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INTRODUCTION

Si les progres récents réalisés en biologie
peuvent contribuer & une meilleure compréhension des mécanismes
cellulaires, ils laissent également espérer un essor spectaculaire
dans le domaine de 1'amélioration des espéces végétales, agricoles et

horticoles gridce aux méthodes de culture in vitro.

Avec des cellules isolées, les contacts cellulaires
sont supprimés), au contraire, dans les fragments d'organes, les contacts
cellulaires ou tissulaires demeurent et doivent permettre l'expression

des programmes morphogénes tels qu'ils se présentent dans les plantes

entidres.

La technique de culture %n vitro des tissus,
en assurant un meilleur contrdle des facteurs nutritifs et d'environ-
nement, a permis de mettre en évidence les potentialités des cellules
végétales, liées aux processus de dédifférenciation et de différencia-

tion cellulaire ou organogeéne,

L'étude de la néoformation d'un organe végétatif
par un fragment d'organe présente alors, l'avantage de pouvoir suivre
la formation des méristémes puis leur développement. Parallélement, il
est possible d'étudier les effets exercés par les régulateurs de
croissance sur les phénoménes d'organogenidse. L'amélioration de aos
connaissances servira ° alors, sur le plan pratique, de support a
la mattrise de la multiplication végétative <n vitro . Sur le plan
fondamental, avant de pouvoir analyser & 1l'échelle moléculaire, les
mécanismes qui gouvernent la formation de bourgeoas végétatifs ou
de racines, il convient de mettre au point des modéles expérimentaux.

C'est ce qui a motivé ce travail.

Nous avons choisi d'utiliser la chicorée Witloof
qui est une plante régionale et dont la culture <<z vitro de petits
explantats issus de la racine a déjd permis de préciser les conditions
nécessaires a3 la réalisation d'un test de bourgeonnement (BLONDEL,
1979} 1981 ; BACKOULA, 1983).




Nous nous sommes donc proposé ici, de définir
une condition expérimentale permettant l'analyse ultérieure des phé-
noménes de rhizogeneése. Cela suppose de mettre en place une méthodo-
logie rigoureuse qui permette d'obtenir une réponse uniforme. Cela
signifie également, que l'on maftrise suffisamment les facteurs mis
en jeu pour assurer une reproductibilité satisfaisante d'une expé-
rience & l'autre., Si 1'on sait par silleurs, que les phénoménes
d'organogenédse 1in vitro dépendent d'un sSysteme complexe de facteurs
endogénes et exogénes, réagissant entre eux, on peut entrevoir les
difficultés qui peuvent se présenter.

De plus, nous avons analysé les conditions
nécessaires & l'obtention, sur les explantats primaires, d'un cal
sans manifestation organogéne. Ce sera une "condition témoin" qui
servira de référence dans l'étude des manifestations organogénes
et 3 partir de laquelle nous avons envisagé les possibilités d'installa-
tion d'une colonie tissulaire.




REVUE BIBLINCRAPHIOUE

Des progres remarqﬁable§ ont été réalisés dans
le domaine de la culture des tissus végétaux depuis que NOBECOURT
(1939), GAUTHERET (1939) et WHITE (193%a) ont réalisé pour la premiére
fois la culture indéfinie des tissus végétaux, La culture <in vitro
qui permet de travailler en conditions aseptiques et dans un environne-
ment contrdlé, s'est montrée un éxcellent outil pour 1'étude des phé-
noménes d'organogenése, Les découvertes auxquelles elle a donné lieu
sont actuellement exploitées en agriculture et en amélioration des

plantes. Les travaux qu'elle a suscités sont extrémement nombreux.

Nous nous limiterons & rappeler ceux qui concernent
l'organogenése végétative des tissus de Cichorium Intybus en évoquant
simplement au passage certains résultats obtenus avec d'autres espéces

végétales, par exemple le tabac.

I - ETUDES PHYSIOLOGIQUES

L'exceptionnelle aptitude des tissus de la racine
de chicorée Witloof 3 former des bourgeons est connue depuis longtemps
(SCHOUTEDEN-WERY, 1922) et les premiers essais de culture <n vitro
de ces tissus sont anciens. C'est GAUTHERET (1941a) qui le premier
observe que des fragments de racines cultivés sur des milieux nutritifs
additionnés de ;ucre se développent de maniére exubérante, prcduisant
3 la fois des racines et des bourgeons. Un tel pouveir d'organogenése

laissant peu d'espoir & la réussite de la culture indéfinie.

1) Auxines - cytokinines

En faisant agir différents composés auxiniques
GAUTHERET (1941b) note que les explantats réagissent de maniére par-
ticulidre 3 1'action de 1'ANA. En effet, & la concentration de
5.10 -8M, cette substance augmente le volume des cals et réduit le
nombre des bourgeons néoformés. Une dose supérieure tout en renforcant
les effets précédents, favorise la production de racines et en présence
de 5.10 -6M d'ANA, le développement des bourseons est totalement
inhibé alors que les tissus forment des cals énormes portant cependant
encore quelques racines., L'AIA bien que provoguant les mémes effets

est toutefois moins actif-. GAUTHERET (1941b) constate également que




;la formation du cal est polarisée car il se développe uniquement sur
i la partie distale et que les bourgeons apparaissent presque exclu-
%sivement sur la partie située en dehors du milieu de culture quelle
que soit l'orientation du fragment lors de l'ensemencement. Cette
aptitude 3 former spontanément des boﬁrgeons a4 la face proximale des
jexplantatsyet des racines & la face distale fait de la chicorée
Witloof un matériel de choix pour l'étﬁde des phénoménes d'organo-
genése (Schéma 1 ). Ultérieurement il montre que le degré d'inhi-
biticn de la formation des organes dépend 4 la fois de la nature et
'de la concentration auxinique ainsi que de l'orientation des fragments
f(GAUTHERET, 1947, 1959). La polarité des tissus est en relation avec

