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I N T R O D U C T I O N  

Toutes les cellules d'un végétal possèdent en principe l'équi- 

pement génétique nécessaire à la recocstitution de la plante entière 

mais de multiples corrélations peuve~t empêcher l'expression anarchi- 

que des potentialités du génome et, au cours du développement, une 

séquence ordonnée de l'organogenèse s'établit. 

Sous l'action de divers stimulus, comme par exemple l'inter- 

ruption de corréla-1;ions entre les organes, des cellules diffdrenciies 

sont capables d'exprimer des potentialités jusqu'alors réprimées. 

Dans ce contexte, la méthode de culture "in vitro" des tissus, grâce 

à la rigueur de ses conditions expérimentales, peut être utilisée 

avec profit pour suivre Les transformations subies par les cellules. 

L'étude de la néoformation,spontanée ou non,de bourgeons 

végétatifs peut alors être un moyen favorable pour préciser nos con- 

naissances sur les séquences qui mènent d'une cellule quiescente à une 

structure organisée. C'est dans cet esprit que nous avons abordé 

ce travail. 



H I S T O R I Q U E  

ki ra ison de l e u r  i n t é r ê t  tant  pratique que fondamental, l e s  

p hénomènes de régénération ont don& l i e u  à de t rès  nombreuses publi- 

cations. Il  e s t  néanmoins possible de l e s  grouper en fonction de l e u r  

centre d ' i n t é r ê t ,  en études marphogén&tiques, histologiques e t  biochimi- 

ques. 

Nous rappellerons donc l e s  faits essen t ie l s  l e s  mieux é t a b l i s ,  

e t  l e s  pr incipales  interpré5ations auxquelles i l s  ont donné l i e u .  

1 ) Les études phys j ologiquen 

L e s  manifestations callogènes ou organogènes des cu l tu res  

de t i s s u s  peuvent ê t r e  spontanées ou provoquées par des substances 

stimulantes. Dès 1939, WHITE signale que l e  fa i t  de cu l t ive r  des 

t i s s u s  tumoraux de l 'hybr ide  de Nicotiana glauca x M.1anpsdorfii 

en milieu l iqu ide  provoque 18 néoformation des 3ourgeons. De 1940 

à 1942, GAUTERET montre que des fragments de t i s s u s  d'orme, de 

Peuplier e t  de Sureau donnent des bourgeons e t  que s i  ces néoformations 

ont l i e u  en présence de fa ib les  concentrations d'auxine, e l l e s  sont 

inhibées par l e s  f o r t e s  concentrations. 

A p a r t i r  de ces travaux, SKOOG e t  ses  collaborateurs ont  

abordé l e  problème &e 1a.régulation des phénomènes de morphogea2se. 

En 1948, SKOOG e t  TSUI: pensent q u ' i l  s ' ag i t  d'un contrôle chimique 

e t  mettent en évidence l ' e f f e t  stimulateur de l 'adénine. Peu apr$s, 

MILLER e t  Coll. ( 1956) d6coument un dérivé de l 'adénine,  l a  6-fur- 



fulylaminopurine, & laquelle ils*donnent le nom de kinétine. 

SKOOG et KILLER (1?57) en expérlnentant sur les tissus 

de Tabac éaettent alors l'hypothèse d'un contrôle honconal de la mul- 

tiplication cellidaire et de la formation des organes ; le rapport 

cytokinine/auxine orientant la néoformation, soit vers la formation 

de racines, soit vers celle de bourgeons. 

Depuis, la régulation de ltorganogenèse a suscité de 

nomkreuses recherches effectuées sur àes tissus très vxriés. L'action 

de substances trzs diverses, de différents extraits de tissus vé- 

gétaux et de liquides biologiques a étg étudiée. Une w e  d'ensem- 

ble de lcars effets a donné lien 2 de norcbreuses mises au point 

(PREVOT, 1939 ; rJAC!XZ?FT, 1959,1965 ; CHP2'PAG?TAT , 1961 ; !TITS€R, 

1967 ; BUTENKO, 1968 ; SKOOG, 1970 ; BIGOT, 197; ; RL??AULT, 1973, 

1974,1975 ; TPAN TF493 T!A?l, 1977 ; TEGZPE, 1378 a, b ) . Sien que le 
mode d'action des subst&ces utilisées soit souvent xal connu, on sait 

néanmoins orienter le développement des tissus vers une organogen?se ra-  

cinaire ou cauiinaire, ou le limiter à une simple prolifération cellulai- 

re. De plus, bien qu'il ne soit pas possible de généraliser l'hypothèse 

fie SKOOG et KILLXR sur la régulation des phénomènes dlorganogenèse 

par un équilibre auxine-kinétine, elle est sou-rect vérifize et; 

préoentel'avantage d'expliquer, de sranière simple, les potentialités 

des tissus par des gradients d'hormones endogènes. 

Sous cet aspect, les tissus d'Endive réagissent comme 

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



fragments de racine d'Endive sont d f a i l l e u r s  c ~ n n u s  depuis longtemps 

pour l e u r  capacité à produire spontanément des bourgeons ( GAUTHERET , 

194 1 , 1959 ; VASIL e t  HILDEBRANDT, 1966 ; GWOZDZ e t  SZWEYKOWSKA, 1967, 

1969b ) .Des travaux ont montré (wARMKE e t  WBRMKE, 19 j0) que l a  régénéra- 

t i on  d'organes e s t  sous l a  d-pendance de l a  teneur en auxine endogène 

des t i s su s .  Avec la  mise en évidence des cytokiuines dans l e s  t i s s u s  

d'Endive ( v A R D J ~  e t  NISTCH, 1961 ) , i-1 e s t  apparu que l e s  phénomènes 

d 'organogenèse sont sous l a  dépendance d'un éqpi l ibre  auxine-cytokini- 

ne ( GWOZDZ e t  SZtlEYKOWSKA, 1 967 ) . 
La formation des bourgeons ne peu? tou te fo i s  pas s e  ramener 

à ce seu l  équ i l ib re  ; d f  autres factews peuvent zod i f i e r  7 , 'e f f icaci té  

des hormones; par exemple, l e s  conditions lumineuses (BOURIQUET, 1966; 

LEGRAND, 1974 ) , l e s  éléments minéraux ( GWOZDZ e t  SZWEYKOkSKA ,1969b) , 

l e s  sucres ( GWOZDZ e t  sZWEYKOWSKA ,1969a ; LEFEBkRE , 1977 ) , 1 ' acide 

gibbérell ique (BESEMER e t  Coll., 1969 ; VASSEüT, 1978) ou i 'g thylène 

( LEFEEVRE, 1977) . Le bourgeonnement s e r a i t  5onc davantzge l e  résultat 

d ' i n t e r ac t i ons  complexes en t re  l e s  facteurs  endogènes e t  exogènes, 

s timulmts ou inhibi teurs  . 
De p lus ,  l e  moment d 'appl icat ion de ces d i f f é r en t s  facteurs  

joue un rô l e  important. Ainsi,  l a  p ro l i fé ra t ion  des $issus  de moelle 

de Tabac exige l a  présence d'une cytokininr e t  <'une a u l n e  mais 

l e s  deux substances ne sont. pas indispensables pendant t ou t e  l a  

cul ture .  Les cytokinlnes ne sont u t i l e s  dans l e  milieu de cu l tu re  que 

pendant 1 ou 2 jours, l ' auxine,  par contre, do i t  ê t r e  présente conti- 



nuellement ; ia séquence inverse ne produit qu'une croissance faible 

(BITSCH et BU1 DANG HA, 1967 ; NITSCH et LANCE-NOUGAREDE , 1967 ) . 
Ces auteurs pensent qu'au moment de l'activatinn de gènes,provoquée 

par le prélèvement 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 

déjà été soulignée (PATAU et Coll., 1957 ; OLSZEl?SKA, 1959) ; cette 

substance kgirait au niveau de 1 'ADN(NITSCH, 1967 ) et entraînerait 

une activation de synthèses nucléolaires ('OLSZWSKA,,~~~~ ; NITSCH, 

1967 ; GIFFORD et TJITSCH, 1969) puis La production d.'ARN de 

transfert ainsi que 6es ribosomes nécessaires aux synthèses protéiques. 

L'auxine interviendrait alors dans cette dernière phase car elle 

produit souvent une forte augmentation de 1 ' ARN ribosome1 , ce qui 

suggère que la régulation hormonale se déroule par étapes successives 

et s'oriente sous l'effet de substances variées au cours des différents 

stades du développement. Toutefois, si l'ordre dans lequel les subst.ances 

hormonales interviennent est important, les résultats vwient avec 

la nature des tissus, leur origine , leur état physiologique ainsi 

que leurs conditions de culture. Les régulateurs de croissance doivent 

donc être appliqués aux cellules, non seulement à la bonne concentration, 

mais aussi dans un ordre convenable, au moment approprié et dans des 

conditions de culture précises. Selon SKOOG ( 1973) , ces substances 

agiraiont en modulant l'expression des gènes déréprimés lors de 

1 ' excision des explantats , en permettant 1 'orientation du métabolisme 

dans une voie plutôt que dans une actre, sans affecter la nature mais - 
seulement l'équilibre des produits formés. 



En fait, si l'on accepte l'idée de la totipotence des 

cellules végétales, on peut se demander pourquoi certaines espèces 

ne produisent jamais d'organes "in vitrot1 ; cela test sans Coute 

dû au fait que toutes les conditions n'ont pas été réunies et cela 

montre que le mécanisme de la régulation des phénomènes d'organogenèse 

au niveau cellulaire est insuffisamment connu. 

2) Les études histologiques 

L'excision d'un fragment d'organe, puis sa mise en culture, 

entraînent de nombreuses modifications daas l'activité cellulaire , 

décelables au niveau ultrastructural. Ces remaniements fout partie 

d'un ensemble qui aboutit à la division cellulaire et, dans certains 

cas, à la formation d'organes. 

L'examen histologique des tissus et l'utilisation de techniques 

histochimiques pen&tt ent de distinguer les étapes caractéristiques 

de la différenciation organogène. Quels que soient les tissus 

utilisés, tous les travaux montrent une mise en place rapide 

de la division cellulaire, plis la fomtion d' ilôts méristéma- 

tiques de type primaire;ceci a été décrit : 

- dans le cas de la cau.ogenèse,chez:Begonia hiemalis 

(MIKKELsEN et SII?K, 1978), Bcgonia rex (3100~,1971 ; CHLYAHet T M  

THANII VAN, 1975), Nicotiana tabacum (THORPZ et MURASHIGE, 1970 ; MAEDA 

et THORPE, 1979), Or-yza sativa (NAKANO et MAE3A, 1979), Peperomia 



qriseo-argentea (BIGOT e-c BBULFERT, 1068) , Petunia in f la ta  (HA~JDRO 

e t  Coll., 1973) e t  ~ seudo t suga  menziesii ({CHEAH e t  CBENG, 1978) 

- dans l e  cas de l a  rhizogenèse , chez:Azukia arigularis 

( M I T S U H A Ç ~  e t  Coli., 1978), Larix sp. (JOKN, 1978) Petunia i n f l a t a  

(HAHDII0 e t  Coll . ,  1973), Phaseolus aurea (ELAZICH e t  HEUSER, 1979) 

Phaseolus vulgar is  (OPPESOORTH, 1978) e t  Finus r ad i a t a  (SMITH e t n  

THORPE, 1975) 

- dans l e  cas  de l'organogenèse florale,chez:Nicotiana - 

tbbscum (AGHION-PRAT, 1965 ; DIEN e t  T P ~  THANF VA%, 1974). 

La  fornation des bourgeons passe donc par des étapes 

siiccessives ; t o u t  d'abord on notesavant l a  mitose,des modifications 

i n t r ace l ï u l a i r e s  ; en pa r t i cu l i e r ,  l e s  nucléoles enf lent ,  s e  

vacuoliserit, e t  l eu r  nombre par noyau diminue. Ces observafions ont  

é t é  f a i t e s  sur  divers t i s s u s  (GIFFOR~ e t  NITSCH , 1969 ; BIGOT, 1971 ; 

VASIL, 1973 ; TRAN THANH VAN e t  DIEN, 1975 ; WILLIAMS e t  JOFDAN, 1980). 

Puis,  survient  une divis ion essez des ce l l u l e s ,  parmi 

1 esquelles ce r ta ines  s e  dédifférencient .  BWAT ( 1945, 1948) a é t é  

l e  premier à étudier  en d é t a i l ,  sur des t i s s u s  d'Endive e t  de Carotte,  ce 

phénomène de dédifférenciation.  Il  déc r i t  l e s  mod.ifications cytologiques 

subies par l a  c e l l u l e  e t  plus part iculièrement par son noyau. Il obser- 

ve en e f f e t  des groupes de p e t i t e s  c e l l u l e s  au cytoplasme dense e t  

au noyau volumineux à f o r t e  co lo rab i l i t é ,  qui  se  dist inguent a i n s i  



aisèment des cellules environnantes. Ces cellules forment ensuite 

un amas compact qui dans le cas d'un fu%w bourgeon, pourra différen- 

cier une assise épidermique et des ébauches foliaires. 

Toutes les études histologiques concernant l'origine 

des bourgeons révèlent que si le processus de formation reste le 

même, la localisation varie en fonction de l'espèce considérée. Les 

bourgeons peuvent provenir de différents types de tissus et s'y 

former superficiellement ou en profondeur. Dans le cas de Cichorium 

intybus , BUVAT ( 1945) puis CAMUS (1 949) ont mcntré qi;e les bourgeon? 

étaient formés superficiellement mais pouvaient également avoir une 

origine plus profonde, en particulier au niveau du cambium, des cellu- 

les périvasculaires et même parfois du phloème. Des observations 

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

De manière 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 phloème qui a subi un 

recloisonnement (BWVAT, 1945). 

Dans certains cas, les organes peuvent se former à partir 

de tissus on de cellules "cibles" prédéterminées et aptes à produire 

une réaction organogène immédiate après un retour à un état dédifféren- 

cié. Il en est ainsi, par exemple, à partir de la cellule basale des 

poils glanduleux de Begonia rex (BIGOT, 1971 , 1976) ou des tissus 

épidermiques ou sous-épiderniques chez Naut ilocalyv Ipchei ( TRAN 

THANH VAN et DRIRA, 1971 ; HA BGOC et TRAN TRXNH V>N, 1979) 



llutilisation du microscope électronique a permis ensuite 

de préciser les transformations éle la structure cellulaire. Les résul- 

tats obtenus moatrent essentiellement que la variation de 1.a propor- 

tion des régions granulaire et fibrillaire du noyau, l'apparition d'une 

zone claire à llintérieur du nucléole, la dispersion de la chromatine, 

la fornation fie polyribosomes dans le cytoglasme et l'dtération 

de la morphologie des mitochondries traduisent une activité intense 

(GIFFORD et NITSCR, 1969 ; ROSE et SETTERFIELD, 1971 ; VASIL, 1973 ; 

JALOUZOT, 1976 ; DELTOUR et Coll., 1979). De nombreuses nypothèses 

ont été émisessur le rôle joué par la vacuole nucléolaire.Elle 

interviendrait selon de BARSY et Coll . ( 1974 ) , BYRNE et SETTERFIELD 

( 1977) et MORENO - DIAZ DE LA ESPINA et, Coll. ( 1980) dans le trans- 

port de certaines substances du nucléole et plus précisèment de 

certains ARN. La plüpart des auteurs acceptent cependant 1' idée 

d'une corrélation entre les modifications de l'aspect ultrastructural 

du nucléole, sa vacuolisation et la synthèse d'ARN. L'emploi de tra- 

ceurs radioactifs a rendu possible la localisation de sites de synthèses 

ceilulaires et les études dynamiques. L'autoradiographie après incor- 

poration d'uridine tritiée a montré qu'effectivement les cellules 

activées sont le siège d'une synthsse importante dlAiW (de BARSY 

et Coll., 1974 ; BYRNE et SETTERFIELD, 1977) . D 'autre paït , 1 'utili- 
sation de thymidine tritiée a permis à BIGOT (1971) de mettre en 

évidence le rôle privilégié joué par la cellule basale du poil 



glanduleux de Begonia rex et à PATAU et Coll. (1957) , à N I T W H  ( 1967) 

chez Nicotiana %bacun ainsi qu'à JALOUZOT ( 1976) chez Cicer nrietinum 

de montrer que le t~aumatisme dû à l'excision povoquait une modifica- 

tion de l'activité nucléaire,ce qui se traduit par une incorporation 

importante du traceur dans les noyaux donc par une syrithèse active 

d'ADN. 

