucléiques pendant 30min.
a4 4°C. Celle~ci est ensuite €liminée par deux déprotéinisations
successives par le mélange chloroforme - alcool isocamylique. Les
ARN sont finalement repris dans un tampon Tris-HC1 (10 mM) pH 7,5
c ontenant de 1'EDTA (10 mM), du KCN (10 mM) et un inhibiteur
des nucléases : le polyvinyl sulfate de potassium (20 mg.l-1)

et conservé précipité sous alcocl en présence de NaCl (0,15 M)

au congélateur a -20°C,

b) purificaticn des extraits

Les extraits obtenus selon la méthode décrite présentent
souvent une coloration verte due 4 la présence de contaminants
¢ hlorophylliens qui rendent difficile 1'évaluation gquantitative
précise des ARN et qui se signalent, en lumiére ultra-violestte,

par des rapports de densité optique,d différentes longueurs
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Fig., 3 :: Centrifugation en gradient de CsSOh des ARN extraits de

tissus cultivés pendant 8l heures et incubés pendant 2 heures
dans une solution d"uridine—BH (A.s5.25 mCi.qu) d 12,5 pCi.ml~1.
Des fractions de 150 pl sont collectées ; on détermine leur
densité optique (——e—) & 260 nm et leur radiocactivité (—e—).
La pente du gradient est donnée 3 partir des deux densités

extrmes.,
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d'onde,assez faibles : 260/280 de 1,31 & 1,57, et 260/230 de

1,18 & 1,43, Ces contaminants, qu'ils soient 1iés 3 la présence

de chlorophylle ou de composés polyphénoliques toujours abondants
dans les tissus de plantes, s'associent avec les acides nucléiques
pour former des complexes qu'il est difficile ensuite de dissocier
(NEWBURY et POSSINGHAM, 1977) et qui co-précipitent en présence
d'alcool. Comme par ailleurs un certain nombre de solvants organi-
ques tels que 1l'&ther &thylique ou le chloroforme ne permettent
d'éliminer qu'uné partie de ces substances, nous avons essayé

de purifier nos extraits par l'utilisation de gradients de densi-

t& ou par tamisage moléculaire.

=% ) gradient de densité en Cs SOh

La centrifugation isopycnique en gradient de sulfate de
césium est effectuée de la manidre suivante : 200 pg environ -
d'ARN sont dissouts dans 4,5 ml d'une solution tamponnée (Tris-
HC1 10 mM, pH : 7,2 ; polyvinyl sulfate de potassium 20 1,1g.m_'l_”1 5
NaCl 100 mM) de CsS0), de densité moyenne égale d 1,57 g.ml—1.
.La centrifugation est réalisée 3 25°C, dans un rotor SW 50-1

a 33000trsmid?pendant 48 heures.

Le profil d'€lution obtenu aprés la détermination
de la densité optique des différentes fractions, montre deux
pics distincts : (Fig. 3).:

- 1'un (a),situé 3 une densité apparente (moyenne de

trois déterminations) de 1,58 g.ml‘1, est constitué de matériel
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: Profil d'exclusion sur Sephadex G 50 (40 cm x 1 cm @) des acides

ribonucléiques extraits des tissus cultivés pendant 84 heures et

incubés pendant 2 heures en présence d'uridine-3H (A.S.

. 25 ci.mM )

a 12,5 pCi,ml—1.'La solution dA'ARN (0,5 ml) est déposée au sommet

.de la colonne qui est alors &luée par un tampon Tris-HC1l (10 mi),

pH 7,8 contenant 20 pg.ml-1 de polyvinyl sulfate de potassium, 10 mM

d'EDTA et de 0,02 % d'azide

de sodium. On collecte les fractions

de 2 ml dont on détermine la densité optique 3. 260 nm (—e—)et la

radioactivité (—e—),
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non nucléique et présente une coloration verte.
- L "1
- 1'autre (b) situé 3 une densité moyenne de 1,67 g.ml
rassemble les ARN et la radiocactivité qui leur est associée. Le
spectre d'absorption en lumiére ultraviolette de ces ARN ne

signale pas la présence de contaminations importantes.

P )riltration sur Sephadex 3 50

L A A N I IR A A N I A I A A I

Le profil d'absorpticn a4 la sortie de la colonne de
é;phadex G 50 montée également 2 pics : (Fié. 4)

- le premier (a) n'est pas contaminé par des pigments
colorés, rassemble l'essentiel de la radioactivité de l'extrait
et présente un spectre d'absorption en lumiére ultra-violette
caractérisé par des rapports de densité optique 3 différentes

longueurs d'onde : 260/280 et 260/230, qui sont toujours égaux

ou supérieurs 3 2, signe d'un degré de pureté satisfaisant.

- le second (b) présente une coloration verte et rassem-
ble la plupart des pigments chlorophylliens. Cependant, lorsque
les extraits sont effectués 3 partir d'explantats prélevés tout
au début de la culture, ils ne sont pas contaminés par ces
pigments. On observe alors la présence d'une substance qui absorbe
fortement en lumiére ultraviolette, présente un maximum vers
240 - 245 nm et s'apparente vraisemblablement aux composés phénoly-

ques dont les tissus de plantes sont toujours trés riches.
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B) conclusion

s e et s v

Les gradients de densité en CsS0), et la filtration
sur Sephadex G 50 permettent donc de purifier correctement les
ARN extraits des tissus de racines d'Endive. Compte tenu cepen-
dant de la grande rapidité (1 heure en moyenne) de la purification
par passage sur Sephadex G 50, c'est ce procédé que nous avons

utilisé ultérieurement de maniére systématique.

¢) gradients de saccharose

Des fractions d'environ 150 & 200 pg 4'ARN en sclution
dans 200 pl maximum de tempon Tris-HC1l (20 mM), pH 7,5 contenant de
1'EDTA (10 mM3}, du NaCl (50 mM) et du SDS(0,2 %)sont dEposées
sur des gradients de saccharose de 5 & 20 %. Les gradients sont
réalisés au moyen de l'appareil de BRITTEN et ROBERTS (1960) relié
par une pompe péristaltique & un systéme de remplissage asutomatique
des tubes de centrifugation (Buchler "auto-densiflow"). Les tubes
de nitrate de cellulose de 5 ml sont ensuite soumis durant 3 heures
d une centrifugation & 50 OOOtrs.miﬁikUltracentrifugeuse Beckman
modéle L, Rotor 3W 65).

Le fractionnement des gradients est réalisé automatique-
ment par un dispositif ISCO. La densité optique des différentes
fractions est mesurée sur spectrophotométre d& 260 nm et leur

radiocactivité est é&valuée.



II RESULTATS

A) RECHERCHE D'UN MILIEU NUTRITIF FAVORABLE AU

BOURGEONNEMENT

Les fragments de racine d'Endive cultivés "in vitro"
sont capables de produire des organes de facon spontanée, en .
1l'absence de tout apport exogéne de substances de croissance.
Dans cette 2tude, nous évons voulu réaliser une condition
expérimentale qui ne permette la formation que de bourgeons, ceci
de facon homogéne et reproductible, afin d'effectuer les études

histologiques et biochimiques.

Nous sommes partie d'un milieu minéral simple constitué
des macro- et microéléments de la solution de HELLER (1953)
auxquels on ajoute du fer et nous avons &tudié 1l'influence
de la taille des explantats, de substances hormonales et de
certains composés organiques tels que le glucose.
Nous avons choisi d'utiliser des explantats de petite
taille car l'étude de la formation des organes nécessite 1'utili-
sation d4'un systéme simple et homogeéne, dans lequel les phénoménes
de 'corrélations sont réduits au mihimum. De plus, un tel systéme pourra
favoriser l'analyse des effets rroduits par les changemeats des conditions

externes ainsi que par 1l'apport des substances exogenes.



Kin. -1
ATA N\ 0 1077 107 1077 107
Ml-1
0 0,8 Q0,5 0,6 0,3 0,2
1077 0 0,k 0,k 0,3 0,7
-6
10 0 0,10 0 0 0
1077 0 0,10 0,10 0 0
107 0 0 0 0 0
TABLEAU I : Action conjuguée de l'acide indolylacétique (AIA)
et de la kinétine (Xin.) sur le bourgeonnement des
fragments de racines d‘'Endive cultivés en présence
de 2 % de glucose.
Kin._1 .
AN 0 10T 1 1078 107 | 107
Ml
0 0,2 0,5 0,4 0,1 0,2
1077 0,4 0,6 0,5 0,1 0,1
6 . .
10 3,8 3,6 3,7 3,5 1,5
1072 6,8 | 5.7 5,0 3,5 2,2
-k
10 RN 6,5 5,7 5,6 1,2
TABLEAU II : Action conjugue de l'acide indolylacétique (AIA)

et de la kinétine (Kin.) sur la rhizogenése de
B fragments de racines d'Endive cultivés en présence

. de 2 % de glucose.