'1es substances hormonales endogénes (CAMUS, 1949 ; WARMKE et WARMKE,

}
. 1950) . Ces chercheurs mettent en évidence une concentration en

{ auxine plus faible dans la zone proximale que dans la zone distale
{ainsi qu'une réduction de la teneur en auxine jusqu'au moment de

}l'initiation des bourgeons, Par la suite, VARDJAN et NITSCH (1961)

ldémontrent qu'il existe un gradient de répartition des substances
. q g p

}de croissance le long de la racine de (Cichorium Intybus caractérisé

‘par une teneur relativement basse en auxine dans la région proximale
voisine du collet et des concentrations plus élevées lorsqu'on s'en
éloigne. A l'inverse, les cytokinines diminuent lorsqu'on passe de

(la partie proximale 3 la partie distale (Figures 1 et 2). La polarité

| du bourgeonnement s'explique par une polarité biochimique et les i

tissus de chicorée présentent des réponses physiologiques qui sont

|

|

| conformes au schéma de la "balance hormonale" proposée par SKOOG et

)MILLER (1957) pour expliquer les phéncménes d'organogenése des tissus
de tabac. Un rapport auxine/cytokinine élevé orientant l'organoge-

{ nése vers la formation de racines alors que lorsqu'il est bas c'est

la formation des bourgeons qui est favorisée. En effet, TOPONI

(1963 a et 5) observe sur des fragments foliaires de Cichorium

Intybus que la rhizogenése, trés importante aux fortes doses d'AIA,

est réduite par des concentrations également élevées de kinétine et
‘ que parallélemeﬁt, le bourgeonnement induit par la kinétine est
{diminuée par des doses importantes d'AIA. Ces résultats sont en
i accord avec les travaux menés par GWOZDZ et SZWEYKOWSXA (1967) sur

des explantats racinaires,

Il est apparu cependart que les phénoménes d'or-

| ganogenése ne pouvait s'expliquer par le seul équilibre entre ces
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Schéma 1 : Une zone cellulaire (c¢) située au milieu de la
racine de chicorée (gauche) peut &tre orientée
vers deux voies : si le prélévement est effectué
de manidre que la zome C se trouve située au
sommet du fragment B, elle produira des bour-
geons (en haut, & droite) ; si le préiévement est
réalisé de maniére que la zone C se trouve située
4 la base du fragment A, la méme zone produira des
racines. (D'aprés NITSCH J.P., 1966).
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Figure 1 : Distribution de la teneur en cytokianine au
niveau de la tige (t) et le long de la racine
de chicorée, exprimée en ug de kinétine par
100 mg de matiére séche. (D'aprés VARDJAN et
NITSCH, 1961).
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Figure 2 : Distribution dans la tige (t) et la racine de
chicorée, de deux substances actives sur le
test d'avoine. Les activités biologiques sont
exprimées en équivalents de ug d'AIA par 100 mg

de matidre séche. (D'aprés VARDJAN et NITSCH,
1961).




' régulateurs de croissance et qu'un grand nombre d'autres facteurs

| participent 3 leur régulation.

2) L'acide gibbdrellique

L"AG3 n'a pas d'inflqence sur la néoformation
spontanée de bourgeons par les tissus racinaires de bichorium Iﬁtybus,
mais il réduit 1la caulogenése induite par la kinétine (BESSEMER,
1968). IL exerce également une action similaire sur les fragments de
feuilles vertes sans affecter cependant la formation des racines

(BESSEMER¢1969) .

Sur des fragments de feuilles étiolées, VASSEUR

(1978) constate que de faibles doses d'AG, n'exercent pas d'effet

3
notable sur la caulogenése mais stimulent légérement la formation des
racines et qu'au decla de 10 _SM, 1'inhibition de l'organogenése est
totale.
D'autre part SENE et Coll.(1983) montrent qu'en
associant 1'ANA et la kinétine & 1'AG3,ce1ui-ci stimule 1la

rhizogenése des explantats racinaires.

Ces résultats semblent indiquer que 1'AG3 ne pré-
sente pas 2 lui seul-un effet particulier sur les processus d'organo-
gendse, mais lorsqu'il est associé avec les auxines, il renforce

1'action stimulante ou inhibitrice de ces composés. Ce qui suggére que

l'AG3 intervient au niveau du métabolisme auxinique.

Dans le cas des cals de tabac, il a été montré que
les gibbérellines inhibent 1'organogenése (MURASHIGE 1961, 1964).
Cette inhibitio; porterait sur la réduction de la quantité d'amidon
accuﬁulée dans les tissus et qui sert de réserve énergétique lors des
premiers stades de l'organogenése (THORPE et MURASHIGE, 1968, 1970 ;

ROSS et Coll., 1973 a et b).