Ces travaux sur la localisation tissulaire des synthèses 

d'ADN, la détermination cinétique des divisions cellulaires (DIEN et 

TRAN 'iXkHH VAN, 1974 ; BROSSAIID, 1975 ; TRAN THANH VAN et DIEN, 1975 ; 

CELYAH, 1978) et la mise an éviaence de la compartirnentation de la 

synthèse d'Am (Ge BARSY et Coll., 1974 ; BïRNE et SETTERFIELD, 1977 ; 

COHEN et CROTTY , 1 979 ; SHININGER , 1980 ) apportent donc de nombreuses 

précisions sur la régulation de l'expression génique, 

3) Les études biochimiques 

Des travaux réalisés sur des matériels très divers ont 

permis da décrire les évènements cellulaires et moléculeires qui 

surviennent lors de la stimulation du m~tabol~sme,provoqvr6e jar 

et la mise en dture, que les tissus présentent d'ailleurs 

ultérirurement ou non des phénomènes d'organogenèse. On observe 

une augmentation de la respirstion (LEAVFR et KEY, 1967 ; THCRPE 

et MEIER , 1972 ; KING et CHAPMAN, 1973)~ de la quantité dtATP 

( T H o R P E , ~ ~ ~ ~ ~ )  ,des taux d'ADN, d'Am et de protéines (GUILLOT, 

1966 ; Y E W  et AITCHISON, 1973 ; VATUTAB et IMASEKI, 1973 ; 
a 



1976 ; BCUNIOLS, 1977 ; BYnNE et SETTEFPIELD, 1977 ; OPPENOORTH , 1979 ; 

OBA et Coll. , 1978) , de la fcrmation des polysomes (LEAVER et KEY, 

1 967 ; YEOMAN et AITCHISON, 1973 ; JALOUZOT, 1976) ou encore une 

activatioxl de divers systèmes enzymatiques corne les peroxydases 

( LEGRAND et VMSEUR, 1972 ; SROSSARD, 1975 ; GASPAR et Coll. , 1977 ; 

TANAKA et URITANI, 1977 ; T33RPE et Coll., 1978 ; NAKANISHI, 19791, 

les invertases (MATSUSHITA et URITANI, 1974 ; TANAKA et URITANI, 1979) 

e t les enzymes associées à la synthèse de poly-phénolç (TANAKA et URITANI, 

1 977 ) ou d'ADN ( WATANABE et IYASEKI , 1977 a et b ) . 

Quelques chercheurs se scnt intéressés plus prticu- -4- 
1 ièrement à suivre l'évolution des acides nucléiques et des protéines 

lors du passage de cellules de l'état quiescent à un état activé. 

A insi, LACHARME et STEIMAN ( 1970) décrivent, après le repiquage de 

tissus de Dauc*ls carota et avant la première division, les processus 

de formation et de dégradation de 1'ARN qui précèdent de qaelques 

h eures les modifications métaboliques de l'ADN. De même, sur des 

fragments dlh~ocotyles issus de la germination de graines de 

C icer arietinum, JALOUZOT ( 1971 ) observe des faits similaires, c 'est-à- 

dire dans un ordre chronologique, la synthèse dtARY, de protéines 

puis d'ADN, elle-même suivie du déclenchement deç mitoses. Plus réceri- 

ment, à par5ir de ?rotoplastes de Bicctiana tabacum, GIGQT et Coll. 

(1977) ont montré qu'une synthèse dVARN et de protéines accompagnaient 

6 galement le -hénomène de dédifférenciation. 



D'autre part, des synthèses d'acides nucléiques ont pu être 

associées au processus de différenciation, par exemple lors de la 

f ormation de racines chez Lycopersictun esculentum ( GUILLOT, 19661, 

de bourgeons par des fragments 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 . 
c hez Zea mays (VM? DE W A L L E  et Coll., 1976) et Raphanus sativus 

(ASPART et Coll., 1980 ; DELSENY, 1977). En outre, en utilisant des 

cultures de cotylédons de Pseudot suas menziesii , HASEGAWA et Coll . 
(1979) puis YASU'DA et Coll. (1980) ont trouvé que les tissus producteurs 

de bourgeons synthétisent des protéines de faible poids 

moléculaire. Selon ces chercheurs, ce - serait l'évènement biochimique 

le plus précoce susceptible d'être associé à la différenciation de 

bourgeons. 

Dans certains cas, il a été montré que les tout premiers 

êvknement s détectables avant la duplication de 1 'AD?? consistent en 

des synthèses de différentes classes d'AR8 puis de protéines ; leur 

analyse permettant de deux comprendre la séquence de réactivation. 

De telles études ont permis de détecter la formation d ' ARN de haut 

poids moléculaire puis d'MN ribosc7maiur et solubles az cours Ces pre- 

mières heures de la culture de tissus de Daucus carota (LACETARME 

et S T E I W ,  1970) ainsi que l'existence précoce d'une synthèse d'MN 

messager suivie de la production massive d'Am ribosomaux lors des 

premières étapes de ia dédifférenciation des celluies de moelle 



de T~~bas (PARENTI et C~ll., 1977) . Par ailleurs, JALCUZOT ( 1976) a 

observé, chez Cicer arietinm, des synthèses successives d'ARN à 

caractère messagrr, dlARN ribosomaux puis de protéines nucléaires 

nan histoniques, elles-mêmes suivies d'une stimulation de classes 

plus larges de protéines. De même, SAS0 et Coll. ( 1978, 1980) signa- 

lent la formation très précoce d'ARE polyadényléssuivie de la production 

dlARN ribosomaux en réponse à l'excision de fragments de Solanum 

tuberosum. 

Tout ceci indique que les ARN et les protéines totales 

nouvellement synzhdtisés correspondent en fait à des synthèses 

successives de différentes classes de rcol6cules, qui constituent 

une succession d'évènements caractéristiques de l'activation. 

Certains travaux ont cependant montré que le premier évènement 

moléculaire détectable immédiatement après le boulever sement de 

l'activité métabolique des cellules était une syrlthèse d'ADN. 

Une telle synthèse très précoce a été mise en évidence après une modi- 

fication de If environnement des cellules par blessure (NITSCH, 1967 ; 

KUPILA et TKERMAN, 1971 ; SIl.IARD, 1971 ; JALOUZOT 1976 ; BROECKAERT 

et VAN PmLJS, 1978) ou par traitement hormonal (DELSENY, 1977). Selo~ 

G U I L U  e t  Coll. (1968) ce serait un ADN satellite riche en G + C 

qui p~urrait coder pour la synthèse des 4RN ribosomaux cytoylasmiques. 

Les avis semblent cependant assez partagés car si JALOUZOT ( 1976) 

et HASE et Colla ( 1379) suggèrent la duplication de régions localisées du 

génome, sans toutefois pouvoir établir leur rôle, DELSEXY (1977) 
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propose la possibilité d'une contamination bactérienne. 

En ce qui concerne ces problèmes de dédifférenciation et 

d 'organogenèse, la majeure partie des observations constitue néan- 

moins un ensemble assez hétéroclite de résultats obtenus à partir 

de matériels divers. Il n'est donc pas possible de proposer une 

interprétatiot générale satisfaisante. 

Les méthodes que nous avons employées ne diffèrent pas 

fondamentalement de celles de nos prédécesseurs mais nous les 

avons utilisées sur le même matériel biologique et nous avons pris 

soin de décrire précisèmeat les évènements histologiques et cytolo- 

giques avant d'entreprendre une investigation biochimiq~e. 

Rous avons abordé, dans le cadre de ce travail, un problème 

morphologique précis : la caulogenèse. Après avoir décrit le matériel 

biologique et les techniques expérimentsles utilisées, nous précisons 

les conditions favorables à la formation des bourgeons et déterminons 

ensuite les modifications histologiques qui accompagnent l'apparition 

de ces bourgeons. 11 est alors possible d'essayer de définir au niveau 

cellulaire et moléculaire, au moyen de techniques hist.oautoradiogra- 

phiques et d ' analyses biochimiques , les évènement s qui accompagnent 

l'entrée en mitose des cellules et l'orientation de leur différencia- 

tion vers la formation de bouzgeons. 



1 T E C H N I Q U E S  

A) MATERIEZ VEGETAL ET REALISATION DES CULTURES 

Le présent travail a été réalisé sur des racines tuberi- 

sées d'Endive (~ichorium intybus .L. var. witloof) conservées à la 

température de &OC, en sachets plastiques. 

Les racines sont désinfectées dans'une solution dPhypochlo- 

rite de calcim à 140~.l-',~endant 25min.,puis rincées gar 3 bains 

successifs dans de l'eau stérile. Des explantats de 6 pmi de diamètre 

et de 2 mm d'épaisseur sont alors prélevés,à l'aide d'un trocart, 

selon la technique de !ARGARA et, Coll. ( 1966) préconisée par LEFEBVRE 

( 1977) . Nous n'avons utilisé que la partie nédiane de la racine, 
éliminant la pointe et le collet,afin d'éviter les variations dues 

au gradient d'hormones endogènes (WARMCE et WARMKZ, 1950 ; VARDJAN 

et NITSCY, 1961 1 . 
 près leur prélèvement, 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 

solidifié par de la gélose (6'/00), puis stérilisé par autoclavage 

à 1 lo°C pendant 25 min.  près ensemencement, les tissus sont placés 

durant 30 jours dans une pièce maintenue à 24' et gclairée en permanence. 



B) 1 

L'étude des t i s s u s  a é t é  r éa l i s ée  au microscope photonique 

selon l e s  techniques décr i t es  par  LANGERON ( 1949 ) . 

'1 ) Préparation des coupes 

Ces fragments de racines sont f ixés  pendnnt 24 h dans un 

mélange F.A.A. (foraaldéhyde ;- acide  acétique,  éthanol 5 95Oc ; 

10/5/85 V / v )  . Les 30 premières minutes du trai tement sont effectuées 

sous vide ,  a f i n  de permettre une meil leure pénstrat ion du f ixz teur .  

Les explmLats sont ensuite r incés  pendant 24 h à l ' e a u  courante 

e t  subissent une deshydratation par des bains successifs  d 'éthanol 

e t  de xy1ène;avant d ' ê t r e  inclus dans de l a  paraffine.  Ils sont 

finalement débi tés  en coupe de 10 ym d'épaisseur qui seront dépara- 

f f inées  avant de subir  l e s  d i f fe ren tes  colorations.  

2)  Colorations 

Ces colorations ont pour but  e s sen t i e l  l a  mise on évidence 

des acides nucléiques. Nous avons u t i l i s é  : 

- l a  coloi.ation de Feuigen (LISON, 1960) pour l a  mise en 

évidence des zones a a c t i v i t é  mitotique intense (hydrclyse 'i2min, colo- 

r a t i on  24 h, ADN coloré en rouge). 

- l e  mélange pyronine-vert de méthyle (BRACHET, 1953) pour 

mettre en évidence l e s  zones r i ches  en ARN (colorat ion : 3 h ,  ARN 

coloré en rose ,  ADN coloré en b leu) .  



- l a  dol~ble colorat ion szfranine-fast  green pour l e s  observa- 

t i o n s  histologiques.  

( z a f r m i n e  : 4 h , f a s t  green knin.,AD1? coloré en ronge, pa ro i  e t  

cytoplasme colorés  en v e r t , p a r o i  l i g n i f i é e  colorée  en rouge) .  

Après des temps var iab les  de cu l tu re ,  l e s  éx2lanta ts  sont 

m i s  à incuber ,  2, 2 4 ' ~  e t  à l a  lumière, des un mil ieu n u t r i t i f  l i qu ide  

constamment s g i t é ,  contenant l e  précurseur t r i t i é  e t  &entuellenent 

quelques gout tes  de tween sour f a c i l i t e r  l ' incorpora t ion .  

Des e s sa i s  ?réalables  ont 6 t6  effectu6s  a f i n  de détermicer 

l e  teaps  d'incubation perrvettant une incorporation s a t i s f a i s a n t e  , 

accompagnée d'un b ru i t  d e  fond re lz t ivea-nt  peu iniportant. 

Pour analyser 1 'AR??, nous avons incubé l e s  t i s s u s  pendant 

2 h en présence d ' ~ r i d i n e - ~ ~  ( r é f .  '?2*Qd 85 3 ;A.S .: 25mCi.m~-' ) 

2 l a  concentration de 20 li~i.ml-'; c e t t e  incubation e s t  sucvie 

- 1 
d'une chasse de 15 n?in.par l ' u r i d i n e  non radioact ive  à 10 mg.1 . 
Quelques lames tgnoins subissent  un t r a i t enen t  de contrôle  par 

une solut ion d 'ac ide  cerchlorique 'à 1 $ pendant 18 h à 4 ' ~  

a f i n  d ' éliminer 1 'AN?.  

Poim llADB, nous avons cho i s i  deux temps d ' incubation,  

2 h ou 6 h,  en prEsence de t h h y m d i ~ ~ e - ~ ~  ( réf .  TMM 79 ~;~.~.:25mCi.d4-'  ) 

à l a  conceiltration de 20 p ~ i . n ? l - l  : 



Pour l e s  proté ines ,  l e  temps d'incubation e s t  de 2 h en 

présence de l e ~ c i n e - ~ ~  ( r é f  . TMM 1 17 A ;A. S.: 1 CM+'~-' )à l a  

concentration de 20 ii~idml-' . 
Quel que s o i t  l e  précurseixr u t i l i s é ,  après un lavage à 

l t e a ü  courante, l e s  f r a g m e ~ t s  sont f i x é s  par l e  mélange F.A.A., 

- r incés ,  deshydratés e t  inclus  dans de l a  p . raff ine .  Les coupes de 

1 0 ~  d'épaisseur sont col lées  sur des lames géle,tinées. 

Après l e  déparaffinage, l e s  coupes de t i s s u s  contenant 

de l a  thymidine t r i t i g e  sont t r a i t é e s  par une solut ion d 'acide 

perchlarigue 5 1 % pendant 20rnin.à.h0c, a f i n  d ' ex t ra i re  l e s  nucléotides 

solubles. 