Les nésultats sont exprimés en nombre moyen d'onganes par
explantat.
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En nous inspirant des .{ravaux de LEFEBVRE (1977), nous
avons utilis€ un milieu nutritif contenant 2 % de glucose et
dépourvu de phytohormones, sur lequel nous avons mis en culture
des fragments de 2 mm d'épaisseur et de 6 mm ou 8 mm de diamdtre.
Dans ces conditions, tous les explantats produisent & la fois
des bourgeons et des racines et nous avons finalement retenu
les plus petits  pour lesquels les phénoménes de polarité
sont supprimés. Sur de tels explantats, nous avons ensuitg vérifié
les effets conjugués de l'auxinevet de la kinétine sur la

production des organes (Tableaux I et II). —

Comme nous pouvions nous y attendre, l'auxine inhibe

la formation des bourgeons (Tableau I) et favorise celle des
racires (Tablesu II). Bien que de manidre beaucoup plus faidle,

la kinétine exerce &€galement un effet inhibiteur sur le bourgeon-—
nement mais réduit par contre 1l'effet de l'auxine (Tableau I).
En outre, cette cytokinine diminue la production de racines pour
des concentrations supérieures 3 10_6M11_1et modére l'effet sti-

mulant de 1'acide indolylacétigue sur la rhizogendse (Tableau II).

Les sueres pouvant également jouer un rdle important
dans les phfnoménes d'organogendse, nous avons examiné l'action

de différentes concentrations en glucose, sur la production



Nombre moyen d'organes
A :

par explantat

Fig. 5 : Action du glucose sur la production de bourgezons (—e—) et de
racines (- —e~-) par des explantats de racine d'Endive cultivés

sur un milieu dépourvu de substances hormonales.

Nombre moyen d'organes

par explantat

Kin. (M/1)

»
»

Fig. 6 : Action de la kinétine sur le bourgeonnement (—e—) et la
rhizogendse & —e—-) de fragments de racines d'Endive cultivés sur

un milieu dépourvu de sucre.
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des organes. Ce sucre s'est montré inhibiteur de la formation
des bourgeons (Fig. 5); au~deld de 3 %, l'inhibition est
d'ailleurs totale et les tissus brunissent et se nécrosent.
Le glucose diminue &galement la production de chlorophylle et
réduit la formation de racines pour des concentrations supérieures
a2,

L'examen de ces différents iésultats fait ressortir
que l'intensité du bourgeonnement la plus &levée est cbtenue
en l'absence de phytohormones, lorsque le glucose est pfésent
dans le milieu 3 la concentration de 2 % (Tableau I). Ce résultat
apparalt normal si l'on considére l'action classiquement inhibitrice
de l'auxine sur la formation des bourgeons mais il l'est moins
en ce quli concerne la kinétine. C'est pourquoi, puisque le glucose
inhite la’formation des bourgeons (Fig. 5), nous avons tests
l'éfficacité de la kinétine en 1'absence de sucre.

Dans ces conditions (Fig. 6), le nombre de bourgeons f!
néoformés eﬁ présence de kinétine est optimal & la dose de |

6,,. 1

; au-deld, des phénoménes d'inhibition se manifestent

4

et 3 la dose de 10 Ml~1 les manifestations organogénes cessent

10 M
totalement.

Le milieu contenant de la kinétine 10“6Ml71 est donc,
dans nos conditions expérimentales, non seulement le plus favora-
ble & la formation des bourgeons mais il empéche &galement

la formation des racines. En outre, la réponse organogéne des
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tissus est constante lors d'expériences successives réalisées
teut au long de la période de conservation des racines d'Endive
et elle est trds homogdne dans les Aifférents lots expérimentaux.
Les ,tissus éont compacts et +trés chlorophylliens,
surtout au niveau de la zone génératrice. La chlorophylle est
visible & la surface des explantats dés le 38me jour de culture

et les bourgeons apparaissent vers le 88me jour (Planche I).

B) ETUDES HISTOGLOGIQUE ET HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE

I1 nous a semblé important de suivre avec précision
le déroulement de l'évnlution des tissus 3 1l'intérieur des explan-
tats, afin de mieux interpréter les modifications biochimiques
cbservées au cours de l'activation et la différenciation des
cellules,

Les bourgeons apparaissent entre le 8éme et le 10&me
Jour de la culture msais auparavant, le métabolisme des cellules
est profondément modifié pour permettre une repricse de l'activité
mitotique et la formation de nodules méristématiques. C'est 3
ces premidres &tapes que nous nous sommes plus particulidrement
intéressée.

Une étude préliminaire réalisée par les méthodes
histologiques classiques, nous a permis de suivre la mise en
place des mitoses, l'apparition decs premiers mérist3mes primaires
et leur différenciation en bourgeons. Nous avons ensuite utilisé

la technique d'histoautoradiographie, afin de situer les pédriodes



_31—

de synthése de constituants macromoléculaires,tels que 1'ADN,
1 'ARN et les protéines, visualisés dans les cellules par la présence
de grains d'argent. En particulier, nous nous sommes attachée
3 localiser ces synthéses au cours de la culture, en fonction

de 1l'évolutiocn histologique des explantats.

L'étude histoautoradiographique des ARN et des protéines
a toutefois été réalisée en tenant compte des résultats obtenus
par les analyses biochimiques‘et sera donc exposée ultérieurement
(Chapitre C). Nous avons considéré l'histoautoradiographle comme
une technique de localisation des synthéses dont l'aspect quanti-
tatif est du domaine de l'analyse biochimigue.

L'ADN a été traité de manidre différente car la mitose
et la synthdse d'ADN (phase S) permettent de définir le cycle
cellulaire. Nous avons donc réuni ces deux catégories de résul-
tats expérimentaux afin de mieux rendre compte de la chronolo-

gie et de l'aspect dynamique des &vénements considérés,

1) Activation cellulaire et initiation des organes

Nous avons situé 1l'entrée des cellules en phase "S"
griace 3 l'incorporation de thymidine tritiée dans 1'ADN des
noyaux et nous avons suivi les modifications cytologiques subies

par les tissus au cours des premiers jours de culture.

Au moment de la mise en culture, les explantats
se composent de phloéme, de cambium et de xyléme. Les noyaux

des cellules sont de petite taille ; il sont souvent collés
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Fig. 7 : Evolution au cours de la culture de la densit? de noyaux margués
sur une surface de ccupe, en fonction de leur situation au sein
de fragments de racines 4d'Fndive : dars les premifres couches cel-
lulaires périphériques ( —e—), dans le xyiéme et le phloéme
{ —m~—) et au niveau de 1l'assise génératrice ( —fp—
Avant leur préldvement, les tissus ont été mis I incuber pendan*
6 heures dans une solution contenant 20 3,1C:'L.ml.1 de thymidine-zH
(A.S5. : 25 nCi.mi ') | ’

Temps 0 6 {12 | 18] 24| 30| 3¢ g s
{heures)
.
Tndex o | o] o466 |124]75]63| 64
mitotique
-‘:if\ .
_ufijAndex o | 4 |32 {34433 | 184} 84| 32
hNg ?
de marquage
1

TABLEAU TII : Evolution de l'index mitotique et du Z de noyaux mar-
qués au cours des premidres heures de culture.

Les comptages ont 2té effectufs sur 500 cellules environ et

les résultats sont exprimés en %.
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contre la paroi des cellules, contiennent généralement plusieurs
nucléoles de taille réduite et leur nucldoplasme est trds coloré
(Planche II, Fig. 1). A cet instant, aucun méristdme primaire n'est

visible.

Durant les 10 premidres heures de culture, aucune synthése
nette n'est détectable (Planche II, Fig. 2), le noyau est encore
de petite taille et souvent plurinucléolé, toutefois, il tend &
occuper une position centrale dans la cellule.

Aprds 12 heures de culture, nous constatons & la péri-
phérie de IT'explantat et au niveau du cambium, une réactivité
nucléaire et nucléolaire qui consiste en une réduction du nombre
de nucléoleg par noyau ainsi gu'en une augmentation de la taille
des deux organites (Planche II, Fig. 3). A ce moment, les premidres

synthises sont wisibles sur les bords du fragment (Planche II, Fig. L.

Aprés 18 heures de culture, les synthéses s'étendent;
elles se produisent également au niveau de la zone génératrice,
essentiellement au point de rencontre des &léments vasculaires
et du liver (Planche II, Fig. 5-6). C'est 3 ce stade qu'apparais-
sent les premidres divisions cellulaires (Planche III, Fig. 1)
a4 la périphérie des explantats.

A la zhdme heure, le nombre de noyaux ayant incorporé
de la thymidine tritide est maximum (Fig. 7) (Planche II, Fig. T

et 8) et 6§ heures plus tard, la densité des figures de mitose
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observées est optimale (Tableau III) {Planche IIIF, Fig. 2 4 6)
d8s lors, la synthése A'ADN se ralentit progressivement et les
noyaux contenant de la thymidine tritie se trouvent alors essen-
t iellement au niveau de la zone génératrice (Planche IV, Fig. 1 et
2).

D'une manidre générale, la plus forte densité de noyaux

s ynthétisant 1'ADN se situe au niveau du cambium, principalement

o7

ses extrémités, mais aussi & la périphérie du fragment,

7

2 ou 3 couches cellulaires du bord de l'explantat.

La situation de ces noyaux et les recloisonnements (divi-
s ions périclines) traduisent & ce moment une activité de cicatri-
sation (Planche IV, Fig. 3). L'assise cicatricielle qui en résul-
te est mise en place au bout de 2 & 3 jours de culture (Planche
IV, Fig. 4 ; Planche VIII, Fig. 1) : elle est formée de Quelqnes
couches cellulaires qui isolent la zone de blessure dont les

cellules sont nécrosées. Toutefois, cette assise ne s'étendra pas.