3) Les éléments minéraux

La composition minérale desmilieux nutritifs joue

un réle important sur le développement des fragments racinaires de




chicorée (ROGOZINSKA, 1961). Ainsi 1l'absence d'azote et de phosphate
stimule leur rhizogenése., Des doses relativement basses en ces élé-
ments sont par contre favorables au bourgeonnement alors que des
teneurs élevées provoquent l'inhibition totale de 1'organogendse et
l'augmentation de la prolifération cell#laire (GWOZDZ et SZWEYKOWSKA,
1969). Par ailleurs, il apparait que les nitrates (> 10 meq/l) sont
indispensables & 1l'initiation florale %7 vitro des bourgeons néofor-
més car leur absence assure le maintien de 1'état végétatif (MARGARA
et Coll, 1966).

Parmi les autres éléments, il semble que seul
l'effet exercé par les ions Mg++ aux concentrations élevées (16 meq/1l)
soit net. Cet élément se révéle également trés favorable au dévelop-
pement des bourgeons néoformés par les tissus racinaires surtout
lorsqu'il est associé aux nitrates. Appliqué aux racines en cours de
forgcage hydroponique, il permet d'accroitre la production de "chicons"
(LEFEBVRE, 1980).

Un autre élément, le fer, sous forme chelatée ou
non, est capable de stimuler le bourgeonnement (LEGRAND, 1975). La
présence d'EDTA modifie cependant la caulogenése car si ce composé
facilite 1l'utilisation des sels de fer, il devient rapidement toxique
3 fortes doses. L'efficacité de ce chélateur est d'ailleurs plus marquée

24 la lumiére qu'ad 1l'obscurité,

!
\
4) Les glucides

Les fragments de racine de chicorée cultivés
in vitro sont capables de produire des bourgeons en n'utilisant que
jleurs propres réserves. L'apport de glucides exogénes favorise la
' prolifération cellulaire mais réduit d'autant plus le bourgeonnement

que la dose des glucides est plus forte (LEFEBVRE et YAMEOGO, 1976
ROGER et VASSEUR, 1983).

Un autre effet des glucides exogénes est de favori- {
ser le maintien de fortes teneurs en glucides solubles dans les
tissus (LEFEBVRE, 1979). Ce qui expliquerait les phénoménes de brunisse-
- ment souvent observés, et qui envahissent les cultures lorsque le
i milieu nutritif renferme des concentrations de sucre élevées (BLONDEL,
1979 ; GWORDZ et SZWEYKOWSKA, 1967 ; SENE, 1981).




Par ailleuré, l'apparition au sein des explantats
racinaires de la chicorée Witloof de zones fortement amyliféres
sous les zones d'initiation des gourgeons (RANCILLAC, 1973) suggére
qu'il existe une relation entre amylogenéée et différenciation
comme cela a déja été signalé pour les tissus de tabac (ROSS et Coll.,
1973).

Les glucides (glucose et saccharose) exogénes
peuvent cependant stimuler la rhizogenése de fragments racinaires de
chicorée (SENE et Coll., 1983).

Ces résultats mettent donc en évidence le rdle
métabolique et énergétique des glucides dans les phénoménes d'organo-
gendse., Il est possible cependant qu'ils interviennent également sur
la pression osmotique comme cela a écé montré sur les tissus de tabac.
BROWN et Coll. (1979) observent en effet que si le saccharose 2 1la
dose de 30g/l est favorable 3 la néoformation des bourgeons, des
concentrations plus faibles provoquent une diminution trés nette
du nombre des organes formés, Un apport de mannitol correspondant &
une pression osmotique du milieu égale & celle obtenue par 1'addi-
tion de saccharose a3 3 % est sans effet., Mais si 1'on diminue au
1/3 la concentration en saccharose, et que l'on ajoute du mannitol
pour obtenir une pression osmotique égale & celle obtenue pour 3 7

de saccharose la néoformation des bourgeons est rétablie.

\

5) L'éclairement

La lumidre n'est pas indispensable 3 la formationm
des bourgeons par les tissus racinaires de chicorée (GAUTHERET, 1942),
Toutefois & 1'obscurité, leur morphologie est profondément modifiée,
les feuilles restent petites, & 1'état d'écailles blanchidtres appli-
quées étroitement contre la tige qui se développe de maniére anormale,
Au contraire,‘é la lumidre, la tige reste trés courte, les feuilles
verdissent et se développent vigoureusement (BOURIQUET, 1966).
L'absence de lumiére setraduit au niveau cellulaire par un ralentisse-

ment des processus de dédifférenciation, ce qui expliquerait la baisse

e e ———— e« - -



du nombre des bourgeons et le retard observé dans leur apparition
(RANCILLAC, 1973).

Les conditions initiales d'éclairement semblent
cependant modifier ce processus, En effet l'application d'une période
lumineuse au début de la culture de fragments de feuilles étiolées

a pour effet de diminuer la néoformation caulinaire (LEGRAND, 1972).