Les lames sont ensui te  recouvertes, à l ' obscur i t é ,  par 

de 1' émulsion photoaraphisue ( ILF'ORD ~5 ) di luée  de moitié. Après 

une exposition de 4 à 6 jours,  e l l e s  sont passées dans l e  révéla- 

t eu r  (KODAK D 19. b) ,  f ixées  par une solut ion de th iosu l fa te  de 

sodium à 30 % e t  colos&es pendant 2min.dans l e  bleu d'azur B à 

0 , l  %. 
Sur l e s  autoradiogrames obtenus à l ' a i d e  de l a  t h y ~ n i d i n e - ~ ~ ,  

nous avons dénombré l e s  noyaux marqués sur une surface déterminée 

e t  nous avons comparé l e s  v d s u r s  obtenues à d i f f é r en t s  stades 

de l a  culture.  Mais, d'une manière ginerale ,  nous n'avons u t i l i s é  

1 ' histoautoradiographie que pour p réc i se r  qualitat.ivement l e s  résul-  

t a t s  des analyses biochimiques. 



D) TECHNIQUES B1OC"rIIMIQIiTS 

Les variations du métabolisme des acides nucléiques et 

des protéines au cours de la culture sont étudiées à l'aide de 

marquages isotopiques,suivis de l'extraction et du dosage de ces 

macromolécules. 

1 ) Iflarquagces isotopiques 

a) incorporation de ~r6curseurs radioactifs - ---__-----_-__-- ---- - ----- ----- -.-- -- 
Les tissus, enviror 25 fragments, prélevés aprss des 

temps variables de culture, sont mis à incuber à 24°C et' 2 lalumière 

dans le milieu nutritif agité, contenant un des précurseurs radio- 

actifs suivants : 

- ~hy-midine-~~ (réf . TMM 79 B ; A. S. 25 mCi .ml~i-' ) à la 

concentration de 12,5 pci. ml-' . 
3 - Uridine- H (réf. TMM 85 B ; A.S. : 25 rn~i,mbf-~ )à 1% 

concentration de 12,5 p~i.ml-~ . 
- Uridine-lhC (réf. CMM 213 ; A.S. : 57,8rn~i~nK' )à la 

concentration de 3 pci.ml-' . 
-  euc ci ne-3~ (rEf. TMM 117 A ; A.S. : 1 CW')~ la 

concentration de 12,5 p~i.ml-'. 

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

d'éliminer l'excès de précurseur radioactif, puis congelés à l'azote 

liquide. 
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L'incorporation des précurseurs radioac$ifs pouvant être modifiée 

par une perméabilité variable des cellules au cours de la culture, 

nous avons vérifié que les valeurs exprimées ne sont pas modifi6es 

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

La radioactivité est évalu&e à l'aide d'un compteur 5 scintil- 

lation liquide (Intertechnique "ABAC"-SL 40) sur des ~arties diquates 

de 0,2 à 1 ml, prélevées 2 partir des solutions d'acides nucléiques 

et de protéines, auxquelles on ajoute de 2 à 8 ml d'un mélange de 

scintillation (~ciua Luma - ~oci6tG ~umac) . 

2) Extraction des acides nucléiques totzux eV des protéines 

Les tissus congelés sont broyés dans l'azote liquide juçquf$ 

l'obtention d'une pou<re, Des lots de 2 g subissent à &OC une première 

préparation en vue de l'extraction proprement dite (F ig.  1). 

La seconde opération permet d'extraire, puis de séparer les 

acides nucléiques et les protéines. Cette étape peut être réalisée 

selon trois procédés différents qu'il est difficile de choisir 2 priori, 

car la validité des résultats dépend essentiellement des tissus utilisés. 

Une analyse comparative (BLONDEL, 1979) nous aamenéeà retenir la 

méthode de SCHNEIDER ( ~ i g .  2) qui, par hydrolyse au moyen d'acide 

perchlorique àchaud, libère de l'ADN et de 1'ARN. 

3) Méthodes de mesure des constitua.nts biochimiqces 

a> f i ~ s g ~ ~ - s ~ ~ c t y ~ ~ ~ ~ $ ~ ~ 4 ~ ~ i 9 g ~ - ~ ~ ~  acid:~-~:g&~~g~g~ 

La densité optique est mesurée à la longueur d'onde de 260 nm sur un 



spectrophotonètre diffgrentiel (LERES SL 40). Une unité de densité 

optique mesurée dans ces conditions au moyen d'une cuve de 1 cm 

-1 
de trajet lunineux, reprgsente l'équivalent de 40 p&L d.'acides 

ribonucléiques. 

b) dosage de l'ADN à la diphénxlamine ---- ---------------------- ------ 

LIAI)N est dosé selon la méthode de BURTON (1956 ) .  Le rSac%if 

se compose de : 

l .- ~cétaldehyde puriss 2 2 % dans l'eau ( 1  ml) 

- 1,5 g de diphénylmine dans 100 m l  d'acide acétique 

aoditioncé de 1 ,5  nJ. d ' acide sulfurique (200 ml) . 
A 2 m l  de ce réactif, on ajoute 1 ml de la solution à doser et on lais- 

se la coloration s'établir pendant 20 h 2 30°C et ; 11~bscurit6. 

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

photomètre 5 600 nm. L'étalonnage est effectué 2 l'aide d'un ADN 

cornercial (ADN de thymus de veau). 

c ) ~ g ~ ~ g ~  des ~ g g t & f  22% 

Les protéines sont dosées Selon 12 technique de LOTJRf et 

Coli. (1951) telle qu'elle a été décrite pas VASSFLJR (1978). 

4 )  - Extraction et fractionnement des différentes catégories 

a) méthode d'extraction 

Pour être valable, une néthode d'extraction doit répondre à 

un certain nombre d'exigences . Elle doit permettre : 
- l'obtention de molécules à structures 

aussi voisines que possible de celles pr6sentes dans la cellule. 



- l'action des enzymes intracellulaires doit être totalement 
i nhibée . 

- lfP3B extrait doit être dépourvd de protéines. 

Dans ces conditions, on o'ttient un ARN nstif , exempt de dégradation 
et représentant les différentes classes dlARN. Une des méthodes les 

plus employées consiste à extraire les ARN cytoplasmiques par le 

phénol à et les ARN nucléaires à la tempgrature de 60'~. 

(SCHEFRER et DARNELL, 1962). Toutefois, étant donné le risque d'aggré- 

e;ation des molécules dlARN ribosomal aux températwes élevbes, noils 

avons préféré ne travailler qu'à hoc mais en utilisant un milieu 

d1e:rtraction à pH alcalin qui permet un bon rendement en ARN messager 

(BRAWERWN et Coll., 1974). La méthode est la suivante : 

Les fragnente 4e racine, à raison de 15 8.20 g de matière 

fra?che,sont congelés d m s  l'azote liq- ide, broyés au mortier, puis 

mis en présence d'un Uampon Tris-HCl(53 mE-), pl1 9 ,O contencnt de 

l'acétate de Mg ( 5  m ~ ) ,  du NaCl (100 mM) et un inhibiteur des ribo- 

nucléases le S.D.S. (1 %) à raison de lml,g-'de tissu frais. Le nélange 

est homogénéisé par 3 passages de 15 secondes chacun dans uri homoggnéi- 

- 1 seur de type "Ultra Turre.xfl à la vitesse de 15000 trs.min. , puis agité 

pendant 25min.à k0cen présence d'un volume égal d'une solution phénoli- 

que composée de : phénol (100 g), 8-hydroxyquinoléIne (0,1 g), méta 

crésol (14 g) et Tampon Tris -HCl, pH 9,O (25 m l ) .  

 près 5rnin.de centrifugation à 5000 g, la phase phénolique 

est éliminée. Oc répète l'opération par adjonction de la solution 



phénolique, puis  l a  phase aqueuse e s t  à nouveau déprotéinisée par un 

mélange chloroforme (99 % )  alcool isoamylique ( 1  '%) e t  précipi tée  

pendant une nu i t  à -20 '~  par deux volumes d ' a lcoo l  absolu en pré- 

sence d'une solut ion amenée à 0,15 M en acé ta te  de sodium. 

Une centr i fugat ion de 30min.à 10000 g permet de r e c u e i l l i r  

le-précipi té  qui e s t  ensui te  dissout dans un tampon Tr i s  (10 m l 4 )  , 

pH 9,0, contenant de l ' a c é t a t e  de Na (100 m ~ )  e t  de llED!!?A-Ba2 

(10 m ~ ) ,  puis  p réc ip i té  à nouveau. Ces opérations de précipi ta t ion-  

dissolut ion sont répétges en moyenne 4 f o i s .  

- - Les acides nucléiques dissouts dans un tanpon Tris-HCi 

(20 a), pH 7,2 , N a C l  (10 rnM) e t  acéta te  de bfg ( 5  m ~ )  sont a lo r s  

soumis à 1 ' act ion de l a  d~soxyribonucléas t  ( BOERINGER MANNHEIM, r é f  . 
15469) à ra ison de 5 yg pour 700 pg d'acides nucléiques pendant 30min. 

à hoc. Celle-ci e s t  ensui te  éliminée par deux déprotéinisations 

successives par l e  mélange chloroforme - alcool  isoamylique. Les 

ARN sont finalement r ep r i s  d m s  un tam~on Tris-HC1 ( 10 M), pf! 7,5 

c ontenant de 1 'EDTA ( 13 mM) , du KCN ( 10 r r ~ )  e t  un inhibi teur  

des  nucléases : l e  polyvinyl su l f a t e  de potassium (20 mg.1-' ) 

e t  conservé préc ip i té  sous a lcool  en  rése en ce de NaCl (0,15 M) 

au congélateur à -20'~. 

b )  ~ u r i f i c a t i c n  ...................... aes e x t r a i t s  

Les e x t r a i t s  obtenus selori l a  méthode déc r i t e  présentent 

souvent une colorat ion ve r t e  due à l a  présence de contaminants 

c Norophyll iens qui  rendent d i f f i c i l e  l ' éva lua t ion  quant i ta t ive  

précise  des ARN e t  qui  se  signalent ,  en lumière ul t ra-viole t te ,  

par  des rapports  de densi té  optique,,à d i f fé ren tes  longueurs 



F k .  3 : : CentriPugaVion en gradient  de CsSO des A?N e x t r a i t s  de 4 
t i s s u s  cu l t i vé s  pendant 84 heures e t . incub6s  pendant 2 heures 

dans une solut ion d ' ~ r i d i n e - ~ ~  (A.S .25 m ~ i .  1124-' ) à i2,5 p ~ i .  ml-' . 
Des f rac t ions  de150 p l  sont co l lec tées  ; on détermine l e u r  

densité optique (-) à 260 m e t  l e u r  r ad ioac t i v i t é  (--e---). 

La pente du gradient  e s t  donnée à p a r t i r  des  deux donsi tés  

extrêmes. 



d'onde, assez f a i b l e s  : 260/280 de 1,3 1 à 1,57, e t  260/230 de 

1,18 à 1,43. Ces contaminants,qu'iïs soient  l i é s  à l a  présence 
L 

de chlorophylle ou de composés poly-phénoliques toujours abondants 

dans l e s  t i s s u s  de plantes ,  s 'associent  avec l e s  acides nucléiques 

pour former des complexes q u ' i l  e s t  d i f f i c i l e  ensui te  de d i ssoc ie r  

( N ~ U R Y  e t  POSSIITGHAM, 1977) e t  qui co-précipitent en présence 

d'alcool. Comme par a i l l e u r s  un ce r t a in  nombre de solvants organi- 

ques t e l s  que l ' é t h e r  éthylique ou l e  chloroforme ne pemet ten t  

d'éliminer qu'une p a r t i e  de ces substances, nous avons essayé 

de pu r i f i e r  nos e x t r a i t s  par l ' u t i l i s a t i o n  de gradients de densi- 

t é  ou par tamisage moléculaire. 

) gradient de densi té  en Cs SOL ............................. 
L a  centr i fugat ion isopycnique en gradient de su l f a t e  de 

césium e s t  ef fectuée de l a  manière suivante : 200 pg environ 

d'ARN sontd i ssou ts  dans 4,5 ml d'une solut ion tamponnée  ris- 
- 1 

H C 1  10 mM, pH : 7,2 ; polyvinyl s u l f a t e  de potassium 20 p g . d  ; 

NaCl 100 m ~ )  de CsS04 de densité moyenne égale à 1,57 g . m l - l .  

La centrifugation e s t  r é a l i s ée  à 25OC, dans un ro tor  SV 50-1 

à 33000trrmi&endant 48 heures. 

Le p r o f i l  d 'é lut ion obtenu après 1.a détermination 

de l a  densité optique des d i f fé ren tes  f rac t ions ,  montre deux 

p i c s  d i s t i nc t s  : ( ~ i g .  3 )  : 

- l ' u n  ( a ) , s i t u é  à me densi té  apparente (moyenne de 

t r o i s  déterminations) de 1,58 g.ml-', e s t  const i tué  de matériel  



10 20 0 30 
N fractions 

: P r o f i l  d'exclusion sur  Sephadex 6 50 (43 cm x 1 cm $1 des acides 

ribonucléiques e x t r a i t s  des t i s s u s  cu l t ivés  pendant 84 heures e t  

incubés pendant 2 heures en présence d l ~ r i d i n e - ~ ~  (A.s .  : 25 ci.m!4-') 

à 12,5 p~i.d-l. L a  solut ion dlARN (0,5 m l )  e s t  déposée au sommet 

. de l a  colonne qu i  e s t  a l o r s  gluée par  un tmpon T r i s - H C 1  ('1 0 1124) , 
pH 7,8 contenant 20 \I&. nl-' de polyvinyl s u l f a t e  de potassium, 10 mM 

dtEDTA e t  de 0,02 % d'azide de sodium. On co l l ec t e  l e s  f r ac t i ons  

de 2 m l  dont on détermine l a  dens i té  optique à. 260 mn (-)et l a  

r ad ioac t i v i t é  (-), 



non nucléique et présente une coloration verte. 

- l'autre (b) situé à une densité moyenne da 1 $67 s.ml-' 

rassemble les ARN et la radioactivité qui leur est associ6e. Le 

spectre d'absorption en lumière ultraviolette de ces ARN ne 

signae pas la présence de contaminations importantes. 

)filtration sur Sephadex 5 50 ..................... a..... 
A -- 

Le profil d'absorption à la sortie de la colonne de 

Sephadex G 50 montre également 2 pics : (~ig. 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 à'absorption en lumière ultra-violette 

caractérisé par des rapports de densité optique à d-ifférentes 

longueurs d'onde : 260/280 et 2601230,qui sont toujours égaux 

ou supérieurs à 2, signe d'un degrg de pureté satisfaisant. 

- le second (b) présente une coloration verte et rassem- 
ble la plupart des pigments chlorophylliens. Cependant, lorsque 

les extraits sont effectués à 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 lumière ultraviolette, présente un maximum vers 

240 - 245 nm et s'apparente vraisemblablement aux cozcposés phgnoly- 
ques dont les tissus de plantes sont toujours très riches. 



8 ) conclusion .......*... 
Les gradients de densité en CsS04 et la filtration 

sur Sephadex G 50 permettent donc de purifier correctemett 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 manière systématique. 