Au niveau du cambium, des trachéides néoformées s'entourent
d'une zone génératrice pour former des falsceaux cribrovascu-—:
laires aux 38me et Léme jours de la culture, ces faisceaux ont
une disposition inversej en effet, le liber est & 1l'extérieur,
au contact du tissu préexistant qui est constitué par un paren-
¢ hyme vasculaire (Planche IV, Fig. 5 et 6 ; Planche VIII,

Fig. 2).

C'est au 3€me jour de la culture que se forment, au



bord de 1l'explantat,des ildts de petites cellules isodiamétriques
présentant nettement un caractére de cellules méristématiques pri-
maires : noyau et nucléole trés volumineux et fortement colora-
bvles (Planche V, Fig. 1 et 2 ; Planche VIII, Fig. 3) ; on observe
au niveau de ces noyaux des synthdses d'ADN (Planche VII, Fig. 1).
Ces 118ts cellulaires proviennent soit de plusieurs cellules
dédifférenciées, soit plus rarement, d'une scule cellule recloi-
sonnée (Planche V, Fig. 3) mais il est 3 noter qu'aucune cellule
spécialisée particulidre n'est 2 l'origine des méristémes. Le
futur épiderme de ces méristémes caulinaires est visible d&s le
hdme jour de culture (Planche V, Fig. 4) puis au 58me jour ce
sont les initiums foliaires et l'épex caulinaire qui se diffé-
rencient (Planche V, Fig. 6). La surface des explantats pré-
sente alors quelques nettes protubérances puis les iLissus

se déchirent et les premiers bourgeons apparaissent & 1l'exté-
rieur des tissus vers le 8éme jour de culture. |

Nous avons constaté, lors de cette &tude, que 1l'organo-

genése est plus précoce sur le bord des explantats et gagne
progressivement le centre. L'initiation ne se falt donc pas

au méme moment pour tous lec bourgeons. De plus, en comparant

le nombre de méristémes contenus dans les explantats et le
nombre de bourgeons développés, nous constatons qu'une certaine
proportion de méristdmes reste inhibée a 1'intérieur des

tissus,

En ce qul concerne la situation des méristémes, nos
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observations confirment celles de BUVAT ( 1945) ; en effet, on
les trouve essentiellement au contact des trachéides et,d proxi-
mité de la section, dans le parenchyme libérien et au niveau de

1la zone génératrice (Planche V, Fig. 5).

2) Conclusion

C’est donc au cours des trois premiers jours de culture
que se décide le devenir des tissus puisque c'est durant cette
période qu'ont lieu l'activation cellulaire et l'initiation des
organes.

La synthdse des acides nucléiques est détectée dans
un premier temps par une modification de la structure et de la
colorabilité du noyau et du nucléole et plus particuliérement
par une incorporation intense de thymidine—3H.

Nou; avons pu constater qu'aprés une synthése 4'ADN
importante,de la 188me & la 2heme heure de culture,survient,
vers la 30éme heure,une vague de mitoses.

La localisation des premiéres synthdses et des premiéres
divisions & la périphérie des explantats perﬁet de supposer
l'existence d'un stimulus mitotique dli & la blessure, qui serait res-
ponsable, en particulier, de la formation d'ﬁne assise cicatriciel~
le, Ce stimulus s'étend ensuite 3 la totalité du tissu. Le phénoméne
d 'activation gagne alors surtout les cellules de‘la zone

génératrice qui, étant donné leur &tat indifférencié,constituent

une cible préférentielle.



_36_

D'autre part, la formation des méristémes représente une seconde
étape importante ouU ceux-ci sont le sidge de synth&ses accrues qui

aboutissent 4 la formation des bourgaons. Au cours de cette période,

1'influence du milieu de culture est déterminante puisque c'est
en fonction de 1'équilibre hormonal que s'é&tablit l'orientation

de l'organogenése:

L'évolution de l'ensemble des cellules s'effectue
"donc selon le schéma proposé par NITSCH et LANCE-NOUGAREDE
(1967) pour les cellules de moelle de Tabac et que nous avons

adapté (Fig. 8) 3 notre matériel.

C) ETUDE BIOCHIMIQUE

Les nombreuses modirications cytologiques observées
précédemment suggérant l'existence de transformations métaboli-
ques importantes, nous avons suivi 1l'évolution des acides

‘nucléiques et des protéines ainsi que 1l'incorporation de
précurseurs dans ces macromolécules. Les phénoméneé mis en évi-

-

dence grace & l'autoradiographie ont ét& analysés quantitative-

ol

BN

%

e

ment par l'emploi de techniques biochimiques.

1) Croissance des cultures

Dés le premier jour de culture, on assiste & une impor-
tante entrée d'eau dans les tissus. Le phénoméne se régularise

ensuite et ne reprend de maniére plus intense qu'au moment
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culture "in vitro" de fragments de racines d'Endive.
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de l'apparition des bourgeons. Pendant ce temps, le poids de
matidre séche reste, au contraire, pratiquement constant

(Fig. 9). Si l'on tient compte du fait que, comme nous le

v errons plus loin, les tissus sont le siége de synthéses impor-
tantes d'acides nucléiques et de protéines, on ne peut expliquer
la constance du poids de matisre s&che que par des dégradations
qui ont lieu simultanément et qui intéressent vraisemblable-

ment,en grande partie, les glucides.

2) Métabolisme de 1'ADN

Dans le chapitre précédent, nous avons suivi 1l'entrée
d es cellules en phase "S" puis la progression de celles-ci
jusqu'd la division cellulaire. Ces divisions,qui s'effectuent
de facon partiellement synchrone, ccnstituent notre principal
point de repére au cours de cette &tude. Nous avons, en effet,
voulu réaliser une analyse quantitative afin d'évaluer globale-
ment 1'ADN présent dans les tissus et de déterminer son activité
de synthése.

L'ADN a donc ét8 extrait des explantats 3 divers sta-—
des de leur culture et analysé ; les résultats confirment ceux
obtenus par autoradiographie et situent le début des synthéses
vers la 128me heure (Fig. 10). Cette synthése est ensuite forte-
ment stimulée pour atteindre son maximum vers la 308me heure ;
au-dela, il y a diminution des taux de syatnése qui s'accen-

tue rapidement aprds 48 heures de culture.
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Fig. 10 : Métabolisme de 1'ADN en fonction du temps de culture.
Avant le prélévement pour analyse, les tissus ont &t€ mis
& incuber pendant 2 heures en présence d'une solution de
thymidine-3H (A.8. : 25 mCi.mM-1)5. 12,5 pCi.r;ﬂ.—1.
Les résultats sont exprimés en pg d'ADN/10 mg M.S. (—o—)

et en c.p.m. pg-1d'AD1‘I (——e—).
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Au cours des trois premiers jours de culture, la quantité
4'ADN présente dans les tissus a plus que doublé, l'augmentation
la plus nette se produit au cours du 28me jour, c'est-d-dire

au morent de la division cellulaire.

Lors de la formation des méristémes primaires, nous
avons trouvé une assez faible activité de synthése de 1'ADN
suivie d'une augmentation relativement rapide et importante de la
quantité 4A'ADN. La faible ampleur des synthéses détectées 3 ce
moment peut &tre due au fait qu'elles ne concernent qu'une assez
petite proportion de cellules mais également au fait qu'elles
prennent le relais des synthéses qui se produisent au niveau
des zones cicatriciellestet génératrices et qui cont,elles,
en diminution constante.

L'étalement dans le temps de l'apparition des méristémes
et le nombre important de cellules ne participant pas au phéno-
méne d'organogendse contribuerait donc & masquer ou 2 atiénuer
certains &vénements.

Nous avons également noté que le pourcentage de cellules
en mitose (index mitotique) est inférieur au vourcentage des
cellules présentant des noyaux marqﬁés, tels gque nous avons pu
le calculer par autoradiographie (Tableau III), ce qui permet
de supposer qu'un certain nombre de cellules doit présenter
un phénoméne d'endopolyploidisation. Il semble, en effet,
que toutes les cellules qui symthétisent 1'ADN ne subissent

pas obligatoirement la mitose.
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Fig. 11 : Evolution de la teneur en ARN (pg/100 mg M.S. ; —¥—)
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et de son activité spécifique (c.p.m..pg_1 d'ARY ; —@—) au
cours des premiéres 24 heures de la culture.

Avant le prélévement, les tissus ont été& mis 3 incuber pendant
1 heure, dans une solution contenant 12,'5.1,1Ci.ml"1 d'uridine-H
( A.S. : 25 mCi.md ).
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Nous retenons donc deux moments importants dans le méta-
bolisme de 1'ADN : l'un se situe vers la 30éme heure et
correspond 3 la phase "S" qui précéde la mitose, et l'autre vers

le Léme jour et correspond & l'initiation des méristémes.