Inversement si les ti&sdssont d'abord placés a
1'obscurité avant d'8tre soumis a un éclairement continu, la sti-
mulation est particuliérement nette pour une période abscure - de trois
jours. La lumidre, quoique ayant dans l'ensemble un effet favorable,
exerce donc pendant les trois premiers jours de culture, une action
néfaste sur le bourgeonnement. D'autre part, LEGRAND (1974) constate
que la lumidre inhibe ou stimule le bourgeonnement selon qu'elle est
appliquée avant ou aprds le sixiéme jour de culture qui correspond i

la date d'apparition des ébauches de bourgeons.

Dans les conditions d'éclairement alterné, jour-
nuit (12h/12h), les tissus racinaires cultivés sur un milieu dépourvu
de sucre, synthétisent des quantités appréciables de chlorophylle
avant méme que les bourgeons ne se forment (LEFEBVRE, 1979). Les
explantats exposés & la lumidre sont donc capables d'utiliser rapide-

ment le gaz carbonique de l'atmosphére en tant que source supplémen-

taire de carbone.

6) Les radiations

La radiosensibilité des tissus foliaires de
Cichorium Intybus a été étudiée par BOURIQUET et COUVEZ (1967).
Ils trouvent que le traitement aux rayons X provoque aux faibles
doses une augmentation du nombre et de la taille des bourgeons. Pour
des irradiations prolongées, il y a une inhibition qui est accompagnée

souvent d'un retard de l'expression caulogéne.

Sur des cals de tabac, SEIBERT et Coll. (1975)

trouvent que les rayons UV présentent des effets variables selon

1'intensité du rayonnement. Si l'intensité est basse, il y a stimulation




du bourgeonnement et de la prolifération cellulaire alors que si

elle est élevée, ces processus sont inhibés.,

7) Composition de l'atmosphére

Les fragments racinaires de Cichorium Intybus
culﬁivés in vitro produisent davantage de bourgeons lorsqu'ils
séjournent aprés la mise en culture,sous faible tension d'oxygéne
(LEFEBVRE, 1964), La stimulaticn est cependant plus importante en
présense de 2 % d'O2 que dans l'azote pur,de méme lorsque le traitement
est effectué avant 1l'apparition des ébauches caulinaires (LEFEBVRE,
1970).

En 1'absencede1:Qz}es tissus produisent de
1'éthanol, celui-ci diffuse en grande partie dans le milieu de culture
et peut, si la concentration est trop élevée,emp@cher définitive-
ment le développement des bourgeons en inhibant la protéogenése
(LEFEBVRE, 1971a). Une faible quantité d'éthanol (0,1 Z),6 par contre,
favorise la néoformation des ébauches caulinaires; cette action n'est
pas spécifique puisqu'elle s'observe aussi en présence d'autres
alcools (méthanol, butanol I, propanol I) (LEFEBVRE, 1971b).

Cependant, le bourgeonnement est totalement inhibé
lorsque les exp{antats sont privés d'oxygéne pendant plus d'une
semaine apréds l'ensemencement méme s'ils sont replacés ensuite dans

des conditions ordinaires. i

La stimulation du bourgeonnement en conditions

anaérobies aurait pour cause, une accumulation d'éthanol lors des

processus fermentaires. La réoxygénation mé@me faible des tissus permet
alor§ 1a transformation de cet alcool en acétaldéhyde puis en éthyléne,;
composé produit naturellement par les végétaux et dont les nombreuses i
propriétés physiologiques 1'on fait considérer comme un véritable ﬁ
régulateur de croissance (PHAN, 1971).Ainsi, par exemple, un traitement !

de courte durée par l'éthyléne 3 1/10 000e au début de la culture '
(entre le 3e et le 7e jour), stimule le bourgeonnement des fragments.
racinaires de chicorée (BOURIQUET, 1972). L'éthane par contre diminue

la capacité organogéne des tissus et peut méme s'opposer & 1l'action

stimulante de 1'éthyléne (LEFEBVRE, 1978).



8) L'état physique du milieu

WHITE (1939b) rapporte le premier la possibilité
de contrB8ler l'organogenése ‘'im vitro en observant que les cals
de tabac (hybride de Nicotiana glauca-Nicotiana langsdorfii.) ne
produisent pas d'organes lorsqu'ils sont placés sur un milieu gélosé
alors qu'ils forment des bourgeons lorsqu’'ils sont immergés dans un

milieu liquide.

L'importance de 1'état physique du milieu nutritif
a également été mise en évidence a propos de l'induction florale de
tissus de Cichorium Intybus cultivés in vitro par BOUNIOLS et
MARGARA (1968). Ils observent que les bourgeons néoformés demeurent
a 1'état végétatif lorsque les explantats racinaires sont cultivés sur
un milieu nutritif liquide (support de papier filtre). A 1'inverse,
la solidification par la gélose ~toutes les autres conditions étant
égales par ailleurs~- induit un passage rapide du développement des
bourgeons vers l'état inflorescentiel . BOUNIOLS (1968) précise que ce
n'est pas la composition chimique du support qui est responsable mais
bien 1'état physique, solide ou liquide. Ces chercheurs attribuent
l'effet du milieu liquide 3 l'hydratation excessive des tissus qui se
manifeste par la formation d'un cal hyalin et de limbes foliaires A
bord peu découpé et a pilosité réduite. Alors que sur un milieu gélosé,!

le cal obtenu est compact et les feuilles sont poilueset dentées.