Des fractions d'environ 150 à 200 pg d'ARN en solution 

dans 200 )rl maximum de tampon Tris-HC1 (20 m ~ ) ,  pH 7,5 contenant de 

1'EDTA (10 mM3, du NaCl (50 m ~ )  et du SDS(0,2 %)sont déposées 

sur des gradients de saccharose de 5 à 20 '$. Les gradients sont 

réalisés au moyen de l'appareil de BRITTEN et ROBERTS ( 1960) relié 

par une pompe pgristaltique à un système de remplissage automatique 

des tubes de centrifugation (~uchler "auto-densiflow"). Les tubes 

de nitrate de cellulose de 5 m i  sont ensuite soumis. durant 3 heures 
.- 1 

à une centrifugation à 50 OOOtrs.~n.(Ultracentrifugeuçe Beckman 

modèle L, Rotor ZW 65). 

Le fractionnement des gradients est réalisé automatique- 

ment par un dispositif ISCO. La densité optique des différentes 

fractions est mesurée sur spectrophotom$tre à 260 nm et leur 

radioactivité est évaluée. 



II R E S U L T A T S  

A )  IIECRERCHE D'UN MILIETJ NUTRITIF F'AVORABLF: AU 

Les fragments de racine d'Endive cu l t ivés  "in v i t r o "  

sont capables de produire des organes de façon spontanée, en . 

l 'absence de tou t  apport exogène de substances de croissance. 

Dans c e t t e  i t ude ,  nous avons voulu r é a l i s e r  une condition 

expérimentale qui  ne permette l a  formation que de bourgeons, ceci  

de façon homogène e t  reproductible,  a f i n  d 'ef fectuer  l e s  études 

histologiques e t  biochimiques. 

Nous sommes pa r t i e  d'un mil ieu minéral simple const i tué  

des macro- e t  microéléments de l a  solut ion de HELLER (1953) 

auxquels on a joute  du f e r  e t  nous avons étudié l ' inf luence 

de l a  t a i l l e  des explantats ,  de substances homonales e t  de 

ce r ta ins  composés organiques t e l s  que l e  glucose. 

Nous avons chois i  d ' u t i l i s e r  des explantats  de p e t i t e  

t a i l l e  car l ' é t ude  de l a  formation des organes nécess i te  l ' u t i l i -  

sa t ion  d'un système simple e t  homogène, dans lequel  l e s  phénomènes 

de +corré la t ions  sont rédu i t s  au miiiimum. De -lus,  un t e l  système pourra 

favor iser  l ' ana lyse  des e f f e t s  c rodui t s  par  l e s  changemeats des conditions 

externes a i n s i  que par l ' appor t  des substances exogènes. 



TABLEAU 1 : Action conjuguée de l'acide indolylacétique (AIA) 

et de la kinétine (Kin.) sur le bourgeonnement des 

fragments de racines d'Endive cultivés en présence 

de 2 % de glucose. 

TABLEAU II : Action conjuguée de l'acide indolylacétique (AIA) 

et de la kinétine  in.) sur la rhizogenèse de r 

fragments de racines d'Endive cultivés en présence 

. de 2 % de glucose. 

Liu ttéaLL4;ta;tb a o n t  aptLOnéa en nombtte moyen d' owanu pm 
e x p h x a t  . 



En nous insp i ran t  des ;t'ravaux de LEFEBVRT (1/77), nous 

avons u t i l i s 6  un milieil n u t r i t i f  contenant 2 % de glucose e t  

dépourvu de phytohormones, sur  l eque l  nous avons m i s  en cu l t u r e  

des fragments de 2 mn d ' é p a i s s e ~ r  e t  de 6 nm ou 8 mm de diamètre. 

Dans ces condit ions,  tous  l e s  ~ x p l a n t a t s  produisent  à l a  f o i s  

des bourgeons e t  des rac ines  e t  rious avons finalement r e t e n u  

l e s  plus p e t i t s  pour l esque ls  l e s  phénomènes de po l a r i t é  

sont supprimés. Sur de t e l s  explanta ts ,  nous avons ensui te  v é r i f i é  

l e s  e f f e t s  conjugués de l ' m x i n e  e t  de l a  k iné t ine  sur l a  

production des organes (~ab1eai .x 1 e t  II). 

Corne nous pouvions nous y a t t endre ,  l ' auxine inhibe 

l a  formation des bourgeons do able au 1) e t  favor i se  c e l l e  des 

racines   ableau au II) . Bien que de nanière beaucoup plus  f a i b l e ,  

l a  kinét ine  exerce également un e f f e t  i nh ib i t eu r  sur l e  bourgeon- 

nement mais r ëdu i t  par  contre l ' e f f e t  de l ' auxine (?ableau 1). 

En ou t re ,  c e t t e  c-ytokinine diminue l a  production de racines  pour 

-6 -1 
des  concentrations supérieures à 10 M:l e t  modère l ' e f f e t  s t i -  

mulant de l ' a c i d e  indolylacétique sur  l a  rhizogenèce  ableau au II) . 

Les sucres pouvant égalenent jouer un r ô l e  important 

dans  l e s  phénomènes d'organogenèse, nous avons exminé l ' a c t i o n  

de d i f fé ren tes  concentrat ions en glucose, s u r  l a  production 



Nombre inoyen d'organes 

par explantat 

Fin. 5 : Action du glucose s la production de bourgeons (-1 et de 

racines ( ) par des e-lantats de racine d'Endive cultivés 

sur nilieu dépourvu de substances hormonales. 

F ig. 6 : Action de la kinétine sur le bourgeonnement (-) et la 

rhiaogenèse 6 -c -) de fragments de racines d'Endive cultivés sur 

un milieu dépourvu de sucre. 



des organes. Ce sucre s'est mantré inhibiteur de la formation 
y, 

des bourgeons (Fig. 5)  ; au-delà de 3 %, 1' inhibition est 
\\ 

d'ailleurs totale et les tissus brunissent et se nécrosent. 

Le glucose diminue également la production de chlorophylle et 

réduit la formation de racines pour des concentrations supérieures 

L'examen de ces différents zésultats fait ressortir 

que l'intensité du bourgeonnement la plus élevée est cbtenue 

en l'absence de phytohormones, lorsque le glucose est ?résent 

dans le milieu à la concentration de 2 $    able au 1). Ce résulte,t 

appasaît normal si l'on considère l'action classiquement inhibitrice 

de l'auxine sur.la formation des bourgeons mais il l'est moins 

en ce qui concerne la kinétine. C'est pourquoi, puisque le glucose 

inhibe la'formatian des bowgeons (Fig. 5) ,  nous avons tes%$ 

l'efficacité de la kinétine en l'absence de sucre. 
1 I 

Dans ces conditions (~ig. 6), le nombre de bourgeons 

ndofomés en présence de kinétine est optimai à la dose de 

-6 -1 10 ML ; au-delà, des phénomènes d'inhibition se manifestent 

et à la doso de 1 0 - ~  M&-' les manifestations organogènes cessent 

totalement. 

-6 -1 Le milieu contenant de la kinétine 10 K i .  est donc, 

dans nos conditions eqérimentales, non seulement le plus favora- 

ble à le formation des bourgeons mais il empêche également 

la formation des racines. En outre, la réponse organogène des 



tissus est constante lors d'expériences successives réalieées 

tcut au long de la &iode de conservation des racines d'Endive 

et elle est très homogène dans les différents lots expérimentaux. 

Les ,tis sils soat compacts et .très chlorophylliens, 

surtout au nivea.u de la zone génératrice. La chlorophylle est 

visible à la surface des explantats dès le 3ème jour de culture 

et les bourgeons apparaissent vers le 8ème jour (planche 1 ) .  

B) ETUDES HISTOLOGIQUE: ET H I S T O A U T O R A D I O G R A ? R I Q ~  

Il nous a sembl6 Mj?ortant de suivre avec précision 

le déroulement de l'évolution des tissus à 1 ' intsrieur des explan- 
tats, afin de mieux interpréter les modifications biochimiques 

~bservées au cours de l'activation et la diffgrenciation des 

cellules. 

Les bourgeons apparaissent entre le 8ème et le 10ème 

jour de la culture mis auparavant, le métabolisme des cellules 

est profondèment modifié pour permettre une reprise de l'activité 

mitotique et la formation de nodules méristématiques. C'est à 

ces premières étapes que nous nous sommes plus particulièrement 

intéressée. 

Une étude prélimiriaire réalisée par les .méthodes 

histologiques classiques, nous a permis de suivre la mise en 

place des mitoses, l'apparition des premiers méristsmes primaires 

et leur différenciation en bourgeons. Mous avons ensuite utilisé 

la technique d'histoautoradiographie, afin de situer les périodes 



de synthèse de constituants macromol~culaires,tels que l'ADN, 

1'ARN et les ~rotéines,visualisés dans les cellules par la présence 

de grains d'argent. En particulier, nous nous sommes attachée 

à localiser ces synthèses au cours de la culture, en fonction 

de l'évolution histologique des explantats. 

 étude histoautoradiographique des ARY 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 considére l'histoautoradiographle comme 

une technique de localisation des sycthèses dont l'aspect quanti- 

tatif est du domaine de l'analyse biochimique. 

L'ADN a été traité de manière différente car la mitose 

et la synthèse d'ADN (phase S) permettent de définir le cycle 

cellulaire. Xous avons donc réuni ces deux catégories de résul- 

tats expérimentaux afin de mieux rendre compte de la chronolo- 

gie =t de l'aspect dynamique des éaènements considérés. 

1 )  Activation cellulaire et initiation des organes 

Nous avons situé l'entrie des cellules en phase "S" 

grâce à l'incorporation de thymidine tritiée dans l'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 phloème, de cambium et de xylème. Les noyaux 

dos cellules sont de petite taille ; il son* scu~~ent collés 



Noyaux marquÉs 

F i e *  7 : Evolution au cours de l a  c u l t u r e  de l a  d e n s i t é  de noyaux marqués 

s u r  ilne surface de coupe, en foact ion  de l e u r  s i t u a t i o n  au s e i n  
. . de f r a g x n t s  de r ac ines  d'Endive : daris l e s  prey.znres co!lches c e l -  

l u l a i r e s  périphériques ( -),dans l e  xy1èrr.e e t  l e  pnlo2ne 

! - e t  au niveau de l ' a s s i s e  généra t r i ce  ( +) 

Avant l e u r  prél-èvement, l e s  t i s s u s  ont  é t é  m i s  5 incri ter  pendaii': 
- 1 6 heures dans une soliitiori contenant 20 pCi.al de thymidine-''. 

(A . s .  : 25 m~i.rn!-') 

TABLEAU TI1 : Evolution de l ' i n d e x  mi to t ique  e t  du % de noyaux m a r -  
q v . 6 ~  au  cours des  premières heures de c u l t u r e .  

Les comptages ont  e t 6  e f fec tu6s  s u r  500 c e l l u l e s  environ e t  

les r é s u l t a t s  son t  exprimés en %. 



contre l a  paro i  des c e l l u l e s ,  cdntiennent g6néralement p lus ieurs  

nucl6oles de t a i l l e  rédui te  e t  l eu r  nucldoplasme e s t  t r S s  coloré  

(planche II, Fig.  1 ) . A ce t  i n s t an t ,  aucun méristème ,primaire n ' e s t  

v i s ib l e .  

Durant l e s  10 premières heures de cu l tu r e ,  a u m e  synthèse 

n e t t e  n ' e s t  dé tèc tab le  (planche II, Fig. 2 ) ,  l e  noyau e s t  encore 

de p e t i t e  t a i l l e  e t  souvent plur inucléolé ,  t ou t e fo i s ,  il tend à 

occuger une pos i t ion  centra le  dans l a  ce l l u l e .  

Après 12 heures de cu l tu re ,  nous constatons à l a  pér i -  

phérie-de T e x p l a n t a t  e t  au niveau du carcbium, une r é ~ . c t i v i t é  

nucléaire e t  nucléolai re  qui consis te  en une rgduction du nombre 

de nucléoles par n o p u  a i n s i  cri'er, -me a ~ ~ p e r , t a t i o r .  3e la t n l l l e  

des d z w  organi tes  (planche II, Fiq. 3 ) .  A ce moment, l e s  oremiSres 

synthGszs sont v i s i b l e s  sur l e s  bords du f r a p e n t  (planche II, Fig. 4 ) .  

Après 18 heures de cu l tu re ,  l e s  synthèses s 'é tendent ;  

e l l e s  se  produisent également au niveau de l a  zone gSnératrice,  

essentiel lement au peine de rencontre des éléments vasculai res  

e t  du l i b e r  (planche II, Fig. 5-6) .  C'est  à ce stade quteepparais- 

scnt l e s  premières divis ions  c e l l u l a i r e s  (planche III, Fig. 1 )  

à l a  pér iphér ie  des explantats.  

A l a  2kème heure, l e  nombre de noyaux ayant incor?oré 

de l a  thymidine t r i t i é e  e s t  maximum i ~ i @ ; .  7 )  (planche II, Fig.  7 

e t  8)  e t  5 heures plus  t a rd ,  l a  dens i té  des f igures  de mitose 



observées est optimale  a able au III) (Planche III , Fig. 2 à 6 )  ; 

dès lors, la synthèse d'ADN se ralentit progressivement et les 

noyaux contenant de la thymidine tritiée se trouvent alors essen- 

t iellement au niveau de la zone génératrice (planche IV, Fig. 1 et 

2) 

D'une manière généraLe, la plus forte densité de noyaux 

synthétisant 1'ADB se situe au niveau du cambium, principalement 

à ses extrémités, mais aussi & la périphérie du fragment, 

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

La siteion de ces noyaux et les recloisonnements (divia- 

s ions périclines) traduisent à 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 à 3 jours de culture (planche 

IV, Fig . 4 ; Planche VI11 , Fig . 1 ) : elle est formée de quelques 

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 néofornées s'entourent 

d 'une zone génératrice pour f ormer des faisceaux cribrovascu- . 

laires aux 3ème et 4ème jours de la culture, ces faisceaux ont 

une disposition inverse; en effet, le liber est à l'extérieur, 

au contact du tissu préexistant qui est constitué par an paren- 

c hyme vasculaire (Planche IV, Fig . 5 et 6 ; Planche VIII, 
Fig. 2). 

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



bord de l'explantat,des ilôts de petites cellules isodlamétriques 

présentant nettement un caractère de cellllles méristématiques ?ri- 

maires : noyau et nucléole très volumineux et fortement, colore- 

ôles (planche V, Fig. 1 et 2 ; Planche VIII, Fig. 3) ; on observe 

au niveau de ces coyaux des synthèses d'AD9 (planche VII, Fig. 1 ) .  

Ces îlôts cellulaires proviennent soit de plusieurs cellules 

dédifférenciées, soit plus rarement, d'une seule cellule recloi- 

sonnée (planche V, Fig. 3)  ais il est à noter qu'aucune cellule 

spécialisée particulière n'est à l'origine des méristèmes. Le 

futur épiderme de ces méristèmes eaulinaires est visible dès le 

hème jour de culture (Planche V, Fig. 4 )  puis EU 5èmc j~ur ce 

sont les initiums foliaires et l'apex caulinaire qui se diffé- 

rencient (planche V, Fig. 6). La surface des explantats pré- 

sente alors quelques nettes protubérances puis les tissus 

se déchirent et les premiers bourgeons apparaissect à l'exté- 

rieur des tissus vers le 8ème jour de culture. 