3) Métabolisme de 1'ARN

a) Evolution des ARN totaux au cours_de la culture

Lors des premiéres 24 heures de culture des explantats,
la cinétique d'incorporation de l'uridine—3H (Fig. 11) montre
1l'existence d'une synthdse précoce 4'ARN, qui débute dés la

Léme heure ~ et comprend deux phases distinctes :

- la premiére, dont l'activité optimale se situe vers la 8éme
heure, ne modifie pas la quartit@ 4'ARN ; notons cependant
que,tout au début de la culture,survient une 1légére diminution,
vraisemblablement due 3 des phénoméres de dégradation liés au

prélévement et 3 la mise en culture des tissus.

~ la seconde, dont le pic de synthdse apparalt vers la 1khéme
heure s'accompagne par contre d'une faible augmentation des ARN
totaux.

A la suite de ces modificatinns prZcoces, on observe
(Fig. 12) une importante stimulation de la synthése d'ARN qui
s'amplifie 3 partir du 28me jour et dont le maximum se situe

vers la 84Eme heure, c'est-i-dire au moment de la formation des
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Fig. 12 : Métabolisme de 1'ARN en fonction du temps de culture.

Avant le prélévement, les tissus ont été mis 3 incuber pendant 2
heures dans une solution contenant de l'uridine—mc

(A.S. : 57,8 xCi.mi ') 3 la dose de 3 pCi.ml .

Les résultats sont exprimés en pg d'ARN/100mg M.S. ( —o—)

et en c.p.m..pg-1d‘ARI~I (—e—).
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Fig, 13 : Evolution de 1la taille moyenne des noyaux et des nucl?oles ( —e— > —— )

au cours des 3 premiers jours de culture,
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méristémes primaires. A cette synthése fait suite une augmentation
régulidre de la quantité globale 4'ARN qui se stabilise & partir

du Leme jour tandis que les synthdses se ralentissent.

‘

L'étude histoautoradiographique nous apporte un
certain nombre de renseignements éupplémentaires. Deux
heures aprés l'excision, les noyaux sont encore de petite
taille et possédent plusieurs nucléoles. Aprés incorporation
d'uridine—H3, des grains d'argent sont cepeadant déjd visibles
au niveau de la chromatine et, en nombre plus important, au
aivesu du nucléole (Planche VI, Fig. 1). Cette incorporation
s'eccentue lors des deux heures suivantes (Planche VI, Fig.2).
Parallélement, on observe quelques modifications cytologiques
qui traduisent l'activit@ précoce des cellules : en particulier,
l'accroissement des volumés nucléaires et ﬁﬁcléolaires (Fig. 13},
la réduction du nombre de nucléoles et 1'apparitioﬁ des vacuoles
8 1'intérieur de ces derniers. Ces phénomfnes, que nous constatons
encore sur nos coupes aprés la vague de divisions, seraient le
signe d'une stimulation cellulaire (LACHARME et STEIMAN, 1970 ;
VASIL, 1973;.

A la 88me heure, l'incorporation des radiocéléments
s'effectue de fagon prépondérante dans le nucléole (Planche.
VI, Fig. 3), ce qui indiquerait une synthése prédominanfe
de précurseurs d'ARN ribosomaux. Puis, jusgu'd la 20&me heure
environ, c'est la chromatine qui présente la plus grande acti-

vité (Planche VI, Fig. 4). Psrallélement, et dés la 88me
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heure,on assiste & une forte augmentation de 1l'incorporation
du radioélément au niveau du cytoplasme.

Aprés le ler jour de culture, les trois compartiments
cellulaires continuent d'é€tre le siége de synthéses.

A 1'image de ce qui se produit pour 1'ADN, les phénoménes
sont surtout nets au niveau de la zone génératrice et i la péri-
phérie des explantats.

Au moment de la formwation des méristémes primaires,
vers le 38me jour de culture, on observe &galecment une incor—
poration d'uridiae-gH‘au niveau des nucléoles des cellules
méristématiques (Planche VII, Fig. 2) ; cela vient donc s'ajou-
ter aux synthéses qui.se produlsent dans l'ensemble des
t issus et peut peut—€tre expliquer la stimulation, brutale

de l'activité spécifique observée 3 ce moment (Fig. 12).

Ces résultats nous aménent & faire quelques remarques.
Tout d'abord, nous constatons que la transcription débute trés
rapidement et qu'elle peut se définir en 3 périodes : O - 8 H,
8 - 14 H, 14 - 84 H, cette dernidre période étant caractérisée
par la formation des méristémes entre le 28me et le 38me jour.On peut
alors ce demander si les ARN produits & ces différents moments
corresfondent 4 des molécules identiques . En effet, la période
0 - 8 H est caractérisée par la synthése importante 4'ARN au ni-
veau du nucléole et avec une intensité moindre dans la chromatine,

la période 8 - 14 H par des synthéses cytoplasmiques et nucléo-

plasmiques, accompagnées d'une augmentation des taux d'ARN
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et la 33me période par des synthéses généralisées auxquelles
s'ajoutent des synthéses nucléolaires visibles dans les cel-

lules des méristdmes néoformés.

b) Analyse gualitative de l'incorporation d'uridine-3H

dans les différentes catégories d'ARN

Afin de savoir si les ARN synthétisés aprds 8, 14 et
84 heures (Fig. 11 et 12) correspondent bien, comme le suggére
1l'analyse autoradiographique, & des molécules différentes, nous
avons suivi 1'évolution des diverses catégories 4'ARN au cours
de la culture. Nous avons aussi analysé les tissus prélevés
aprés 4 heures de culture, puisque l'autoradiographie révéie
déja une synthése A'ARN (Planche VI, Fig. 2). Nous nous sommes
cependant limitée 3 mettre en &vidence les ARN i renouvellement
rapide et pour cela, nous avons utilisé un temps de marquage
court. Dans tous les cas, les tissus ont &té incubés pendant
30 min., en présence d'Uridine—3H. Les ARN ont ensuite &té
extraits, purifiés, puis analysés sur gradient.Comme cela est
classique avec les tissus de plante, nous d€signerons les ARN
ainsi séparés par leur coefficient de sédimentation : ARN

h-5 5, 18 S et 25 S.

On constate, que de fagon générale, (Fig. 14) une
incorporation de 30min.correspond & une répartition hétérodis-
perse de la radioactivité dans les ARN. Dans les tissus témoins
(0 h) la radiocactivité est trés faible et concerne essentielle-
ment des molécules qui sédimentent vers L-5 S et 18 S. Dés la
43me heure de culture, le marquage s'intensifie et intéresse

T

des classes plus variées de molécules, de 1-5 S 3 25 S, Ensuite,
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Fig. 14 : Apparition 4'ARN & renouvellement rapide dans les
explantats de racines d'Endive & différents moments

de la culture (0, 4, 8, 14 et 8L heures).

Les tissus ont été mis 3 incuber pendant 30 minutes en présence

d'uridine—3H (A.S. : 25 mCi.mM—1) a 12,5 pCi.ml—1.

200 pg d'ARN sont déposés 34 la surface d'un gradient linéaire de
saccharose (5 & 20 %) et la centrifugation est réalisée pendant

3 heures & 50000 trs. min. .

Nous avons représenté en abscisse la radioactivité des fractions
2 . .
en c.p.m. 107, et en ordonnée le numéro des fractions. La fraction

0 correspondant au sommet du gradient.

Pour les ARN extraits des tissus avant leur ensemencement (O h)

nous avons fa?t figurer, pour exemple, le profil d'élution en densi-
té optique. Nous nous sommes ensuite limitée sur les autres gra-
phiques, 3 signaler les constantes de sédimentation observées, par

des fldches ()



la radioactivité augmente nettement., Aprés 8 heures de culture,
1'incorporation est prépondérante dans les fractions 1légéres
et moyennes du gradient. A la 1L&me heure, le phénoméne
s'amplifie et le profil de radioactivité met en &vidence
une incorporation préférentielle du précurseur radiocactif
au sein de molécules sédimentant vers 18 S. De plus, on
observe un marquage important au sein de fractions plus
18gires et pius lourdes du gradient. Enfin, apr&s 8% heures,
la polydispersion est toujours importante, mais 1'intensité
de l'incorporation est plus faible et les ARN synthétisés
sont représentés en grande partie par des molécules de faible
poids moléculaire.

La comparaison de ces différents profils nous apporte
un certain nombre de renseignements.

La distribution polydispersée de la radiocactivité
sur les gradients de saccharose,compte tenu du temps de
marquage court, peut suggérer la présence 4'ARN & propriétés
messagéres.

Dés la lUéme heure de culture, la synthése de ces
ARN est nettement amorcée et le ph&noméne’ s'accentue au cours
de la culture. A la 148me heure, on observe l'apparition de
classes d'ARN beaucoup plus variées qui présentent une activité

de synthdse plus élevée,
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L'incorporation du précurseur radioactif 2 la 8heme
heure de culture est faible, bien que correspondant pourtant
3 une période pendant laguelle l'activité de synthése de
1'ARN total est la plus importante (Fig. 11). Ceci s'expligue
cependant par la faibtle durée d'incorporation (30 min,)
qui ne permet pas d'apprécier la formation des ARN stables
18 S et 25 S, dont la synthése prédomine vraisemblablement
durant cette période.