\

Des travaux ultérieurs permettent a2 BOUNIOLS et
MARGARA (1971) d'observer des différences dans la composition en acides :

aminés d'explantats racinaires placés soit sur un milieu liquide, ;

soit sur un milieu gélose, ce qui suggére une incidence du support

sur la synthése protéique,

Sur des tissus foliaires, VASSEUR (1978) montre que
le milieu liquide est non seulement défavorable 3 la formation des ‘
bourgeons, mais encore qu'il réduit le ncmbre des explantats !
capables de proliférer et retarde l'apparitionAdu cal. Il signale
en outre que le milieu gélosé lui~-méme inhibe dans certaines conditions

la prolifération et 1la néoformation des bourgeons.

9) Lieu de prélévement

Les petites feuilles situées au centre du bourgeon

étiolé (chicon) de la chicorée Witloof, se montrent les plus organo-
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génes vraisemblablement parceqﬁ'elles scnt plus jeunes (VASSEUR,

1966 ; BOURIQUET et VASSEUR, 1966). D'autre part, les explantats
prélevés A la pointe de ces feuilles produisent davantage de bourgeons
que ceux de la base bien que 1'analyse histologique met en évidence

un degré de différenciation sensiblement identique (VASSEUR, 1965 ).

De maniére similaire, MARGARA et Coll. (1966)
préconisent l1'utilisation de la région médiane de la racine de
chicorée qui représente un équilibre entre les capacités rhizogénes

et caulogénes des parties distale et proximale .

10) Nature - des tissus

Il apparait cependant que la nature des tissus
cultivés est tout aussi importante que le lieu de prélévement des
explantats. Ainsi RANCILLAC (1973) montre que les tissus de la zone

périphérique des explantats racinaires cultivés sur un milieu minéral

additionné de saccharose (45 g/l) sont incapables de régénérer des bour-

geons alors que ceux de la zone centrale forment des bourgeons
avec cependant une intensité moindre que les tissus de la zone

cambiale., Il remarque également que contrairement auxX tissus isolés

de la moelle de tabac qui ne proliférent et ne produisent des bourgeons

qu'en présence d'élements vasculaires ou de substances de croissance
(JABLONSKI et SKOOG, 1954), les fragments de phloéme isolés de 1la
racine de chicor%e,méme placés dans ces conditions, ne présentent
aucune manifestation de croissance. Cette incapacité semble cependant
provenir d'un mauvais état de conservation de la zone externe du
phloéme caractérisée en particulier, par un grand nombre de cellules
senescentes et de méats intercellulaires. En effet l'aptitude particu-
lidre & la caulogenése des cellules du phloéme voisines des latici-
feres est connue depuis les travaux de BUVAT (1945). GAUTHERET (1959)
constate également que sur un fragment de phloéme ayant été cultivé
sur un milieu dépourvu de substance stimulante, les cordons libériens
et les laticiféres prolifdrent non seulement en surface mais aussi
jusqu'3 une certaine profondeur pour donner des massifs parenchymateux
contenant souvent des formations cribrovasculaires. L'analyse
cytologique permet & BUVAT (1944) de constater que les plastes

des cellules des laticiféres sont moins différenciés que ceux des
cellules parenchymateuses banales ce qui permet d'expliquer le

pouvoir de prolifération supérieur des cellules des laticiféres,

et e e A s e o]
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Cependant, il est permis de supposer que les vaisseaux, les canaux
secréteurs et les cordons libériens renferment des substances de
division. Cette interprétation est corroborée par le fait que des
fragments de moelle de tabac (JABLONSKI et SKO00G, 1954) qui sont
incapables de proliférer spontanément, manifestent au contraire une

grande activité lorsqu'ils sont associés & du xyléme.

Il se pourrait enfin que la discontinuité
intertissulaire qui existe au niveau de ces diverses formations
stimule la multiplication des cellules (GAUTHERET, 1959)., Cette
hypothése s'appuie sur le fait que le contact de deux tissus de
nature différente provoque souvent une prolifération aboutissant & la

néoformation de cambium.

11) Composés divers

En dehors des régulateurs de croissance, de
nombreuses substances peuvent également affecter les phénoménes
d'organogenése. Ainsi 1'acide diphénylacétique exerce sur le
développement des bourgeons de chicorée une action semblable i celle
de 1'AIA (BERTOSSI, 1950) alors qu'un antibiotique comme la kanamy~-
cine présente une action dépressive marquée sur le développement des
bourgeons (RAMBOUR et MONTUELLE, 1963). Il a été montré également que
certains composés phénoliques pouvaient stimuler le bourgeonnement
(LEE and SKO0OG, 1965) ou la rhizogenése (RUCKER et PAUPARDIN, 1969)

des cals de tabac.

En 1971, BAGNI et FRACASSINI mettent en évidence
l'action inhibitrice de dérivés de coumarines sur l'organogendse et
la croissance de tissus racinaires de chicorée. L'activité de ces
composés dépend de 1a position et de la nature des radicaux substi-
tués sur la molécule., Par ailleurs, VASSEUR (1978) rapporte que le
développement des cal§ sur des fragments foliaires de Cichorium
Intybus ne semble pas modifié par l'addition de Lases d'acides
nucléiques dans le milieu de culture. Sﬁr la formation des bourgeons,

c'est 1'adénine qui se montre la plus favorable suivie par l'uracile



et la thymine. Le traitement des tiséus avec des analcgues struc-—

turaux comme l'hydrazide maléique inhibe a4 la fois la prolifération
cellulaire et la formation des bourgeons. Cette inhibition peut
cependant &tre levée par l'uracile (GAUTHERET, 1952 ; VASSEUR, 1978).
Ces résultats qui mettent en évidernce le rSle important du métabolisme
nucléique sur les phénoménes de prolifération cellulaire et d'organoge--
nése permettent de relier les processus ﬁorphogénétiques a des trans-

formations biochimiques.