Nous avons constaté, lors de cette étude, que l'organe- 

genèse est plus précoce sur le bord des explantats et gagne 

progressivement le centre. L'initiation ne se fait donc pas 

au même moment ?Our tous lez bourgeons. De plus, en comparant 

le nombre de méristèmes contenus dans les explantats et le 

nombre de bourgeons développés, nous constatons qu'une certaine 

proportion de méristèmes reste inhibée à l'intérieur des 

tissus. 

En ce qui concerne la situation des méristèmes, nos 



CELLULE QUISSCENTE 
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Différenciation 
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Fin .  8 : Potentialités cellulaires des tissus de racine S'Endive 

au cours de la cuïture "in vitro". 



05servations confirment celles de BWAT ( 1345) ; en effet, on 

les trouve essentiellement au contact des trachéides et,à proxi- 

mité de la section, dans le parenchyme libÊrien et au niveau de 

1 a zone génératrice (planche V, Fig. 5). 

2) Conclusion 

C'est donc au cours des trois premiers jours de culture 

que se décide-le devcnir des tissus puisque c'est durant cette 

période qu'ont lieu l'activation cellulaire et l'initiation des 
i 

organes. 

La synthèse des acides nucléiques est détectée dans 

un premier temps par une nodification de la structure et de la 

colorabilité du noyau et du nucléole et plus particulièrement 

par une incorporation intense de thymidineg~. 

Nous avons pu constater qu'après une synthsse d'ADN 

iinportaiite, de la 18ême à la 24ème heure de culture, survient , 

vers la 30ème heureyune vague de mitoses. 

La localisation des premières synthèses et des premières 

divisions à la périphérie des explantats permet de supposer 

l'existence d'un stimulus mitotique dû à la blessure, qui serait res- 

ponsable, en particulier, de la formation d'une assise cicatriciel- 

le. Ce stimulus s'étend ensuite à la totalité du tissu. Le phénomène 

d 'activation gagne alors surtout les cellules de la zone 

qui, étant don& leur état indifférenci6,constituent 

une cible préférentielle. 



D'autre part, la formation des méristèmes représente une seconde 

étape importante où ceux-ci sont le siège de synthèses accrues qui 

aboutissent à la formation Ces bourgzons. Au coirrs de cette période, 
--_ 

l'influence du milieu de culture est déterminante puisque c'est 

en fonction de l'équilibre hormonal que s'établit l'orientation 

de 1 ' organogenèse : 

 évolution Ce l'ensemble des cellules s'effectue 

donc selon le schéma proposé par NITSCH et LANCESJOUGAEiEDE 

(1967) pour les cellules de moelle de Tabac et que nous avons 

adapté (Fig. 8) à notre matériel. 

C) ETUDE BIOCHIMIQ,UE 

Les nombreuses modifications cytologiques observées 

srécédemment suggérant l'existence de transformations métaboli- 

ques importantes, nous avons suivi l'évolution des acides 

nuclêiques et des protéines ainsi que 1 ' incorporation de 

précurseurs dans ces ma6romolécules. Les phénomènes mis en évi- 
* 

dence grâce à l'autoradiographie ont été' analysés quantitative- 

ment par 1' emploi de techniques biochimiques. 

1) Croissmce des cultures 

Dès le premier jour de culture, on assiste à une impor- 

tante entrée d'eau dans les tissus. Le phénomène se régularise 

ensuite et ne reprend de fisnière plus intense qu'au momer1.t 
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Fig . 9 : Varia t ions  du pollrcentage en eau ( +) e t  des poids de matière 

f r a î che  (A-) e t  de matière sèc;ie (A) au cours de l a  

c u l t u r e  " i n  v i t r o "  de f r a p - e n t s  de rac ines  d'Endive. 



de l ' appar i t ion  des bourgeons. Pendan% ce temps, l e  aoids de 

matière sèche r e s t e ,  au contra i re ,  prztiquement constant 

( ~ i g .  3 ) .  S i  l ' on  t i e n t  compte du f a i t  que, comme nous l e  

ver rons  plus l o in ,  l e s  t i s s u s  sont 12  siège de synthèses impor- 

t an t e s  d 'acides nucléiques e t  de protéine?,  on ne peut expliquer 

- l a  constance du poids de matière sèche que par  des dégradations 

qui ont l i e u  simultanément e t  qui in té ressen t  vraisemblable- 

ment,en grande o a r t i e ,  l e s  glucides. 

2 )  Métabolisme de l ' A D N  

Dans l e  chapi t re  précédent, nous avons su iv i  l ' en t r ée  

d es  ce l l u l e s  en phase "S" puis l a  p r ~ g ~ e s s i o n  de cel les-c i  

jusqu'à l a  d ivis ion ce l l u l a i r e .  Ces divis ions ,qui  s fe f fec tuen t  

de façon part iel lement synchrone,ccnstituent notre  pr incipal  

point de repère au cours de c e t t e  étude. Nous wons ,  en e f f e t ,  

voulu r é a l i s e r  une analyse quant i ta t ive  a f i n  d'évaluer globaïe- 

ment l ' A D N  présent dans l e s  t i s s i ~ s  e t  de déterminer son a c t i v i t é  

de synthèse. 

L'ADN a donc é t6  e x t r a i t  des explantats  à divers s ta-  

des de l eu r  cu l tu re  e t  ana.lysé ; l e s  r é s u l t a t s  confirment ceux 

obtenus par autoradiographie e t  s i tuen t  l e  début des synthèses 

vers l a  12kme heure ( ~ i g .  10). Cette synthèse e s t  ensui te  forte-  

ment stimulée ?Our a t t e indre  son maximum vers  l a  30ème heure ; 

au-dela, il y a diminution des taux de synthèse qui s'accen- 

t u e  rapidement après 48 heures de cul ture .  



M.S. 

Fig .  10 : Métabolisne de l'ADN en fonction du temps de culture. 

Avant le prélèvement pour analyse, les tissus ont étj mis 

à incuber pendant 2 heures en présence d'une solution de 

t h ~ m i d i n e - ~ ~  (A.s .  : 25 m~i.mIll-')à 12,5 p ~ i  .A-'. 
Les résultats sont 'ex-rimés en pg d'ADN/10 mg M.S. (-) 



Au cours des trois premiers jours de culture, la quantité 

d'ADN présente dans les tissus a plus que iioublé, l'augmentation 

la plus nette se produit au cours du 2ème jour, c'est-à-dire 

au moxcent de la division cellulaire. 

Lors de la formation des méristèmes primaires, nous 

avons trouvé une assez faible activité de synthèse de llADN 

suivie d'une augmentation relativement rapide et importante de le 

quantitg d'ADN. La faible ampleur des synthèses détectées à ce 

moment peut être due au fait qulelles ne concernent qu'me asssz 

petite proportio2 de cellules mais ééjalemerlt au fai.t qu ' elles 

prennent le relais des synthèses qui se sroduisent au niveau 

des zones cicatricielles, et et quF ~ont,elles, 

en diminution constante. 

L ' étalement dans le temps de 1 apparition des iréi>istèmes 

et le nombre important de cellules ne participant pas au p3éno- 

mène d'organogenèse contribuerait donc à masquer ou à at5énuer 

certains évènements. 

Nous avons également noté que le pourcontage de cellules 

en mitose (index mitobique) est inférieur au ~ourcentage des 

cellules présentant des noyaux marqués, tels que nous avons pu 

le calculer pnz autoradiographie au able au III), ce qui permat 

de supposer qu'un certain nombre de cellules doit présenter 

un phénomène dlendopol.flloIdisation. Il semble, en effet, 

que toutes les cellules qui synthétisent l'ADN ne subissent 

pas obligatoirenent la mitose. 



Fig. 11 : Evolution de l a  teneur  en ARN (pg/100 mg M.S. ;+) 

e t  de son a c t i v i t i  spécif ique ( ~ . p . z i . . ~ ~ - '  d'AR:! ; au 

cours des premières 24 heures de l a  cu l tu re .  

Avant l e  prélèvement, l e s  t i s s u s  ont été mis à incuber pendant 

1 heure, dans une so lu t ion  contenent 12 -5. i i ~ i . m l - l  d ' ~ r i d i n e - ~ ~  

( A.S. : 25 m~i.rnM-'). 



Nous retenons donc deux moments importants dans le néta- 

bolisme de l'ADN : l'un se situe vers la 30ème heure et 

correspond à la phase "S" qui' précède la mitose, et l'autre vers 

le hème jour et correspond à l'initiation des méristèmes. 

3) lJ6tabolisme de 1'ARN 

a) Evolution des ARN totaux au cours de la culture 

Lors des premiÉres 24 heures de culture des explantats, 

l a cinétique d'incorporation de l'uridinePii (~ig. 1 1  ) montre 

l'existence d'une synthèse précoce dlARN, qui débute dès la 

hème beure 'et comprend deux phases distinctes : 

- la première, dont l'activité optimale se situe vers la 8ème 

heure, ne modifie pas la quactitg dfARN ; notons cependant 

que, tout au début de 1.a cd.ture ,survient une légère diminution, 

vraisemblablement due à des phénomsres de dégradation liés au 

prélèvement et à la mise en culture des tissus. 

- la seconde, dont le pic de synthèse apparaît vers la 14ème 
heure s'accompagne par contre d'une faible augmentation des ARN 

totaux. 

A la suite de ces modificati~ns pr&oces, on observe 

(~ig. 12) une importante stimulation de la synthèse d'PiEüV qui 

s'amplifie à partir du 2ème jour et dont le maximum se situe 

vers la 84ème heure, c'est-à-dire au moment de la formation des 



Fig. 12 : f!étabolisme de l'AR:? en fonc t ion  du temps de c u l t u r e .  

Avant l e  prélèvement, l e s  t i s s u s  ont  été m i s  5 incuber pendant 2 

heures dans une s o l u t i o n  contenant de l 'ur idine-14C 

( A . S .  : 57,8 r c i . r $ ~ '  ) 2 l a  dose de 3 @i. nl-' . 
Les r é s u l t a t s  sont exgrimés en pg dfARN/100mg !.1.S. ( - ) 
e t  en c.p.m.. i i g - ' d ' ~ ~ î ~  (-1. 

diametrc (prrj) 

i 

1 heures 
1 1 1 I 1 1 1 8 1 1 

O 12 
I 

24 3 6 48 60 

Fia. 13 : Evolution de 1s t a i l l e  moyenne d e s  n o y a u  e t  des nucl.6oles ( -O- 9 --+- ) 
au cours des  3 premiers jours  de c u l t u r e ,  



méristèmes orinmires. A cet%e synthèse fait suite une augmentation 

régulière de la quantité globale d'NIN qui se stabilise à partir 

du 4èlne jour tandis que les synthèses se ralentissent. 

 étude histoautoradiographique nous apporte un 

certain nombre de renseignements suppl~men';aires. Deux 

heures après l'excision, les noya-u sont encore de petite 

taille et possèdent plusieurs nucléoles. Après incorporation 

3 
d'cridine-H , des grains d'argent sont cepeadant déjà visibles 

au niveau da la chrmatine et, en nombre plus important, au 

niveau du nucléole (Planche VI, Fig . 1 ) . Cette incorporatj on 
sl~cccntue lors des deux heures suivantes (planche VI, ~ig.2). 

Parallèlement, on observe quelques modificat?ons cytologiques 

qui traduisent l'activité précoce dcs cellules : en particulier, 

l'accroissement des volumes nucléaires et k;lcléolaires (Fig . 13) , 
la réduction du nombre de nucléoles et l'apparition des ~zcuoles 

à l'intérieur de ces derniers. Ces phénomènes, que nous constatons 

encore sur nos coupes après la vague de divisions, seraient le 

signe d'une stimulation cellulaire (LACHARME et STEIMAN, 1970 ; 

VASIL, 1973;. 

A la 8ème heure, l'incor~oration des radioéléments 

s'effectue de façon prépondérante dans le nucléole (planche 

VI, Fig. 3), ce qui indiquerait une synthèse prédominante 

de précurseurs d'ARN ribosomaux. Puis, ;;usqutà la 20ème heure 

environ, c'est la chromatine qui présente la plus grande acti- 

vité (planche VI, Fig. 4).  Parallèlement, et dès la 8ème 



heure, on assiste à une forte augmentation de 1 ' incorporation 

du radioélément au niveau du cytoplasme. 

Après le ler jour de culture, les trois compartiments 

cellulaires continuent d'être le siège de synthèses. 

A l'image de ce qui se produit pour l'ADN, les phénomènes 

sont surtout nets au niveau de ïa zone génératrice et à la péri- 

phirie des explantats. 

Au moment de la foncation des méristèmes primaires, 

vers le 3ème jour de culture, on observe également me incor- 
-- 

p ~ration d'uridine-% au niveau des nuSléoles des cellules 

méristématiques (planche VIX, Fig. 2) ; cela vient donc s'ajou- 

ter aux synthèses qui se produisent dans l'ensemble des 

t issus et peut peut-être expliquer la stimulation, brutale 

de l'activité sp6cifique observée à ce moment (l?ig. 12). 

Ces résultats nous amènent à faire quelques remarques. 

Tout d'abord, nous constatons que la transcription débute très 

rapidement et qu'elle peut se définir en 3 périodes : 9 - 8 H, 
8 - 14 H, 14 - 84 H, cette dernière période étant caractérisée 
par la formation des méristèmes entre le 2ème et le 3ème jour.On peut 

alors ke demander si les ARN produits à ces différents moments 

correspondent à des molécules identiques . En effet, la période 
O - 8 H est caractérisée par la synthèse importante d'ARN au ni- 

veau du nucléole et avec une intensité moindre dans la chromatine, 

La période 8 - 14 H par des synthèses cytoplasmiques et nuclgo- 

plasmiques, accompagnées d 'une augmentation des taux d ' ARN 



e t  la  3ème périgde par des synthèses général isées  auxquelles 

s 'a joutent  des synthèses nucléolaires v i s i b l e s  dans l e s  cel-  

l u l e s  des méristèmes néoformés. 

u a l i t a t i v e  de 1' i n c o r ~ o r a t i o n  d '   rid di ne-^^ b)  &~?LSS-~ --------------------- -------------------- 

dans l e s  d i f fé ren tes  cat&ories dlARN ------.-------------- --------- 

Afin de savoir  s i  l e s  ARN synthét isés  aprss 8 ,  14 e t  

84 heures (3'ig. 11 e t  12) corresponden% bien,  comme l e  suggère 

1' analyse autoradiographique, à des molécules d i f fé ren tes ,  nous 

avons su iv i  l ' évo lu t ion  des diverses catégories dlARN au cours 

d e  l a  cul ture .  Nous avons aussi  analysé l e s  t i s s u s  prélevés 

après 4 heures de cu l tu re ,  puisque l 'autoradiograpkie révèle  

déjà  une synthèse dlARN (planche V I ,  Fig. 2 ) .  Nous nous sommes 

cependant l imi tée  à mettre en évidence l e s  AR8 à renouvellement 

rapide e t  pour cela ,  nous avons u t i l i s é  un temps de marquage 

court .  Dans tous  l e s  cas ,  l e s  t i s s u s  ont  été incubés peadant 

30 min. en présence d ' ~ r i d i n e - ~ ~ .  Les ARN ont  ensuite é t é  

e x t r a i t s ,  p u r i f i é s ,  puis  analysés sur gradient .Comme qela e s t  

classique avec l e s  t i s s u s  de plante ,  nous dé s igne ro~s  l e s  A R 3  

a i n s i  séparés ?ar l eu r  coeff ic ient  de sédimentation : ARN 

4-5 S ,  18 S e t  25 S. 