Enfin, les synthdses nucléolaires décelées par
1'autoradiographie, en particulier & la 83me et & la BLéme
heure de culture, laissaient supposer la présence de
précurseurs d'ARN ribosomaux i renouvellement rapide. Il ne
nous a cependant pas été possible de mettre en évidence
ces précurseurs de poids moléculaire trés élevé ( >25 S)

dans les fractions lourdes des gradients de densité.

A la 843me heure, le petit nombre de cellules concer-—
nées peut expliquer la trds faible quantité de ces précurseurs
et la difficulté de les déceler. Cette interprétation est cepen-
dant moins acceptable 3 la 83me heure puisque nous avons observé
de trd&s nombreuses cellules dont les nucléoles sont marqués.
Cela nous a donc amené i mettre en cause la technigue d'extrac-
tion utilis@e qui ne permet pas d'obtenir cette catégorie de
molécules. Des observations identiques ont d'ailleurs &té réali-

sées par ZOILY-FODIL (1979) & partir de tissus de Parthenocissus
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Fig. 15 : Evolution de la teneur en protéines (pg/10 =g M.S. —fi—)
et de leur activitd spéecifique (c.p.m..;lg—1' proteines —@—) au
cours des premidres 24 heures de la culture.
Avant le prélévement, les tissus ont été mis & incuber pendant
1 heure dans une solution contenant 12,5 .1,1C:'L.n'v,l“1 de leucine—H

(A.S. : 1 Ci.mM V)



tricuspidata ; 1l'absence d'ARN d'origine nucléaire dans les

e xtraits pouvant 8tre due au broyage des tissus ainsi qu'a
la technique d'extraction proprement dite. En effet, si
1'extraction 3 pH : 9,0 et 3 4°C que nous avons utilisée,
présente l'avantage de limiter 1l'activité nucléasijue, elle ne
permet 1'obtention essentiellement que 3'ARN d'origine cyto-
plasmique (DELSENY, 1977 ; VASSEUR, 1978).

Quoiqu'il! en soit, l'analyse des ARN confirme
les observations histoautoradiograrhiques et traduit une
mise en place rapiae des synthéses qui s'étendent ensuite

et se diversifient.

4) MEtabolisme des protéines

Comme la synthése protéique doit subir de profonds
bouleversements au cours du passage de 1'état quiescent 3
1'état réactivé, nous avons suivi son évolution au moyen

de l'incornoration de leucine—BH.

Le premier jour de culture correspond & la période

. de latence précédant les premiéres divisions ; c'est une &tape
critique car elle est caractérisée par des fluctuations impor-
tuntes de 1l'incorporation du précurseur radioactif. L'incorpora-
tion débute en effet trés rapidement et s'accroit de facon
presque linéaire jusqu'd la 108me heure ; elle s'infléchit
ensgite et remonte 4 nouveau, quoique plus faiblement, vers la
QOéﬁe heure (Fig. 15). Au cours des jours suivants ét jusqu'a
la formation des méristimes primaires, survient une stimulation

de la synthése beaucoup plus importante qu'auparavant ; elle

est en effet 5 fois supfrieure i celle mesurée aprds 2L heures
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Fig. 16 : Métabolisme des protéines en fonction du temps de culture.
Avant le prélévement, les.tissus ont été mis 3 incuber pendant

2 heures dans une solution contenant de la leucine-3H

(A.s. : 1 Ci.qu) d la dose de 12,5 pCi.ml-1. .Les résultats

sont exprimés en i,lg de protéines/10 mg M.S. (—o—)

et en c.p.m. pg_1 de protéines (—e—),
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de culture (Fig, 16).

Fn ce qui concerne le taux de protéines totales 3 1l'inté-
rieur des tissus, on observe une augmentation régulidre succédant

4 une 1égdre diminution au début de la culture, qui correspond

-

vraisemblablement & la dégradation des protéines préexistantes

(Fig. 15 et 16).

On peut se demander si les protéines oroduites séquen*-
tiellement au cours du premier jour jouent un méme rdle., Il serait
alors intéressant, en tenant compte du fait qu'elles puissent rZguler
l'activit? génique nécessaire 2 la rfactivation, de tenter de
déterminer quelles sont celles, nucléaires ou cytoplasmiques, qui
interviennent en premier lieu. Noutc avons donc essay? de localiser
les protéines dont la synthise est stimulée, Cependant, l'auto-
radiogravhie ne nous a pas permis de juger de l'activité de
protéogenése des cellules. Fn effet, lors du traitement des
coupes, une fraction des protéines solubles est &liminée au
cours des différents bains nécessairas 3 la fixation et £ ia
d eshydratation, De plus, nous n’a&ons vas pu déceler de 3iffé-
rence nette entre les différents ﬁissus et le marquage périnu-
cléaire masque le marquage spfcifique du noyau. Ncus avons
cependant noté que l'incorporation ccmmence trés tét, vers la
28me heure (Planche VI, Fig. S) et augmente ensuite rapidement,

3 la fois dans le cytoplasme et les noyaux (Planche VI, Fig. 6) et
les synth&ses observées sont plus importantes au niveau des no-—
dules méristématiques (Planche VII, Fig. 3) ; mais les précisions appor-

tées par cette technique ne vont gudre au-deld de ces observations.
P g

Le métabolisme des prot@ines peut donc, lui aussi,

8tre divisé en deux périodes : l'une préefde la mitose et présente
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un pic d'activité qui suit de trés prds un pic de synthése
4'ARN, et l'autre précdde et accompagne la formation des
organes, De manidre générale, nous avons constaté que le
taux et 1l'activité spécifique des protéines subissent des

variationc assez voisines de celles de 1'ARIN.

5) Conclusion

En comperant 1'évolution histologique des explantats
au cours de la culture aux modifications métaboliques qui se pro-—
duisent au sein des tissus depuls leur excision jusqu'a
1'apparition des bourgeons (Fig. 17),nous pouvons distinguer deux
périodes

La premiére, de la mise en culture jusqu'd la 30&me
heure, ol 1l'index mitotique est maximal, constitue une période
d'activation pendant laquelle les cellules passent d'un état
quiescent 2 un état propice 3 la multiplication. On assiste
tout d'abord au démarrage précoce de la transcription et & une
stimulation importante de la synthése protéique nécessaire
24 la mise en place de la phase "S", puis aux mitoses ultérieures.
Nous avons cependant remarqué que la protéogendse commence
trds faiblement avant le début de la synthése 4'ARN (Fig. 11
et 12), ce qui peut impliquer la présence d'ARN messagers
fonctionnant sur des ribosomes préexistants. L'histoautcradio-
graphie nous a par ailleurs permis de préciser que la synthése

d'ARN s'effectue préférentiellement au niveau du nucléole ,
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1'intensité de marquage étant beaucoup plus faible au nivean

de la chromatine. De plus,comme pendant ¢e temps il n'y a prati-
quement pas d'augmentation de la teneur en ARN, on peﬁt supposer ,
ou bien que les phénoménes n'intéressent qu'un trés petit nombre
de mnlédcules, ou bien qu'elles sont dégradées rapidement.

Aprds cette premidre vague de synthéses, on observe,au début

de la duplication de 1'ADN,une nouveiie stimulation de l'incor-
poration d'uridin¢—3H dans le noyaun ‘mais elle s'accompagne

¢ ette rois d'une incorporation importante du radicélément

dans le cytoplasme. Le fractionnement des ARN sur gradient

—

de densité&, aprés un temps de marquage court, permét de
mettre en évidence des ARN polydigpersés vraisemblablement
de nature messagére. De plus, si ces ARN sont nettement plus
importants au cours de la.seconde phase de synthése, ils
semblent &tre &galement qualitativement différents comme en
témoigne 1l'apparition de molécules de poids moléculaires
plus variés. Il se produit donc, aprés la mise en culture,
deux synthéses successives d'ARN qui correspondent vraisembla-
blement 2 la formation de macromolécules différentes, qu'il
n'est d'ailleurs pas possible de rattacher & des sites tis-
sulaires différents.

Ces résuléats suggeérent qu'il existe une relation entre
les synthéses 4'ARN, de protéines et la division cellulaire ;

ces mcdifications métaboliques donnent aux cellules la possi-

bilité de se multiplier, ce qui implique des bouleversements



importants au niveau de la régulation des gines.

La seconde période débute vers la 30éme heure et
s'accompagne d'une diminution de 1l'incorporation du précurseur
dans 1'ADN ; elle se poursuit par la formation,vers la
608me heure, des méristdmes primaires et & ce moment se produit
une nouvelle stimulation de la synthSse d'ADN nécessaire &
1'édification des organes. Cette étape est caractérisée par
d'importantes synthdses d'ARN et de prot&ines qui continuent
encore 2prés 1'apperition des premiers méristdmes organogénes.
Ces modifications jouent certainement un r8le important dans
la préparation et la réalisation des ﬁhénoménes d'organogenése,

mais aussi, dans la formation des faisceaux cribrovasculaires

qui apparaissent en méme temps que les nodules méristématiques.
On peut d'autre part remarquer que l'augmentation des quantités
d'ADN (Fig. 10) et A'ARN (Fig. 12) au cours de cette période
correspond chronologiquement & celle que nous avons détectée
par les méthodes histochimiques au niveau des méristémes
primaires,

L'histoautoradiographie nous améne toutefois Z faire,
au cours de cette 28me période, une distinction entre les
synthéses qui se produisent dans tous les tissus et que l'on
détecte 3 la fois au niveau des noyaux,des nucléoles et
du cytoplasme, et celles gqui se produisent dans les méristdmes

et que l'on observe uniquement au niveau du nucléole. Dans le



premier cas, les synthéses qui intéressent l'ensemble des tissus

peuvent correspcndre a 1'élaboration des constituants nécessaires
3 la multiplication des cellules et 3 leur croissance mais
aussi 3 la préparation de la formation des méristémes primaires.
Dans ce second cas, il pourrait s'agir, en plus, de synthéses
nécessaires & ls différenciation des méristdmes en bourgeons
et qui serviraient ensuite 3 1'@laboration de protéines
spécifiques.