II - ETUDES HISTOLOGIQUES
Le prélévement d'un fragment d'organe et sa mise

en culture déclenche de nombreuses modifications structurales qui

concourent i la division cellulaire puis & la néoformation des organes.

Le début de la prolifération est marquée par la
formation d'une zone génératrice superficielle. Plus tard apparait
une seconde zone génératrice dans la profondeur des tissus qui produit
vers l'intérieur du parenchyme vasculaire dans lequel se différencient

des vaisseaux et vers l'extérieur du parenchyme libérien dans lequel

se forment des laticiféres (GAUTHERET, 1941b).

BUVAT, (1944) a montré que la néoformation des
bourgeons sur la racine de chicorée se déroule en plusieurs étapes :
des groupes de cellules subissent progressivement un - rajeunissement
de leurs structures jusqu'd un stade ultime comparable & celui que 1'on
observe dans les cellules des méristémes primaires. Ce stade doit &tre
atteint pour que l'organogenése puisse avoir lieu. Dans le cas des
tissus foliaires de Cichorium Intybus, de telles formations ne semblent
pas avoir pour origine des cellules spécialisées particuliéres
(TOPONI, 1963a ; VASSEUR, 1965 ; PROFUMO, 1967 ; PROFUMO et DAMERI,
1969). Sur les explantats racinaires, deux sites principaux ont é&té
mis en évidence (RANCILLAC, 1973). Le premier est localisé dans le
parenchyme ligneu& et se forme 3 partir de cellules entourant les

L& o 3 b
trache’ides, l'autre,le plus important,se situe dans le phloeme
néoformé, situé dans le prolongement des éléments conducteurs

préexistants, lors de la reprise d'activité intense du cambium.

Les trachédides néoformés s'entourent alors
d'une zone génératrice avant de former des faisceaux cribrovasculaires
aux environs du 3e jour de culture. L'évolution en méristémes
caulinaires est rapide et 1'émergence des premiers bourgeons inter-

vient vers le 8e jour (ROGER, 1981).

Les bourgeons prennent naissance le plus souvent
34 la périphérie mais également en profondeur & partir du cambium, du
phloéme (BUVAT, 1945 ; éAMUS, 1949) et du parenchyme vasculaire
(COUILLEROT et Coll., 1978). Des observations similaires ont été
'faites chez le tabac par STERLING (1951)

Les données dont on dispose sur les événements
histologiques qui concourent 3 la naissance d'une structure organisée
peuvent €tre regroupées selon le schéma élaboré par GRESSHOFF (1978)
¢schéma 2). |



SCHEMA 2 :

CHE ENERAL DE L'ORGANQGENESE
(selon GRESSHOFF, 1978)

Cal

auxine T
cytokinine l

Magaeif de cellules

nériatématiques T
auxine
cytokiaine Cytokininel
Nodule méristématique Nodule vasculaire
e
5
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PHASE ORGANOGENE ' 1fux1ne
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formation d'embryolde formaticn de bourgeons formation de bourgeons
il §]
&u.:)
vt

NB : T et .l expriment les teneurs élevées ou faibles

en régulateurs de croissance

\

En présence d'auxine et de cytokinine, on obserwve
au sein des cals, des cellules en division active qui se groupent
en massifs méristématiques évoluant soit en nodules cribrovasculaires
renfermant du phloeme, du xyléme et du cambium, soit en nodules
méristématiques. Selon les conditions de culture (teneur en auxines
et en glucides notamment), il apparait alors des primordiums non
| spécialisés qui servent de point de départ soit 3 la caulogendse soit

3 la rhizogenése.



versa (LEGRAND, 1974). L'éclairement favorisant la synthése de i

[
) I
- 1'intermédiaire des composés phénoliques (LEGRAND et Coll. 1576 ; I

III - ETUDES BIOCHIMIQUES

L'utilisation des techniques biochimiques
et histochimiques a contribué a une meilleure compréhension des
événements métaboliques qui accompagent les processus morphogénétiques.
C'est ainsi que l'augmentation de la teneur en RNA peut &étre considérée
comme un des premiers signes d'activation précédant les phénoménes de
division cellulaire et de différenciation organogéne sur les explan-
tats de feuilles étiolées de chicorée en culture in vitro (VASSEUR,
1978). i

Des observations similaires ont été réalisées par !
ROGER et VASSEUR (1983) sur les tissus racinaires de la m&me plante.
L'activation cellulaire serait liée 3 une synthése précoce d'ARN
spécifique qui permet celle des protéines de structure et des pro-
téines enzymatiques nécessaires 3 la duplication de 1'ADN puis 2 1la

division,

Sur un autre plan, BOUNIOLS et Coll. (1973) rappor-

tent que la photopériode peut également se répercuter au niveau du

métabolisme des acides aminés et des protéines enzymatiques puisque l
1'édification des nodules méristématiques (du ler au 8e jour) au '
sein des explantats de la racine de Cichorium Intybus est accompagnée .
d'une diminution de la teneur en acides aminés libres alors que 1la
différenciatioﬂ\végétative des méristémes se traduit, a la lumiére,
par une accumulation d'acides aminés libres)en particulier 1l'arginine, ;

l'acide glutamique et 1'acide aspartique. Cette évolution s'oppose

3 celle observée dans les tissus cultivés a l'obscurité dans lesquels
des teneurs élevées en aminoacides libres n'apparaissent qu'au 14e

jour de la culture.