On consta te ,  que de façon générale,  ( ~ i g .  14)  une 

incorporation de 30min.correspond à une r é p a r t i t i o r  hétérodis- 

perse de l a  rad ioac t iv i t é  dans l e s  ARR. Bans l e s  t i s s u s  témoins 

( O  h )  l a  rad ioac t iv i t é  e s t  t r è s  f a i b l e  e t  concerne essen t ie l l e -  

ment des molécules qui sédimentent vers  4-5 S e t  18 S. Dès l a  

hème heure de cu l tu re ,  le-marquage s ' i n t e n s i f i e  e t  in té resse  
t 

des c lasses  plus  variées de molécules, de h-5 S à 25 S .  Ensuite,  
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Fig. 14 : Apparition d'MN à renouvelbe?ent rapide dans l e s  

explantats  de racines d'Endive à di f fé ren t s  moments 

de l a  cul ture  (0 ,  4,  8 ,  14 e t  84 heures). 

Les t i s s u s  ont  é t é  e s  à incuber pendant 30 minutes en présence 

d ' ~ r i d i n e - ~ ~  (A.s. : 25 m~i .mM- '  ) à 12,5 p ~ i . m l - l .  

200 )~g d'Am sont déposés à l a  surface d'un gradient l i n é a i r e  de 

saccharose ( 5  à 20 %) e t  l a  centr i fugat ion e s t  r é a l i s ée  pendant 

- 1 3 heures à 50000 trs. min. . 
Nous avons représenté en abscisse l a  rad ioac t iv i t é  des f r ac t i ons  

en c.p.m. 102, e t  en ordonnée l e  numéro des f ract ions .  La  frractj.on 

O correspondant au sommet du gradient .  

Pour l e s  ARN e x t r a i t s  des t i s s u s  avant l eu r  ensemencement ( O  h) 

nous avons f a i t  f i gu re r ,  pour exemple, l e  p r o f i l  d 'é lut ion en densi- 

t é  optique. Nous nous sommes ensui te  l imi tée  sur  l e s  au t res  gra- 

phiques, à s igna le r  l e s  constantes de sédimentation obseruées, par 

des f lèches  ( a )  



la radioactivité augmente nettement. Après 8 heures de culture, 

l'incorporation est prépondérante dans les fractions légères 

et moyennes du gradient. A la 1 @me heure, le phgnomène 

s'amplifie et le profil de radioactivité met en évidence 

une incorporation préférentielle du précurseur radioactif 

au sein de molécules sédimentant vers 18 S. De plus, on 

observe un marquage important au sein de fractions plus 

légères et plcs lourdes du gradient. Enfin, après 8b heures, 

la polydispersion es? toujours importante, mais l'intensité 

de l'incorporation est plus faible et les ARN synth6tisés 

sont représentes en grande partie par des mol-écules de faible 

poids moléculaire. 

La comparaison de ces différents profils nous apporte 

un certain nombre de renseignement=. 

La distribution polydispersée de la radioactivité 

sur les gradients de saccharose,compte tenu du temps de 

marquage court, peut suggérer la présence dlARN à propriétés 

- messagères. 

Dès la hème heure de culture, la synthèse de ces 

ARN est nettement amorcée et le phénomène' s'accentue au cours 

de la culture. A la 14ème heure, on observe l'apparition de 

classes d'ARM beaucoup plus variées qui présentent une activité 

de synthèse plus élevée. 



L'incorporation du grécurseur radi0acti.f à la 84ème 

heure de culture est faible, bien que correspondant pourtant 

5 une période pendant laquelle l'activité de synthèse de 

11.4RPT total est la plus importante ( ~ i ~ .  11  ) . Ceci s'explique 
cependant par la faible durée d 'incorporation ( 3 0  min. ) 

qui ne permet pas d'apprécier la formation des NIN stables 

18 S et 25 S, dont la synthèse prédomine vraisemblablement 

durant cette période. 

Enfin, les synthèses nucléolaires décelées par 

l'autoradiographie, en particulier à la 8ème et à la @+$me 

heure de culture, laissaient supposer la présence de 

précurseurs dlARN ribosomawc 3 renouvellement rapide, Il ne 

nous a cependant pas été possible de mettre en évidence 

ces précurseurs de poids mol6culaire'très élevé ( >25 S) 

dans les fractions lourdes des gradients de densité. 

A la 84ème heure, le petit nombre de cellules concer- 

nées peut expliquer la très faible quantité de ces précurseurs 

et la difficulté de les déceler. Cette interprétation est cepen- 

dant moins acceptable à la 8ème heure puisque nous avons observé 

de très nombreuses cellules dont les nucléoles sont marqués. 

Cela nous n donc mené à mettre en cause la technique d'extrac- 

tion utilisée qui ne permet pas d'obtenir cette catggorie de 

molécules. Des observations identiques ont d'ailleurs été réali- 

sées par ZOILY-FODIL ( 1979) à partir de tissus de Parthenocissus 

* 



Fig. 15 : Evolution de l a  teneur en proteines (pg/10 mg ?!.S. + ) 
- 7 e t  de l e u r  a c t i v i t é  spécifique ( c . p . n ÿ i ?  proteines +) m 

cours des premières 24 heures de l a  cu l tu re .  

Avant l e  prélèvement, l e s  t i s s u s  s n t  été nj.s à incuber pendant 
- 1 

1 heure da is  une solut ion contenant 12,5 .pCi.ml de l e ~ c i n e - ~ l ~  

(A.s. : 1 ~ i . m ~ - ' )  



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

extraits pouvant, être due au broyage des tissus ainsi qu'à 

la technique d'extraction proprement dite. En effet, si 

l'extraction à pH : 9 , O  et à b°C que nous avons utilisée, 

présente l'avantage de limiter l'activité nucléasique, elle ne 

permet l'obtention essentiellement que d'ARN d'origine cyto- 

plasmique ( DELSENY , 1 477 ; VASSEUR , 1 978 ) . 
Quoiqri'il' en soit, l'analyse des ARN confirme 

les observat.ions histoautoradiogra~hiques et traduix une 

mise en place rapide des synthèses qui s'étendent ensuite 

et se diversifient. 

4 )  ~4étabolisme des protéines 

Comme la synthèse protgique doit subir de profonds 

bouleversements au cours du passage de l'état quiescent à 

l'état réactivé, nous avons suivi son évolution au moyen 

de 1' incoryorati on de leucineP~. 

Le premier jour de culture correspond à la période 

. de latence précédant les premières divisions ; c'est une étape 

critique car elle est caractérisée par des fluctuations impor- 

tontes de l'incorporation du précurseur radioactif. L'incorpora- 

tion débute en effet très rasidement et s'accroît de façon 

presque linéaire jusqu'à la 10ème heure ; eLle s'infléchit 

ensuite et remonte à nouveau, quoique plus faiblement, vers la 

20ème heure (~ig. 15 ) . Au ,cours des jours suivants et jusqu 'à  

la formation des méristèmes primaires, survient une stimulation 

de la synthèse beaucoup plus importante qu'auparavant ; elle 

est en effet 5 fois supérieure à celle mesurée après 24 heures 



Fig. 16 : Métabolisnie des protéines en fonction du tenps de culture. 

Avant le prélèvement, 1es.tissus ont été mis a incuber pendant 

2 heures dans une solution contenant de la l e ~ c i n e - ~ ~  

(A .s .  : 1 '2i.m~-') à la dose de 12,5 pi.ml-'. Les résultats 

sont exprimés en rg de protéines/l0 mg M.S. (-) - 1 
et en c.p.m. pg de protéines (--O--). 



de cu l t u r e  ( ~ i g .  16) . 
]En ce qui concerne l e  taux de protéines t o t a l e s  à l t i n t 6 -  

r i e u r  des t i s s u s ,  on observe une augmentation r égu l i e r e  succédant 

h une l6gb-e diminution au début de l a  cu l tu re ,  qui  correspond 

vraisenblablemént 2 l a  d6grada.tioc des protéines p réex is tan tes  

(Fig.  15 e t  16) .  

On peut se demander s i  l e s  protéines orodui tes  sgquenb 

t ie l leuient  au cours du premier j v ~ r  jouent un même r ô l e .  Il s e r a i t  

a i o r s  intGressant,  en ten9a.t cornote du f a i t  qu ' e l l e s  puissent  r S g ~ l e r  

l ' a c t i v i t é  &nique nécessaire S l a  rbac t iva t ion ,de  t e n t e r  de 

de t emine r  quel les  sont c e l l e s ,  ni1cl6nires ou cytoplasniiques , qui 

interviennent en premier l i e u .  rTour avons donc .essay6 de l o c a l i s e r  

l e s  proté ines  dont l a  synthsse e s t  stimulée. Cependant, l ' au to-  

radioqrachie ne nous a pôs p e m i s  de Suger de l ' a c t i v i t é  de 

protéogenèse des ce l l u l e s .  En e f f e t ,  l o r s  du t r a i t e n e n t  des 

coupes, une f r ac t i on  des proté ines  solubles e s t  éliminée au 

cours des d i f f é r e n t s  bains nécessai ras  à l a  f i xa t i on  e t  2 i a  

d eshydratat ion.  De plus ,  nous n ' avocs oas pu déceler  de diffg- 

rence n e t t e  en t re  l e s  d i f f é r e n t s  t i s s u s  e t  l e  marquage périnu- 

c l é a i r e  masque l e  rrarquage s2écif ique du n o y ~ u .  NGUS avons 

cependant noté que l ' incorpora t ion  ccmmence t r k s  t ô t ,  ve rs  l a  

2ème heure (Planche V I ,  Fig . 5 )  e t  augmente ensu i te  rapidement, 

à l a  f o i s  dans l e  cytoplasme e t  l e s  noyaux (planche V I ,  Fig.  6)  est  

l e s  synthèses observées sont p lus  importantes au niveau des no- 

dules mérist6matiques (planche VII, F i e -  3 )  ;mais  l e s  précis ions  aypor- 

t de s  par c e t t e  technique ne vont guère ati-del; de ces  observations. 

Le m6taboliçme des proté ines  peut donc, l u i  a u s s i ,  

ê t r e  d iv i s6  en deux périodes : l ' une  ?réc?de 1~ mitore  et pr6sen te  
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un pic dtacUivité qui suit de très près un pic de synthèse 

dlARN, et l'autre précède et accompagne la formation &es 

organes, De manière générale, nous avons constaté que le 

taux et l'activité spécifique des pro.téines subissent des 

variationr assez voisines de celles de l1ARI!1. 

5) Conclusion 

En co~pmant 116volution histologique des explantats 

au cours de la culture aux modifications 1~6taboliques qui se pro- 

duisent au sein des tissus depuis leur excision jusqu'à 

l'apparitiol des bourgeons (~ig. 17),nous pou-rons distinguer deux 

périodes : ' 

La prenière, de la mise en culture jusqu'à la 30ème 

heure, où 1' index mikotique est maximal, constitue une période 

d'activation pendant laquelle les cellules passent d'ug état 

quiescent à un état propice à la multiplication. On assiste 

tout d'abord au démarrage précoce de la transcription et 5 une 

stimulation importante de 1s synthèse protéique nécessaire 

à la mis* en place de la phase "S", puis aux mitoses ultérieures. 

mous avons cependant remarqué que la protéogenèse commence 

très faiblement avknt le début de la synthèse dlARN (Fie. 1 1  

et 12), ce qui peut impliquer la présence d'ARE messagers 

fonctionnant sur des ribosomes préexistants. L'histoautoradio- 

graphie nous a par ailleurs permis de préciser que la synthèse 

d'ARN s'effectue priférentiellement au niveau du nucléole , 



l ' i n t e n s i t é  de marquage é t an t  beaucoup plus f a i b l e  au niveau 

d e  l a  chromatine. De plus ,comme pendant t5e temps il n'y a p r a t i -  

quement pas d'augmentation de l a  teneur en P 3 N ,  on peut supposer , 

ou bien que l e s  phgnomènes n ' in té ressen t  qu'un t r è s  p e t i t  nombre 

de molécules, ou bien qu ' e l l e s  sont dégradées rapidement. 

 près c e t t e  première vague de synthèses, on observe,au début - 
de l a  duplication de llADN,une nouvelle st imulation de l ' i nco r -  

poration d ' ~ r i d i n e - ~ i i  dans l e  noyau mais e l l e  s 'accompagne 

c e t t e  r o i s  d'une incorporation importante du radioélément 

dans l e  cytoplasme. Le fractionnerilent des ARN sur  gradient  
k -- 

de densité, après un temps de marquage court ,  permet de 

mettre en évidence des ARN polydispersés vraisemblablement 

de nature messagère. De plus ,  s i  ces ARN sont nettement plus 

importants au cours de l a  seconde phase de synthèse, i l s  

semblent ê t r e  égdement qualitativement d i f f é r en t s  comme en 

témoigne l tappari t ; ion de molécules de poids moléculaires 

plus variés, .  Il  se  produit donc , après l a  mise en cu l tu re ,  

deux synthèses successives dlARN qui correspondent vraisembla- 

blement à l a  f o m t i o n  de macromolécules d i f fé ren tes ,  q u ' i l  

n ' e s t  d ' a i l l eu r s  pas possible de ra t t acher  à des s i t e s  t i s -  

su l a i r e s  d i f  férent'ç . 
Ces r é s u l t a t s  suggèrent q u ' i l  ex i s t e  une r e l a t i o n  entre  

l e s  synthèses d'AFIN, de protéines e t  l a  d ivis ion c e l l u l a i r e  ; 

ces mcdifications métaboliques donnent a m  ce l l u l e s  l a  possi- 

b i l i s  de s e  mul t ip l i e r ,  ce  q t x i  imolique des boule-rersements 



importants au niveau de la régulation des gènes. 

La seconde période débute vers la 30ème heure et 

s'accompagne d'une diminution de l'incorporation du précurseur 

dans l'ADN ; elle se poursuit par la formation,vers la 

60ème heure, des méristèmes primaires et à ce moment se produit 

une nouvelle stimulation de la synthèse d'ADN nécessaire à 

1 ' édification des organes. Cette étape est caractérisée par 

d ' important es synthèses d ' M N  et de protéines qui continuent 

encore eprss l'apparition des premiers mérist8mes organogènes. 

Ces modificatians jouent certainement un rôle important dans 

la préparation et la réalisation des phénoinièces d 'organogenèse , 
mais aussi, dans la formation des faisceaux cribrovasculaires 

, +,& 
qui apparaissent en même temps que les nodules méristématiques . 
On peut d'autre part remarquer que 1' augmentation des quantités 

3 
d'ADR (~ig. 10) et dlAi?N (~ig. 12) au cours de cette période 

correspond chronologiquement à celle que nous avons détectée 

par les méthodes histochimiques au niveau des méristèmes 

primaires. 