L'ensemble des résultats montre que les deux
périodes que nous avons arbitrairement séparées peuvent s'imbri-
quer l'une dans l'sutre. S'il semble, en effet, &vident que
les informmations nfcessaires 2 l'accomplissement des mitoses
sont transmises lors des premidres heures de la culture, il est
per contre difficile de préciser quand commencent les synthéses
nécessaires aux manifestations organogénes. En effet, ces
s ynthéses peuvent n’avoir lieu qu'sprés les premiéres divisions
cellulaires mais il est également possible que les mécanismes
de dérépression des génes correspondants soient mis en place

d8s la début de la culture.



IIT DISCUSSION

| Les tissus de la racine d'Endive, comme ceux des organes
tubérisés de nombreuses plantes, sont dans un &tat dormant qui
peut &tre rompu par simple excisicn. La cultur; "in vitro' de

ces tissus permet la division des cellules et,dans certains

cas, la production d'organes : racines et/ou bourgeons.

- | Notre &tude a consisté 3 analyser les processus
d'activation cellulaire et de néoformation de bourgeons. Son but
était d'élucider le mécanisme d'expression des potentialités
cellulaires ; il nous fallait cependant,pour la réaliser,
déterminer des conditions expérimentales stables et homogdnes.
Pour cela, aprés avoir vérifié que les capacités organogenes
des tissus d'Endive varient en fonction de certains facteurs et
de 1'équilidbre hormonal(auxine-kindtine) tel qu'il a
été€ défini pour les tissus de Tabac (SKO0OG et MILLER, 1957),
nous avons utilisé un milieu nutritif contenant les éléments
minéraux de la solution de HELLER et de la kinétine 10_6 M1 ;
ce miliew de culture limitant les phénomdnes d'organogendse
d la néoformation de bourgeons.

Sur ce milieu, les explantats verdissent rapidement
dés le 3éme jour de‘éulture;ceci est dd en partie 3 la
présence de la kinétine dont 1l'un des réles (3 la lumié&re)
serait d'augmenter l'activité des chloroplastes (PEAUD-LENOEL et

Coil., 1972).
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Nous avons également pu constater qu'au cours de la cul-
ture, la teneur en eau des tissus et leur poids de matidre frai-
che augmentent réguliérement, alors que le poids de matiére
séche reste constant ; dans le méme temps, le taux des acides

nucléiques et des protéines s'accroitj il doit donc &tre compensé ,

A -

soit par la dégradation des composés de faible poids moléculaire

soit par celle des polysaccharides.Par ailleurs, tout apport

de glucose dans le milieu de culture s'est révélé inhibiteur

e

Ae la formation des bourgeons- et méme rapidement toxique.
VTHORPE (1978b), dans le cas de tissus de Tabac, pense d'ailleurs.‘
que l'inhibition de 1l'organogenése par les sucres serait de
nature osmotique., Il est done vraisemblabléi&u'il existe une
réserve endogéne en polysaccharides. Chez les_tissus de Tabac,
par exemple, la formation des organes nécessite 1l'hydrolyse

des réserves d'amidon des cellules (ROSS et Coll., 1973 ;
BROSSARD, 1975 ; THORPE, 1978a et b) or, les réserves des
tissus de racine d'Endive sont sous forme d'inuline , 11 faut
donc supposer qu'une autre voie métabolique est empruntée

pour fournir aux cellules les mol8cules &nergétiques indispensa-
bles. Cette voie permettrait l'hydrolyse de l'inuline qui
provoquerait 1l'augmentation de la pression osmotique intra-—

cellulaire et par conséquent, l'entrée d'eau massive dans

les cellules.

L'étude histologique réalisée au cours de la culture

de ces explantats nous a permis de distinguer deux périodes.



La premidre correspond & une phase d'activation cellulaire; \\
elle débute d8s l'excision des explantats et se poursuit }
jusqu'd la 308me heure de culture , c'est-d-dire jusqu'au
moment ol 1l'index mitotique est maximal, les premiéres divisions
8tant observées dés la 188me heure. La seconde est une phase
de préparation & la différenciation organogéne' et serait
limitée,3 la 608me heure,par l'apparition des premiéres
cellules méristématiques.

La phase d'activation cellulaire se caractérise
par une exaltation du métabolisme qui intéresse d'abord
les cellules périphériques, puis se généralise 3 1'encemble
des tissus, Ceci corrobore les observations faites par
YEOMAN et AITCHISON (1973), JALOUZOT (1978), SATO et Coll.(1978)
et WIELGAT et KAHL (1979), pour qui l'excision serait en
partie responsable de cette stimulation du métabolisme,
Le stimulus d4 2 la blessure a déja été étudié i plusieurs
reprises ; NITSCH (1967) parle d'une dérépression de certains
génes qui mettent en route, lors du prélévement, une chaine
d'événements physiologiques. D'autre part, le rdle des produits
de la blessure,aprés l'autolyse des cellules,a &té suggéré
(MINOCHA, 1979b), ainsi que celui des changements de la
pression osmotique au sein des tissus (KAHL, 1973 ; THORPE,
1978b),

Nous avons également noté que dés la reprise de

l'activité cellulaire, la structure.du noyau et du nucléole



se modifie; on observe en particulier la présence de vacuoles
nucléolaires, qui ont d'ailleurs suscit€ de nombreuses questions
Certains auteurs ont en effet cherché # &tablir une relatiocn
entre la structure du nucléole, le processus de vacuolisation
micléolaire et la synthése de précurseurs d'ARN ribosomaux.
A l'aide 4'études ultrastructurales et autoradiographiques,
ils ont &tabli que ces vacuoles Jcueraient un rdle dans le
transport et le stockage des précurseurs 4'ARN ribosomaux
(de BARSY et Coll., 19T4 ; KAHL, 1974k ; BYRNE et SETTERFIELD,
1977 ; MORENO-DIAZ de la ESPINA, 1980). Il faut signaler
gue dans notre cas, l'apparition de telles vacuoles correspond
3 une intense activité de synthése du nucléole. D'autre
part, HERLAN et Coll. (1980) et WILLIAMS et JORDAN (1980)
pensent que la taille du noyau serait life & la sortie des
ARN nucléaires vers le cytoplasme.

On admet que la régulation génique nécessite la mise
en route de la transcription pendant le phénomeéne d'activation
cellulaire, ceci implique une activité RNA-polymérasique impor-
tante et donc une disponibilité, au niveau de la chromatine,
des sites de transcription. La dérépression de la chromatine
pourrait se faire alors par élimination d'histones (MICHAUX-
FERRIZRE, 1978) ce qui, selon INNOCENTI =t BITONTI (1979)
expliquerait les modifications subies par le noyau ainsi que
la présence d'histones, parfois remarquée & l'extérieur du

noyau, durant cette période (GIFFORD et NITSCH, 1969 ; VASIL,

1973).
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L'examen des résultats obtenus au cours de la premiére phase,
nous incite 3 penser que la stimulation précoce des synthéses
serait en fait une réponse 3 1l'excision et & la mise en
culture et pourrait contribuer 3 la préparation des
divisions.

Wous avons retrouvé la succession trés classique
des événements biochimiques 1iés & 1l'activation cellulaire :
c'est—-3-dire une synthdse précoce 4'ARN spécifiques, qui
permet celle des protéines de structure et des protéines f
enzymatiques nécessaires 3 la duplicafion de 1'ADN puis |
3 la division. On peut d'ailleurs établir un paralléle
entre la séquence des événements qui surviennent aprés une
excision et/ou une mise en culture (JALOUZOT, 1976 ; GIGOT
et Coll., 1977 ; MAC LEOD et Coll., 1979 ; MINOCHA, 19792 et b ;
MINOCHA et DIBONA, 1979) et celle qui suit la levée de dormance
avant la germination (VAN DE WALLE et Coll., 1976 ; DELSENY,
1977 ; SERAFINI et FRACASSINI et Coll., 1980). Dans les deux
cas, on observe la méme série de faits 1iés 3 la réaction
cellulaire, bien que les facteurs d'activation ainsi que

1'état physiologique des tissus soient au départ trés différents,

Un autre fait a &galement retenu notre attention
au début de la culture, que ce soit par des m&thodes histologi-
ques ou biochimiques, nous n'avons jamais décelé de synthdses

trds précoces d'ADN, telles qu'elles ont été signalées par

<



certains auteurs bien avant la phase "S". En effet, soit dés
l'excision (NITSCH, 1967 ; SIMARD, 1971), soit 6 heures aprés
(JALOUZOT, 1976), un nombre important de noyaux peut incorporer

de la thymidine-3H , ce qui a été interprété soit comme un
phénoméne d'endordplication (GUILLE et Coll., 1968 ; BROEKAERT

et VAN PARIJS, 1978 ; HASE et Coll., 1979), soit comme une
amplification de certains génes dont les produits  passeraient
ensuite dans le cytoplasme lors d'étapes spéecifiques de la dé&dif-
férenciation (PARENTI et Coll., 1973 ; SCHAFER et Coll., 1978).
Certains auteurs enfin ont méme invoqué une contaminatigg bacté-
rienne (DELSENY 1977). Toutefois, bien qu'ayant effectué des
analyses autoradiographiques toutes les deux heures, nous n'avons pas
pu observer de phénoméne similaire.