Par ailleurs,il est établi que 1'activité
peroxydasique de ces tissus cultivés <n vitro est plus forte a
1'obscurité qu'é la lumidre. Le transfert de l'obscurité 4 la lumidre f

se traduit par une diminution de l'activité enzymatique et vice et

composés phénoliques (acide caféique et acide chlorogénique), ce

ST E LTS T T

chercheur pense que la lumiére contrdle 1'activité peroxydasique par

| LEGRAND.1977). i



Dans les tissus racinaires de chicorée cultivés
en absence d'hormone, il y a une exal;ation de 1'activité peroxydasi-
que lors de la mise en place des méristémes et leur développement en
pousses feuillées (NAKANTSHT ,1979). Par contre, la prolifération
cellulaire de ces tissus en présence d'AIA (10 mg/l) est caractérisée
par une forte réduction de 1'activité des peroxydases ainsi d'ailleurs
que celle d'autres enzymes telles qﬁe la ribonucléase et la phosphata-
se (GweaDZ, 1973 ; SOBCZYK, 1976).

GORDON et FLOOD (1979, 1980) sigmﬂentégalement_que
l'induction du cal par une dose élevée de 2,4-D (10 ‘SM) provoque une
considérable hydratation des tissus qui est associée a l'hydrolyse
de 1'inuline en fructosanes et en sucres réducteurs de poids molécu-
laire plus faible ainsi que par une importante augmentation de 1'ac-
tivité invertasique. Récemment DORCHIES (1984) a mis en évidence sur
des cultures de tissus racinaires ou foliaires de chicorée Witloof,
une activité nitrate réductasique qui aprés une phase de latence de 6

heures, présente un optimum vers le 2&me jour de la culture,

Cette revue bibliographique souligne la grande
diversité des facteurs de croissance qui agissent sur la néoformation
des bourgeons,. L}organogenése dépend davantage d'un équilibre de
facteurs stimulants ou inhibiteurs plutdt que d'un facteur spécifique
unique., Il fallait donc définir et quantifier les éléments intervenant
dans un tel équilibre. Ensuite, on constate que la majorité des
travaux effectués 3 partir des tissus de la chicorée Witloof portent
sur le bourgeonnement alors que les phénoménes de rhizogenése et

de prolifération cellulaire n'ont suscité que peu d'interét.

Le plan de ce travail est donc tracé. Nous
préciserons d'abord les facteurs qui déterminent la néoformation des
racines puis nous analyserons les capacités de prolifération des
explantats racinaires pour finalement étudier les possibilités

d'obtention d'une colonie tissulaire.
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MATERIEL ET METHODES

I - MATERIEL VEGETAL

Les plantes de CZchorium Intybus L. variércé
WITLOOF, cultivar "Zoom" se seément au printemps de début avril 2a
fin juin dans le nord de la France. Les racines sont miires c'est-
ad-dire aptes i produire un "chicon" de bonne qualité vers la pre-
midre quinzaine du mois d'aodt pour les variétés les plus hatives.
La récolte se poursuit jusqu'au début du mois de mai. A ce stade, les
racines sont arrachées et privées de leurs feuilles. Elles sont

alors conservées 3 une température de 4° C en chambre froide.

1) Stérilisation

a) Les racines

Au moment de leur utilisation, les racines
préalablement épluchées sont stérilisées par immersion dans une
solution d'hypochlorite de calcium ((Cl0),Ca, 115-120° chloromé-
trique ) & 14 %, pendant 25 minutes, puis rincées par trois bains

successifs d'eau stérile de 5, 10 et 15 minutes respectivement,

b) Les graines

Afin de produire des plantules aseptiques, les

graines sont traitées dans trois bains successifs & propriété bac-
téricide ou fongicide
. mercryl-laurylé 3 10 2 (10 minutes)
. éthanol 70° (5 minutes)
« hypochlorite de calcium & 9 7
+ (15 minutes)

mercryl-laurylé a 5 7

Elles sont ensuite rincées par trois lavages a

l'eau distillée stérile d'une durée de 10, 15 et 30 minutes respec-~
tivement.

IR USRS SR
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2) Préldvement des explantats

Aprés la stérilisation des racines, des sec-
tions cylindriques sont alors prélevées au niveau de la zone généra-
trice 4 1'aide d'un emporte-piéce de 6 mm de diamétre, selon la

technique de MARGARA et Coll. (1966).

Les explantats utilisés sont généralement de
faibles dimensions (2 mm de longﬁeﬁr) 5 ils permettent du fait de
la réduction des corrélationé internes, une meilleure analyse des
effets occasionnés par des changements de milieu de culture ou des

conditions d'envircnnement.