L'histoautoradiographie nous amène toutefois à faire, 

au cours de cette 2ème période, une distinction entre les 

synthèses qui se produisent dans tous les tissus et que l'on 

détecte 2 la fois au niveau des noyaux,des nucléoles et 

du cytoplasme, et celles qui se produisent dans les méristèmes 

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



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

peuvent correspcndre à l'élaboration des constituants n6cessaires 

à ln multiplication des cellules et à leur croissance mais 

aussi à la préparation de la formation des méristèmes ?rimaireS. 

Dans ce second cas, il pourrait s'agir, en plus, de synthèses 

nécessaires È la différenciation des méristèmes en bourgeons 

et qui serviraient ensuite à l'élaboration de protéines 

spécifiques. 

L'ensemble aeç résultats montre que las deux 

périodes que nous avons arbitrairement séparées peuvent s'imbri- 

quer l'une dails l'autre. S'il semble, en effet, évident que 

les informations ngcessaires à l'accomplissement des xitoses 

sont transmises lors des ~remières heures de la culture, il est 

par contre difficile de préciser quand commencent les syrithèaes 

nécessaires aux nanif estat ions orgrnogènes . En effet, ces 
synthèses peuvent n'avoir lieu qu'àprès les premières divisions 

cellulaires mais il est également possible que les mécanismes 

de dérépression des gènes correspondants soient mis en place 

dès la &but de la culture. 



III D I S C U S S I O N  

Les tissus de la racine d'Endive, comme ceux des organes 

tubérisés de, nombreuses plantes, sont dans un état domant qui 

peut être rompu par simple excisicn. La culture "in vitro" de 

ces tissus permet la division des cellules et,dans certains 

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

Notre étude 8 consisté à analyser les processus 

d'activation cellulaire et de néoformation de bourgeons. Son but 

était d 1  élucider le mécanisme d'expression des potentialités 

cellulaires ; il nous faliait cependant,pour la réaliser, 

déterminer des conditions expérimentales stables et homogènes. 

Pour cela, après avoir vérifi6 que les capacités organogènes 

des tissus d'Endive varient en fonction de certains facteurs et 

de 1 ' équilibre homonal( auxine-kinétine) tel qu' il a, 

été défini pour les tissus do Tabac (SKOOG et MILLER, 1957) , 

nous avons utilisé un milieu nutritif contenant les éléments 

minéraux de la solution de HELLER et de la kinétine !?.lm' ; 

ce milieu> de culture limitant les phénomènes dlorganogenèse 

à la néofornation de bourgeons. 

Sur ce milieu, les explantats verdissent rapidement 

dès le 3ème jour de cu1ture;ceci est dû en partie à la 

présence de la kinétine dont l'un des rôles (à  la lumière) 

serait d'cugmenter l'activité des ciiioroplastes (PEAUD-LEROEL et 

Coil., 1972).  



Nous avons également pu constater qu'au. cours de la cul- 

ture, la teneur en eau des tissus et leur poids de matière frai- 

che augmentent régulièrement, alors que le poids de matière 

sècne reste constant ; dans le m&e temps, le taux des acides 

nucléiques et der; protéines s'accroit; il doit donc être compensé , 
e- -- 

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 

- 
I 

de la formation des bourgeons- et même rapidement toxique. 

THOfiPE ( 1978b) , dans le cas de t iss~is de Tabac, pense d 'ailleurs 

que l'inhibition de l'organogenèse par les sucres serait de - - 
nature osmotique. II. est donc vraisemblable- qu'il existe une 

réserve endogène en polysaccharides. Chez les~tissus de Tabac, 

par exemple, la formation des organes nécessite l'hybrolyse 

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 , il faut 

donc supposer qu'une autre voie métabolique est empruntée 

pour fournir aux cellules les mol~cules énergétiques indispensa- 

bles. Cette voie permettrait l'hydrolyse de l'inuline qui 

provoquerait l'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 semis 2e distinguer deux périodes. 



La première correspond à une phase d' activation cellulaire; \ 
\ 

elle débute dès l'excision des explantats et se poursuit 

jusqu'à la 30ème heure de culture , c'est-à-dire jusqu'au 

moment où 11in6ex mitotique est maximal, les premières divisions 

étant observées dès la 18ème heure. La seconde est une phase 

de préparation à la différenciation organogène et serait 

limitée, à la 60ème heure, par 1 ' apparition des premières 
# 

cellules néristématiques. 

La phase d'activation cellulaire se caractérise 

par une exaltation du mStabolisme qui intéresse d'abord 

les cellules périphériques, puis se généralise à l'ensemble 

des tissus. Ceci corrobore les observations faites par 

Y E O W  et AITCHISON ( 1973) , JALOUZOT ( 1978) , SATO et Co11. ( 1978) 

et WIELGAT et KARL (1979)~ pour qui l'excision serait en 

partie responsable de cette stimulation du métabolisme. 

Le stimulus dû à la blessure a déjà été étudié à plusieurs 

reprises ; NITSCH (1967) parle d'une dérépression de certains 

gènes qui mettent en route, lors du prélèvement, une chaîne 

d'évènements physiologiques. D'autre part, le rôle des produits 

de la blessure,après l'autolyse des celliïles,a été suggéré 

(MINOCHA, 1979b), ainsi que celui des changements de la 

pression osmotique au sein des tissus (KAHL, 1973 ; THORPE, 

19783 ) . 
Nous avons également noté que dès la reprise de 

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



se  modifie; on observe en pa r t i cu l i e r  l a  présence de vacuoles 

nucléola i res ,  qui ont d ' a i l l e u r s  susc i té  de nombreuses questions 

Certains auteurs ont en e f f e t  cherché à é t a b l i r  une r e l a t i on  

en t re  l a  s t ruc ture  du i~uc léo le ,  l e  processus de vacuolisat ion 

nucléolaire e t  la  synthèse de précurseurs d'ARfiT ribosomawc. 

A l ' a i d e  S'études u l t r a s t ruc tu r a l e s  e t  autoradiographiques, 

i l s  ont é t a b l i  que ces vacuoles jcueraient  irn r ô l e  d m s  l e  

t ranspor t  e t  l e  stockage des précurseurs dt!3N ribosomaux 

(de BARSY e t  Coll. , 1974 ; KPJIL., 1974 ; BYRNE et SETIImIET-ID, 

1977 ; MORENO-DIAZ de l a  ESPINA, 1980) . Il f au t  s ignaler  

que dans notre  cas ,  l ' appa r i t i on  de t e l l e s  vacuoles correspond 

à une intense a c t i v i t é  de synthèse du nccléole. D'autre 

p a r t ,  HERLAN e t  Coll . ( 1980) et IULLIAMS e t  JORDAN ( 1980) 

pensent que l a  t a i l l e  bu noyau s e r a i t  l i é e  à f a  s o r t i e  des 

ARW nucléaires vers  l e  cytoplasme. 

On admet que l a  régulaticin génique nécess i te  ].a mise 

en route  de l a  t ranscr ip t ion  pendant l e  phénomène d 'act ivat ion 

c e l l u l a i r e ,  ceci  implique une a c t i v i t é  RIfA-polymérasique impor- 

t an t e  e t  donc une d i spon ib i l i t é ,  au niveau de l a  chromatine, 

des s i t e s  de t ranscr ip t ion .  La dérépression de l a  chromatine 

pourra i t  s e  f a i r e  a l o r s  par élimination d 'h is tones  (I~IcHAUX- 

FERRIZRE, 1978) ce  qu i ,  selon IiVJOCEmTI z t  BITOITPI ( 1979 ) 

expliquerait  l e s  modifications subies par l e  noyau a i n s i  que 

l a  présence d 'h is tones ,  pa r fo i s  remarquée à l ' e x t é r i e u r  du 

noyau, durant c e t t e  période (CIFFORD e t  VITSCH, 1969 ; VASIL, 

1973) 



L'exanen des r6su l ta t s  obtenus au cours de l a  première phase, 

nous i n c i t e  à penser que l a  stimulation précoce des synthèses 

s e r a i t  en f a i t  une réponse à l ' exc i s ion  e t  à l a  mise en 

culture e t  pourrait contribuer à l a  préparation des 

di-risions . 
Nous avons retrouvg l a  succession t r è s  c lass ique 

des évènements biochiniques l i é s  à l ' a c t i va t i on  c e l l u l a i r e  : 

c 'est-à-dire une synthèse précoce dlARN spécif iques ,  qui  

permet c e l l e  des protéines de s t ructure  e t  des protéines 

enzymatiques nécessaires à l a  duplication de l 'ADN puis  

à l a  division.  On peut d ' a i l l eu r s  é t a b l i r  un p a r a l l è l e  

en t re  l a  séquence des évènements qui surviennent après une 

excision et/ou une mise en cu l tu re  (JALOUZOT, 1976 ; GIGOT 

e t  Coll . , 1977 ; 'YAC LEOD e t  Coll . , 1979 ; MIXOCHA, 1979a e t  b ; 

MIITOCHA e t  DIBONA, 1979) e t  c e l l e  qui s u i t  l a  levée d.e donnance 

avant l a  geminat  ion (VAPJ DE WALLE e t  Col.1. , 1976 ; DELSENY , 

1977 ; SERAFIflI e t  FRACASSIMI e t  Col-l., 1980). Dans l e s  deux 

cas, on observe l a  même s e r i e  de f a i t s  l i é s  à l a  réact ion 

ce l l u l a i r e ,  bien que l e s  facteurs  d 'ac t ivat ion a i n s i  que 

l ' é t a t  physiologique des t i s s u s  soient  au départ  t r è s  d i f f é r en t s ,  

Un autre  f a i t  a également retenu notre  ahtention ; 

au début de l a  cu l tu re ,  que ce so i t  par des méthodes his tologi-  

ques ou biochimiques, nous n'avons jamais décelé de synthèses 

t r è s  précoces d'ADN, t e i l e s  quael les  ont é t é  signalées par 
< 



cer ta ins  auteurs bien avant l a  phase "Sv.  En e f f e t ,  s o i t  dès 

l ' exc i s ion  (NITSCH, 1967 ; SIl"ARD, 15.71 ) , s o i t  6 heures après 

(JALOUZOT , 1976 ) , un nombre important de noyaux peut incorporer 

de l a  t h ~ m i d i n e - ~ l  , ce qui a é t é  i n t e rp ré t é  s o i t  comme un 

~hgnomène d ' endor-plicat ion ( GUJLLE e t  Coll . , 1968 ; BROEKAERT 

e t  'JAN PARIJS , 1978 ; HASE e t  Coll. , 1979) , s o i t  comme une -- 

amplification de ce r ta ins  gènes dont l e s  p rodui t spasse ra ien t  

ensui te  dans l e  cytoplasme l o r s  d 'étapes spécifiques de l a  dédif-  

férencia t ion (PAREIITI e t  Coll . , 1973 ; SCHAFER e t  Co3.1. , 1978 ) . 
Certains auteurs enf in  ont  même invoqu6 une contamination bacté- 

-- 

r ienne ( DELSENY 1977) . Toutefois, bien qu 'ayant effectué  des 

analyses autoradiographiques tou tes  l e s  deux heures, nous n'avons pas 

pu observer de phénomène s imi la i re .  

La phase organogène commence ensui te  vers  l a  30ème 

heure de cu l tu re  e t  about i t  à l a  formation des bourgeons. Les 

synthèses dlARN e t  de protéines subissent  une f o r t e  st imulation 

qui a t t e i n t  son: mp l i t ude  optimale au moment de l a  formation 

des premiers méristèmes. E l les  diminuent ensui te ,  puis  se s tab i -  

l i s e n t  à un niveau qui r e s t e  assez important puisquè son inten- 

s i t é  e s t  environ 10 f o i s  supérieure à c e l l e  observée au début 

de l a  cu l tu re ,  ce  qui suggère une activit .6 l i é e  au développement 

des bourgeons. Nous avons également pu montrer l ' impl icat ion 

d i r ec t e  des ARN e t  des protéines dans l a  formation des nodules 

méristématiques par l ' incorporat ion d 'ur idine  3 - ~  e t  de leu- 

cine3-H a i n s i  que par l 'observat ion de l l i n t e n s e  coloration 



des méristèmes par les méthodes histochimiques permettant la 

détection des ARR, De telles synthèses accompagnant la formation 

des organes ont été signalées auparavant par GUILLOT (1966) 

chez la Tomate, par JALOW,OT (1976) chez le P0i.s chiche ainsi 

que par VASSSUR ( 1978) dans le cas de tissus de feuilles étiolées 
,'\ 

d'Endive ; on les retrouve également lors de l'embryogenèse des 1 
i 

suspensions cellulaires de Carotte (RJJII~A et Coll., 1980 ; 1 
l 

SEMGUPTA et RAGFTAVm, 1980 ) . Par ailleurs, quelques chercheurs 1 

(HASEGAVA et Col1 . , 1979 ; YASUDA et Col1 .$ 1980 ) ont pu mettre I' 

en évidence l'augmentation de protgines de faibles poids mol& j 

i 
culaires associée aux stades précoces de la formation de bour- I 

\ 
- 

geons chez Pseudotsuga menziesii et qui n'existent pas dans 
1 

les cultures ne produisant pas d ' organes . WASTRl!!P et RAGKAVAN I 

( 1979) signalent d'autre part que la formation de bourgeons 

induits par la kinétine sur des protonémas de Microdus m i q j  - 
n'entraîne qu'une augmentation très faible de la quantité de 

protéines. Ces protéines sont toutefois nécessaires à l'initia- 

tion des organes, puisque le chloramphénicol qui enpêche leur 

synthèse, supprime l'organogenèse. Les études histochimiques 

réalisées par THORPE et ElURASRIGE (1970) sur des tissus de 

Tabac, révèlent que la formation des bourgeons s'accompagne 

de la production de substances de nature enzymatique, notamment 

de peraxydases qui ont été également détectées par des méthodes 

biochimiques, aussi bien sur ces tissus (THORPE et Coll., 1978b ; 

THORPE et GASPAR , 1978 ) que sur ceux d 'Endive (LEG-, 1974) . 



Après avoir essayg de distinguer les évènements carac- 

téristiques de l'activation cellulaire de ceux liés à la phase 

orgrnogène, nous avons tenté de déterminer le rôle de la 

transcription. En fait, on pouvait se demander si la synthèse 

accrue dfA.RN à des moments précis, traduisait la transcription 

de nouveaux gènes devenant fonctionnels ou si elle n'était 

$e reflet que d'une augmentation générale du métabolisme 

sucléique avec une stimulation de toutes les classes nioléculaires 

d'ARN. Nous avons pu montrer sur gradient de saccha~ose, la 

présence d'mm polydispersés qyi témoigne de l'existence d'ARW 

à propriétés vraisemblablement messagères ,tout au début de la 

culture puis ultérieurement, la représentation de molécules 

de poids p1.u~ variés. Ces premiers résultats renforcent donc 

l'idfe qu'm contrôle au niveau transcriptionne1 peut être 

un des moyens d'orienter les cellrules vers tel ou tel état: 

Dans leurs cultures, LACHARME et STEDAN ( 1970) , FRASER ( 1975 ) , 

JALOUZOT ( 1976)1, PARENT1 et Col1 . ( 1977 ) et SHININGER ( 1080 ) 

ont également observé des synthèses successives d'ARN après la 

coupure : fornation d'AM à caractère messager puis, slus 

t azdivement, d ' ARW ribo somaux . 
La formation des bourgeons sur les explantats de 

racines d'Endive dépend d'un équilibre entre un grand nombre 

de facteurs physicochimiques dont fo2t partie les hormones. 