La phase organogéne commence ensuite vers la 30émé\
heure de culture et aboutit & la formation des bourgeons. Les
synthéses A'ARN et de protéines subissent une forte stimulation
- qui atteint son- amplitude optimale au moment de la formation
des premiers méristémes., Elles diminuent ensuite, puis se stabi-
lisent 2 un niveau qui reste assez important puisque son inten-
sité est environ 10 fois supérieure i celle observée au début
de la culture, ce gui suggére une activité liée au développement
des bourgeons, Nous avons &galement pu montref 1l'implication
directe des ARN et des protéines dans la formation des nodules
méristématiques par 1l'incorporation d'uridine 3-H et de leu=~

<

.3 e . . .
cine -H ainsi que par l'observation de l'intense coloration
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des méristémes par les méthodes histochimiques permettant la

d étection des ARN, De telles synthéses accompagnant la formation
des organes ont été signales auparavant par GUILLOT (1966)

chez la Tomate, par JALOUZOT (1976) chez le Pois chiche ainsi

que par VASSEUR (1978) dans le cas de tissus de feuilles 8tiolées

~

A
d'Endive ; on les retrouve &galement lors de 1l'embryogendse des /j

/
suspensions cellulaires de Carotte (FUJIMURA et Coll., 1980 ;

SENGUPTA et RAGHAVAN, 1980). Par ailleurs, quelgques chercheurs

|
|

(HASEGAWA et Coll., 1979 ; YASUDA et Coll., 1980) ont pu mettre /

. . i
en &vidence l'augmentation de protéines de faibles poids molé- &
: i

i
culaires assocife aux stades précoces de la formation de bour- |

eons chez Pseudotsuga menziesii et qui n'existent pas dans
g q

¥
i
i
!
|
i
{
{

les cultures ne produisant pas d'organés. WANNEPR et RAGHAVAN
(1979) signalent d'autre part que la formation de bourgeons

induits par la kinétine sur des protonémas de Microdus miquelianus

n'entralne qu'une augmentation tré&s faible de la quantité de
protéines. Ces protéines sont toutefois nécessaires 3 1'initia-
tion des organes, puisque le chloramphénicol qui emp&che leur
synthése, supprime l'organogendse. Les études histochimiques
réalisées par THORPE et MURASHIGE (1970) sur des tissus de

T abac, révélent que la formation des bourgeons s'accompagne

de la production de substances de nature enzymatique, notamment
de peroxydases qui ont &té &galement détectées par des méthodes
biochimiques, aussi bien sur ces tissus (THORPE et Coll., 1978b ;

THORPE et GASPAR, 1978) que sur ceux d'Endive (LEGRAND, 197TL).
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Apréds avoir essayé de distinguer les &vénements carac-
téristiques de l'activation cellulaire de ceux 1liés 3 1la phase
organogéne, nous avons tenté de déterminer le rdle de la
transcription. En fait, on pouvait se demander si la synthése
accrue 4'ARN & des moments précis, traduisait la transcription
de noﬁveaux génes devenant fonctionnels ou si elle n'était
e reflet que d'une augmentation générale du métabolisme
nucléigque avec une stimulation de toutes les classes moléculaires
d'ARN. Nous avons éu montrer sur gradient de saccharose, la
présence d'ARN polydispersés qui témoigne de l'existence d'ARN
& propriétés vraisemblablement messagéres,toat au début de la
culture puis ultérieurement, la représentation de molécules
de poids plus variés. Ces premiers résultats renforcent donc
1'idée qu'ur contrdle au niveau transcriptionnel peut &tre
un des moyens d'orienter les cellules vers tel ou tel &tat’
Dans leurs cultures, LACHARME et STEIMAN (1970), FRASER (1975),
JALOUZOT (1976), PARENTT et Coll. (1977) et SHININGER (1980)
ont également observé des synthéses successives d'ARN aprés la
coupure : formation d'ARN 3 caractdre messager puis, plus
tardivement, dA'ARN ribosomaux.

La formation des bourgeons sur les explantats de
racines d'Endive dépend d'un équilibre entre un grand nombre

de facteurs physicochimiques dont font partie les hormones.
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On peut alors se demander si ce mécanisme de la différenciation
organogéne débute d€s la phase d'activation ou s'il est 1lié
de maniére plus spéeifique & la deuxiéme étape oue nous avons
considérée comme une phase de préparation & 1'organogendse.
On peut également se demander quand se détermine le devenir
des nodules méristématiques en bourgeons. Pour THCRPE (1976b)
le; nodules méristématiques seraient des structures plastiques
qui é&volueraient en fonction de la balance en régulateurs
de croissance, Dans ce cas, le déterminisme morphoglne se
produirait donc aprés la formation des cellules méristématique;.
Nous ne savons pas s'il en est de mémekpour les tissus de
racines d'Endive. Des expériences de transplantation d'explan-
tats d'un milieu favorable & la formation des bourgeons sur un
autre capable de favoriser la formation de racines pourrait
peut-&tre apporter des &léments de réponse,

En outre, nous avons essayé d‘'évaluer 1'importance de
la phase d'activation sur les phénoménes 4d‘'organogendse. Des
explantats cultivés pendant 24 heures sur un milieu ne permet-—
tant que la formation de cals (BLONDEL, 1079), ont &té
transférés sur un milieu favorable au bourgeonnement . Nous
n'avons observé aucune modification dans 1'apparition des
bourgeons. On peut alors se demander si l'organogenése n'est
pas indépendante des conditions de début de culture, c'est-i-
dire de la phase d'activation, Il n'est cependant pas possible

de tirer des conclusions définitives de cette expérience
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isclée que pourrait compléter l'emploi d‘irhibiteurs spécifiques

i des moments précis de la culture.

L'analyse histologique des tissus au cours de leur cul-
ture a permis de situer l'apparition des premidres divisions
vers la 188me heure, et celle des premiéres cellules méristéma-
tiques vers la 602me heure. Dans les deux cas, ils apparaissent
d'abord 2 la périphérie des explantats, ce qui a dé3j3 été

montré chez Phaseolus aureus (BLAZICH et HEUSER, 1979) et Petunia

inflata (HANDRO et Coll., 1973). La blessure, au moment de la
mise en culture, provoquerait un stimilus qui se propage des _
bords du fragment vers le centre, ainsi que 1e montre la
propagation des synthéses d'ADN par 1'autoradiegraphie. -
Nous pensons également qu'elle entralnerait, dans l'activité

des cellules, un décalage qui se répercuterait tout au long

de la culture ; 3 cela s'ajoute l'intense activit? des

cellules au niveau de la zone cicatricielle, ce qui les ren-

drait, plus tard, plus réceptives & une induction morphogéne.

Av terme de ce travail, il nous parait maintenant
possible d'utiliser les tissus de racines d'Endive comme
ur modéle d'analyse des processus de dédifférenciation et de
différenciation cellulaire.
Les faits essentiels que nous retiendrons concernent, d'une
part, l'établissement de la séquence des événements histologi-

ques caractéristiques de l'activation cellulaire et de la dif-
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férenciation organogéne et d'autre part, les modifications du
métabolisme nucléique et protéique qui leur sont lides. Notre
travail a cependant mis l'accent sur un certain nombre de points
qui nécessiteront des développements ultérieurs. Ainsi, il
pourrait €tre intéressant de suivre 1l'évolution des sucres
intracellulaires et, en particulier, de 1l'inuline dont l'hydro-
lyse doit correspondre & la mise en place, activation et/ou
synthése, d'un systéme enzymatique qu'il faudrait situer par
rapport aux étapes que nous avons définies. En ce qui concerne
le processus de mise en route de l'activation aprés un &tat
gquiescent, il serait souhaitable de préciser le rdle exact :
de la blessure et celui de la mise en culture puis d'essayer \\
de mieux cerner par des expériences de transplantation ou 5
d'applications ponctuelles d'inhibiteurs métaboliques, le

démarrage du processus de différenciation organogéne.

De méme, il serait nécessaire de reprendre, de manidre
beaucoup plus précise, la détermination de la nature des ARN
synthétisés au cours des différentes &tapes du phénomene
d'organogene€se ; ce qui demanderait d'ailleurs de choisir une
méthode d'extraction qui permette de mettre en &vidence les
ARN présents dans le noyau. Enfin, il est possible d'envisager
la d€tection de protéines qui soient spécifiques du processus

de différenciation organogéne,
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PLANCHES

HORS

TEXTE



PLANCHE I

LA CULTURE "IN VITRO" DE FRAGMENTS DE RACINES D'ENDIVE.

Evplantats (6 mm $x2 mm) avant leur mise en culture (a), et aprds 30

Jours de culture (b).

Lo milien nutidll componte Les Eléments minZraux ‘de La solution de HELLER,
et de La hinZtine (10-6['.![1). Dans ces conditions, Les bourgeons apparals-
s ent sun es explantats dés Le §eme jour de culture.






PLANCHE 11

OBSERVATIONS HISTOLOGIQUES ET HISTOAUTORADIOGRAPHIQUES (Thymidine-BH) REEA~
L ISEES AU COURS DES PREMIERES 24 HEURES DE CULTURE.

1 : Observation des cellules avant la mise en culture : les noyaux sont

Fig.
de petite taille et présentent souvent plusieurs nucléoles.

Fig. 3 : Observation des cellules aprés 12 heures de culture : on peut noter

ue les volumes éaires et nucléolaires sont d&j3 importants.
q les lumes nuclé P

coloration par La sagranine et Le fast gneen.

. . e os 2
Etude de l'incorporation de la thymidine-"H

e e e vt
p—

Fig. 2 : Coupe réalisée aprés 6 heures de culture : l'incorporation au niveau

d es noyaux est encore trés faible.

Fig. 4 : Coupe réalisée aprds 12 heures de culture : l'incorporation de la thymi-
2ig. *

dine—3H est visible 3 la périphérie de l'explantat.

Fig. S5 : Coupe réalisée aprés 18 heures de culture : le marquage augmente de

f acon importante & la péripnérie de l'explantat.

Fig, 6 : Coupe réalisée apres 18 heures de culture : le marquage est intense

au niveau de la zone génératrice.

Fig, T : Coupe réalisée aprés 24 heures de culture : on peut cbserver que le
nombre de noyaux ayant incorporé la thymidine—SH est maximum au niveau de

la zone génératrice,

Fig. & : Coupe réalisée aprés 2L heures.de culture : le nombre de noyaux ayant

i ncorporé la thymidine—3H est maximum & la périphérie de l'explantat.

coloration par Le bleu d'azur
Avant Leun paélivement, Les explantats on €48 mis a {ncuber pendant
6 heunes on présence de thymidine~H (A.S. : 25 mCi.m( ] a

20 pcime”!,

n: noyau ; nu : nucléole ; p : parenchyme ; zg : zone génénratrice.






PLANCHE IIT

OBSERVATIONS CYTOLOGIQUES DE FIGURES DE MITOSE.

Fig. 1 : Observation de la 1ére figure de mitose aprés 18 heures de culture,

& la périphérie de l'explantat.

Fig. 2 8 6 : Obgervation de différentes phases de la mitose sur des coupes

d 'explantats cultivés pendant 30 heures (pé€riode d'activité mitotique optimale).

Fig, 2 : prophase

Fig, 3 4 S : anaphase

Fig. 6 : télophase

coloration de Feulgen
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PLANCHE Iv

O BSERVATIONS HISTOLOGIQUES ET HISTCAUTORADIOGRAPHIQUES (Thymidine—3H)
REALISEES APRES L'APPARITION DES PREMIERES DIVISIONS CELLULAIRES.

Persistance de l'incorpcration_de la thymidine—3H, en particulier au niveau

de_la zone génératrice

Coupe réalisée aprés 36 heures de culture

Fig, 1 :

Coupe réalisée aprés T8 heures de culture.

Fig, 2 :
coloration par Le bleu d'azur

Avant Leun prélevement, Les tissus ont 8té mis a {ncuber pendant 6 heunes
dans une solution de thmidine-SH (A.S. : 25 mCimt™') @ 20 pcéome™.

Formation de l'assise cicatricielle

e

Fig. 3 : Aprés 30 heures de culture, oh observe l'apparition de divisions. péricli-

nes et de noyaux incorporant la thymidine—3H, 2 quelques couches cellulaires

du bord de l'explantat.

coloration par Le bleu d’'azun

Assise cicatricielle aprés 78 heures de culture

Fig. b :

coloralion de Brachet

Formatian de faisceaux critrovasculaires
o

Fig., 5 : Formation de faisceaux cribrovasculaires au niveau de la zone génératri-

ce aprés 3 jours de culture.

colonation de Brachet

Fig. 6 :-Faisceaux cribrovasculaires aprés 6 jours de culture
<

colonation par La soafranine et Le {ast green

nev : faisceaux cribrovasculaires ; pv : parenchyme vasculaire

ze : zone cleatricielle ; zg : zone génlratrnice.






PLANCHE v

ETUDE HISTOLOGIQUE DE LA DIFFERENCIATION ORGANOGENE

Fig. 1 et 2 : Apparition des premiéres cellules méristématiques & la périphérie

de l'explantat entre le 28me et le 38me jour de culture.

Fig. 1 : Observation de cellules méristématiques au contact de traché&ides a la

T28me heure de culture.

Fig, 2 : Observation de cellules méristématiques dans le parenchyme lib&rien
& la T28me heure de culture.

coloration pan La sagranine et Le {ast-green
Fig. 3 : Cellule recloisonnée observée au 4éme jour de culture

coloration de Brachet

Fig. 4 : Formation d'un épiderme au niveau d'un méristéme.Aprés 4 jours de culture,
on peut noter une nette discontinuité entre la région frontale et les tissus

adjacents.
coloration parn La sagranine et £e fast-green

Fig. S : Méristéme formé au contact de trachéides, aprés 5 jours de culture.

coforation de Brachet

Fig. 6 : Observation des &bauches foliaires et de l'apex caulinaire du futur

bourgeon apres 5 jours de culture

em : cellules menistématiques ; cn : cellule necloisonnée ; eb : Zbauche
§ oliairne ; p : parenchyme ; £ : trachéiide ; zg : zone génératrice.






PLANCHE VI

3

OBSERVATION HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE (URIDINE-"H ET LEUCINE*BH) REALISEE

AU COURS DES PREMIERES 24 HEURES DE CULTURE.

Ftude de l'incorporation de l'uridine—3H.

Fig. 1 : Incorporation trés précoce de l'uridine-3H aprés 2 heures de culture,

qui se produit surtout dans le nucléole et la chromatine

Fig. 2 : Aprds U heures de culture, l'incorporation a augmenté dans le nucléole

et la chromatine.

Fig. 3 : Apr@s 8 heures de culture : la densité des grains d'argent augmente

d e maniére importante au niveau des nucléoles et du cytoplasme
Fig. 4 : Apr@s 1l heures de culture, l'incorporation a lieu dans les trois

c ompartiments cellulaires : nucléole et surtout chromatine et cytoplasme.

E tude de l'incorporation de la leucine-BH

Fig. 5 : Coupe réalisée dans un explantat cultivé pendant 2 heures : 1l'incorpora-
t ion trés précoce est visible dans le cytoplasme et au niveau des noyaux.
Fig. 6 : Coupe réalisde dans un explantat cultivé pendant 4 heures : le

taux d'incorporation a nettement augmenté.

colonation pan Le bleu d'azun

Avant Leurn prélévement, Les tissus ont 28 mis & incuber pendant 2 hewres

dans une sofution contenant de R'unidine- H (A.S. : 25 mCimid') @ 20 pcime™!

) a 20 pcime”!,

ou de La Leucine-SH (A.S. : 1 Céumid
n : noyau.






PLANCHE VII

ETUDE HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE DE L'INCORPORATION DE RADIOELEMENTS AU NIVEAU
DES MERISTEMES PRIMAIRES.

Fig. 1 : Incorporation de la<thymidine—3ﬁ dans les noyaux d'un méristéme

d 'une culture dgée de 4 jours.

Fig. 2 : Incorporation d'uridine~3H dans les cellules d'un méristéme d'une

culture Agée de 4 jours. La radicactivité est localisée essentiellement au
n iveau du nucléole.

Fig. 3 :

d 'une culture agée de 4 jours.

coloration per Le bleu d'azun

Avant Leur prnélevement, Les explantats ont E£E mis & incuber pendant 1 heure

dans une solution contenant de £a thymidine- H (A.S. : 25 mCi mil™') @ 20 uCé me™
de-f'widine-3H (A.S. : 25 m Ciuml™') & 20 pCime™!, ou de Leucine (A.S. : 1 CL
mi) & 20 uce.me”l,

n : noyau ; nu : nucliole.

1

: Incorporation de la leucine—BH dans les cellules d'un méristéme primaire






PLANCHE VIII

REPRESENTATION DE QUELQUES TRANSFORMATIONS HISTOLOGIQUES AU COURS
DE LA CULTURE "IN VITRO" DES 'TISSUS D'ENDIVE.

Fig. 1 : Formation de la zone cicatricielle aprés 48 heures de

culture.

Fig, 2 : Faisceau cribrovasculaire formé aprés 4 jours de culture.

Fig. 3 : Cellules méristématiques apparues au contact de trachéi-

des, aprés 4 jours de culture.

chb : cellules du bord de L'explantat ; om : cellules mérnisitima-
Liques ; p : parenchyme ; pv : parenchyme vasculaire. ;
t : trachéide ; ze : zove cicatricielle ; zg : zone géndratrice.