On peut alors se demander si ce mécanisme de la différenciation 

organogène débute dès la phase d'activation ou s'il est lié 

de manière plus spécifique à la deuxième étape qce nous avons 

considér6e comme une phase de préparation à l'organogenèse. 

On peut également se demander quand se détermine le devenir 

des nodules méristdmatiques en bourgeons. Pour TFCFPE (l~78b) 
- 

les noduies méristématiques seraient des structures plastiques 

qui évolueraient en fonction de la balance en régulateurs 

de croissance. Dans ce cas, le déterminisme moqhogène se 

produirait donc après la formation des cellules méristématiques. 

Nous ne savons pas s'il en est de même ~ o u r  les tissus de 

racines d'Endive. Des expériences de transplantation d'explan- 

tats d'un milieu favorable à la formation des bourgeons sur un 

autre ca~able de favoriser la formation de racines pourrsit 

peut -être apporter des sldment s de réponse. 

En outre, nous avons essayé dl'evaluer l'importance de 

la phase d'activation sur les phénomènes d'organogenèçe. Des 

explantats cultivés oendant 24 heures sur un milieu ne permet- 

tant que la formation de cals (BLONDEL, lQ79), ont été 

transférés sur un milieu favorable au bourgeonnement. Nous 

n'avons observé aücune modification dans l'apparition des 

bourgeons. On peut alors se demander si l'organogenèse n'est 

pas indépendante des conditions de début de culture, c'est-à- 

dire de la phase d'activation, Il n'est cependant pas possible 

de tirer des conclusions définitives de cette expérience 



isolée que pourrait complèter 1' emploi d ' i~hibiteurs spécifiques 
à des moments précis de la culture. 

L'analyse histologique des tissus a n  cours de leur cul- 

ture a permis de situer l'apparition des premières divisions 

vers la l8ème heure, et celle des premières cellules méristéma- 

tiques -7ers la 60ème heure. Dans les deux cas, ils apparaissent -- 

1 d'abord a la périphérie des explantats, ce qui a déjà été 
montré chez Phaseolus aureus (BWICH et HEüSEn, 1979) et Petunia 

inflata (HANDRO et Col1 . , 1973 ) . La blessure, au moment de la 
mise en culture, provoquerait un stimrlus qui se propage des _ -. 
bords du fragment vers le cectre, ainsi que Le montre la 

propagation des synthèses d'ADN par l1autoradi0grap?ie. 

Nous pensons également qu ' elle entraînerait, dans 1 ' activité 

des cellules, un décalage qui se répercuterait tout au long 

de la culture ; à cela s'ajoute l'intense activith des 

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

drait, plus tard, plus réceptives à une induction morphogène. 

Ac terme de ce travail, il nous paraît maintenant 

possible d'utiliser les tissus de racines d'Endive comme 

UL modèle 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 évènements histologi- 

ques caractéristiques de l'activation cellulaire et de la dif- 



férenciation organogène et d'autre part, les modifications du 

métabolisme nucléique et protéique qui leur sont liées, ITotre 

travail a cependant mis l'accent sur un certain nombre de points 

qui nécessiteront des développements ultérieurs. Ainsi, il 

pourrait être intéressant de suivre l'évolution des smres 

intracellulaires et, en particulier, de l'inuline dont l'hydro- 

lyse doit correspondre à la mise en place, activation et/ou 

synthèse, d'un système 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 après un état 

quiescent, il serait souhaitable de préciser le rôle exact 

de la blessure et celui de la mise en culture puis d'essayer 
i 

de m i ~ x  cerner par des expériences de transplantation ou I 
1 

d'applications ponctuelles d'inhibiteurs métaboliques, le 

démarrage du processus de différenciation organogène. 

De même, il serait nécessaire de reprendre, de manière 

beaucoup plus précise, la détermination de la nature des ARN 

synthétisés au cours des différentes étapes du phénomène 

d10rganogen8se ; ce qui demanderait d'ailleurs de choisir une 

méthode d'extraction qui permette de mettre en évidence les 

ARN présents dans le noyau. Enfin, il est possible d'envisager 

la dgtection de protéines qui soient spécifiques du processus 

de différenciation organogène , 
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P L A N C H E  I 

LA CULTURE "IN VITRO" DE F R A G ~ ~ T S  DE EIRCImS D'ENDIVE. 

- 

fipïantats (6 mm fi2 mm) avant leur mise en culture (a), et agrks 30 

j ours de culture ( 'b ) . 

Lc nfierr  i z W J '  curn;~a/tte la Etenlena nLi.nétraux *de la ~ o R w 3 a n  de IIELLER, 

e x  de l a  f.&é,titinc ( o ~ . ! ! ) .  Va35 ,CU c o n U o m ,  l e s  bor~geo126 appaiiah- 





P L A N C H E  II 

OBSERVATIONS HISTOLOGIQUES ET IiISTOAlJTORADIOGtihPIIIQ~S (Thymj dire-'11) XU- 

L ISEES AU COWS DES PREXIERES 24 H E m S  DE CULTURE. 

Fig. 1 : Observation des c e l l u l e s  avant l a  mise en cu l t u r e  : l e s  noyaux sont 

d e  petite t a i l l e  e t  présentent  souvent plusie&s nucléoles.. 

F i a .  3 : Observation des ce l l u l e s  après 12 heures de cu l t u r e  : on peut noter  

que  l e s  volumes nucléai res  e t  nucïGoïaires sont d i j à  importants. 

2 
Etude de l ' incorporat ion de l a  thymidine-'H ........................................... 

Fia. 2 : Coupe r é a l i s é e  après 6 heures de cu l tu re  : l ' i ncorpora t ion  au nivezu 

d e s  noyaux e s t  encore t r è s  f a i b l e .  

Fig. 4 : Coupe r é a l i s é e  après 12 heures de cu l tu re  : l ' i ncorpora t ion  de l a  t h p i -  

d i x ~ e - ~ ~  e s t  v i s i b l e  à l a  pér iphér ie  de l fexp lan ta t :  

Fie .  5 : Coupe r é a l i s é e  après 18 heures de cu l t u r e  : l e  marquage augmente de 

façon  importante à l a  pér iphér ie  de l ' e x p l m t a t .  

Fie;. 6 : Coupe r é a l i s é e  après 18 heures de cu l t u r e  : l e  marquage e s t  in tense  

a u  niveau de l a  zone générat r ice .  

Fig.  7 : Coupe r é a l i s é e  après 24 heures de cu l tu re  : on peut observer que l e  

nombre de noyaux ayant incorporé l a  t h y m i d i z ~ e - ~ ~  e s t  maximum au niveau de 

l a  zone générat r ice .  

Fig. 8 : Coupe r é a l i s é e  après 24 heures, de cu l t u r e  : l e  nonbre de noyaux ayant 

incorporé  l a  thymidinePa e s t  maximum à 18 pér iphér ie  de l t e x p l a n t a t .  

cotottatian p a h  Le. bleu d'azwr. 

AvavLt leun. p/~élEvment, ta e x p h r L X a 3  an éXé min à 1-ncuba  pendant 
6 hewe6 en plrédence de ~ l : ~ ~ ~ e - ~ ~  ( A . S .  : 25  rn~.L.n:!-'l 2 

n : noyau ; nu : n u d é d e  ; p : panwchqme ; zg : zone g&t~e&ce. 
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P L A N C H E  III 

OESERVATIOflS CYTOLOGIQUES DE FIGURES DE MITOSE. 

Fis. 1 : Obserration de la Ière figure de mitose après 18 heures de culture, 

a la périphérie de l'explantat. 

Fia. 2 à 6 : Observation de différentes phases de la mitose sur des coupes 
d 'explantats cultivés pendant 30 heures (prriode d'activité mitotique optimale). 

prophase 

anaphase 





P L A N C H E  IV 

O BSERVATIONS HISTOLOGIQUES ET HISTOAUTORADIOGR!iPHIQUE:S (~hymidine-~~ ) 

REALISEES APUS L'APPARITION DES PXIdIERES DPVISIONS CELLULAIRES. 

d e  la zone ----------- ---------- 

Fig. 1 : Coupe réalisée après 36 heures de culture 

Fie;. 2 : Coupe réalisée après 78 heures de culture. 

Au& tewr p /~éLèvm~en t~  ta U n u d  O;& é t Z  ntL5 Z i n c u b a  p e ~ d w ~  6 h e u h ~  
3 - I 

dam une h o k t i o n  de xhpr.ridOte- H (A.S. : 2 5  r n ~ i , r n h l - ~ )  à 20 (rC.i .ml 

Formation de l'assise cicatricielle ................................... 

Fis. 3 : Après 30 heures de culture, on observe l'apparition de divisions.péricli- 

n es et de noyaux incorporant la thymidine-3~, 2 quelques couches cellulaires 

du bord de l'explantat. 

colom.tLon pm t e  bleu d'azwr 

Fia. 4 : Assise cicatricielle après 78 heures de culture 

~ormatiqn 'de faisceaux cribrovaseulaireç 
,,---,A------------------------------ 

.Figo 5 : ,Formation de faisceaux cribrovasculaires au niveau de la zone génératri- 
ce après 3 jours de culture. 

coZonation de Buchet 

F ig . 6 : - Faisceaux cribrovasculaireç apris 6 jours de culture 
( 

co.tolt.'&on pm la dadhanLne e.t l e  6a.t gmen 

ncv : @i~ceaux ch ibnovascUea  ; pv : panenchgrne vadcutaine 

z c : zone cLc&tioieZe ; zg : zone géizé/rattUce. 





P L A N C H E  V 

ETUDE HISTOLOGIQUE DE LA 'DIFFERENCIATION ORGANOGENE 

Fig. 1 et 2 : Apparition des premières cellules mérist&matiques à la périphérie 

d e l'explantat entre le 2ème et le 3ème jour de culture. 

Fig. 1 : Observation de ce2lules méristématiques au contact de trachéides à la 

72ème heure de culture. 

Fig. 2 : Observation de cellules méristématiques dans le parenchyme libêrien 

à la 72èi;le heure de culture. 

Fig. 3 : Cellule recloisonnée observée au hème jour de culture 

Fig. 4 : Formation d'un épiderme au niveau d'un méristène.i\près 4 jours de culture, 

on-peut noter une nette discontinuité entre la région frontale et les tissus 

a dj acent S. 

Fig. 5-: Méristème formé au contact àe trachdides,  après 5 jours de culture. 

Fig. 6 : Observation des ébaucnes foliaires et de l'apex caulinaire du futur 
b ourgeon aprss 5 jours de culture 

m : CQUM mehis. téma; t iyu~ ; cn. : c U e  hedo*soruzéz. ; eb : ébauche 
6 olAdie ; p : pmenchyme ; t : . M é i d e  ; zg : zone généhatRic~. 





P L A N C H E  V I  

OBSERVATION H I S T O P . O I O G 1 Q  (URIDINE-3~ E T  L E U C I ~ - ~ H )  REALISEE 

A U  COURS DES PREMIERES 24 IIEüRES DE CULTURE. 

Etude de 1' incorporation de 1'  rid di ne-^^. 
_____________-_--_------------------------ 

Fin.  1 : Incorporation t r è s  précoce de l 'uridine-- 'H après 2 heures de cu l t u r e ,  

q u i  s e  produit  sur tout  dans l e  nucléole e t  la  chromatine 

Fig. 2 : Après 4 heures de cu l t u r e ,  l ' i ncorpora t ion  a augmenté dans l e  nucléole  

e t  l a  chromatine. 

Fig. 3 : Après 8 heures de cu l t u r e  : l a  dens i té  des g ra ins  d 'argent augmente 

d e  manière importante au niveau des nucléoles e t  du cytoplasme 

F ~ E .  4 : Après 14 heures de cu l t u r e ,  l ' i ncorpora t ion  a l i e u  dsns l e s  t r o i s  

compartiments c e l l u l a i r e s  : nucléole e t  sur tout  chromatine e t  cyto?lasrne. 

Etude de l ' incorpora t ion  de l a   euc ci ne-^^ ........................................ 

Fie. 5 : C O U ? ~  r é a l i s é e  dans un explantat  c u l t i v é  penOant 2 heures : l ' incorpora-  

tion t r è s  précoce e s t  v i s i b l e  dans l e  cytoplasne,et  au niveau des noyaux. 

F i g .  6 : Coupe r éa l i s ée  dans un explantat  c u l t i v é  pendant 4 heures : l e  

taux d '  incorporation o nettement augment 6 .  

co4o~a;tion pm l e  bleu d ' a z w  

A v a n t  leuh :9/réL2vemevLt, lu .tin~un o n t  U E   CA à h c u b e t ~  pendant 2 herlttc~n 

d m  une sohrrtion conteiiant de l ' u h i d ~ i e - 3 t i  {A.S.  : 2 5  m ç i . m h 4 - ' )  à 20 p~.L.nie-' 
3 1 ou de ~a 1cu-e- H (A .s .  : I ~ m t  à 20 p ~ . ~ -  . 

n : noyau. 





P L A N C H E  V I 1  

ETUDE HIÇTOAUTORADIOGRAPHIQUE DE L'INCORPORATION DE RADIOELEEIENTS AU 1JIVEAU 

D ES EIERISTEMZS PRIIJIEIIRES. 

Fig. 1 : Incorporation de la t h ~ m i d i n e - ~ ~  dans les noyaux d'un ngristème 

d'une culture âgée de 4 jours. 

F ig. 2 : Incorporation d ~ u r i d i n e - ~ ~  dans les cellules d'un méristème d'une 

culture âg6e de 4 jours. La radioactivité est localisée essentiellement au 

niveau du nucléole. 

Fis. 3 : Incorporation Ce la l e ~ c i n e - ~ ~  dans les cellules d'un méristème primaire 

d 'une culture âgée de 4 jours. 

A v a n t  lw ptrélèvment, la e x p t m t a t b  o n t  éié à incubeh pendun t  I k w r e  

dam, une d o U o n  contenant de Pa t ~ r ~ f l r i d ~ t e - ~ ~  (A .S .  : 25 mCi m,'.~-') ù 20 pC.L ml-', 
3 d e -t1&iiuie- ii (A .S .  : 25 m ) à 20 p~,i.rnl-', ou de Leueinc It4.S. : 1 Ci 

rnhf-') à 20 r ~ i . m . t - l .  





P L A N C H E  V I 1 1  

REFRESET7TATION DE QUELQUES TRAFJSFOmATIONS HISTOLûGIQJJES AU COURS 

DE LA CULTURE "IN VITRO" DES TISSUS D'ENDIVE. 

Fig. 1 : Formation de l a  zone c i c a t r i c i e l l e  après 48 heures de 

culture.  

F b .  2 : Faisceau c r ib rovascu l~ i re  formé après 4 jours de cul ture .  

Fin. 3 : Cellules méristé?natiques apparues au contact de trachéi- 

des, après 4 jours de culture.  

cb : c W e s  du bohd d e  t' explmttat  ; cm : c&uLc~ rnédzéma- 

-ueb ; p : pattetichyme ; pu : pahendzqrne vab~c&&e. ; 
t : .trrachCide ; zc : zone c i c W & & e  ; zg : zone génCtatrLice.  