Nous n'avons utilisé habituellement que la par-
tie médiane de la racine, en éliminant la pointe et le collet, afin
d'éviter les variations dues au gradient d'hormones endogeénes
(WARMKE et WARMKE, 1950 ; VARDJAN et NITSCH, 1961).

II - COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE
1) Explantats racinaires

Les milieux nutritifs utilisés renferment des
éléments minéraux, des vitamines, des régulateurs de croissance,
des substances grganiques et divers produits naturels complexes,
L'addition ou non de glucides dépend du type de culture 3 réaliser.
A 1'exception de ceux utilisés pour la culture en milieu liquide

tous les milieux nutritifs sont solidifiés par la gélose (agar-

agar pour bactériologie, BIOKAR ,tyﬁe E). Leur pH est toujours ajusté a

5,5 & 1'aide d'une sclution de soude, (NaOH, 0,1 N), ou d'acide
chlorhydrique (HC1, IN). Ils sont ensuite stérilisés par autocla-
vage & 110° C pendant 20 minutes.

a) Les éléments mindraux

| Les solutions minérales que nous avons utilisdes
sont celles de HELLER (1953) et de. MURASHIGE et SKOOG (1962),
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_______________ BT Fe Ow He W ______Fe e ___ - T P2F __
NO, 3,24 7,06 5,48 39,43 33,8 48 25,0 19,8 21 25,0
H, PO, 0,14 0,9 0,92 1,25 2,50 2 1,1 1,81 6,5 2,6
S04 3,8 2,04 1,02 3 3 6 4,0 2,04 1,44 3,24
c1 0,9 11,09 - 6 6 - 2,0 20,47 0,9 2,72
Total Anions 12,98 21,15 7,41 49,7 45,3 56 32,1 50,0 31,60 33,60
m Eq/L
K* 1,7 10,07 2,16 20,6 21,3 22 25,0 20,06 26 25,0
Na¥ 2,94 7,96 - - - 24 1,1 - 0,5 -
Mgt 6 2,04 1,02 3 6 2,0 3 1,44 3,264
ca'? 2,44 1,02 4,24 6 4 2,0 6 3,66 2,72
NH4 - - - 20,62 15,0 - 2,0 20,62 ~ 2,6
Total Cations 12,98 21,15 7,41 49,7 45,3 56 32,1 50,0 31,60 33,6
m Eq/L
~

Tableau 1 : Composition ionique (meq/l) des solutions minérales utilisées
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Des essalis comparatifs avec d'autres solutions
minérales ont cependant été entrepris. Le tableau |1 indique leurs

concentrations ioniques respectives,

b) Les vitamines

Nous avons employé la solution de vitamines
préconisée par MURASHIGE et SKOOG (1962) & laquelle nous avons
additionné d'autres vitamines : la biotine, l'inositol et 1'acide
folique (Tableau 2)..

VITAMINES CONCENTRATIONS
PRECONISEES par mg/L uM/L
1- MURASHIGE et SKO0OG
Thiamine - HC1 (B1) 0,1 0,29
Pyridoxine - HCl (B6) 0,5 2,43
Acide nicotinique 0,5 4,05
2 - ADDITIONNELLES
Biotine 0,05 0,20
Inositol 100,00 555,00
Acide folique 0,5 1,13

Tableau 2 : Concentrations des solutions vitaminiques
\ utilisées,

c) Les régulateurs de croissance

Nous avons couramment utilisé l'acide naphtylacé-~
tique (ANA) et 1'acide 2,4~ dichlorophénoxyacétique (2,4-D), ainsi que
deux cytokinines : la 6-furfurylaminopurine ou kinétine (Kin.) et 1la

6-benzylaminopurine (BAP).

Dans certains essais, nous avons fait également

3

¥

intervenir 1'acide indolylacétique (AIA), ou l'acide gibbérellique (AG3).f

d) Les composés organiques

La sensibilité des tissus & l'action excitoforma-
trice de produits naturels .complexes comme l'hydrolysat de caséine et
le lait de coco a été éprouvée ; de méme que l'influence de deux

acides aminés : le glycocolle et la glutamine.

e ey - g 3
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2) Graines en germination

Dans certains cas, nous avons utilisé des
plantules issues de graines mises & germer aseptiquement. Le milieu
de germination est alors constitué de :

. macro et microéléments de HELLER, Le fer étant
fourni sous forme chelatée (Na,-EDTA) i la
dose de 50 mM de FeSOus, 7H,0 qui correspond
3 la concentration présente dans le milieu de
M & S diluée de moitié.

. gélose a 7 7o

. saccharose 3 1 7%

III - CONDITIONS DE CULTURE

Les cultures sont placées dans une salle clima-
.. . + . _
tisée assurant une température de 22° - 1° C et éclairée en per-
manence par des tubes luminescents (General electric, type cool,

-2
white de luxe, 15 Wm ).

Les milieux gélosés sont coulés avant autoclavage
\ ”»
dans des tubes en verre (22 x 160 mm) et bouchés par du coton hydro-
phile, recouvert d'une feuille d'étain ou d'un bouchon en plastique,.

Chaque tube contient environm 15 ml de milieu.

Un lot de 24 tubes est généralement utilisé par

condition.

IV - METHODES DE MESURE
1) L'organogenése

» 3 rd ' .
La mesure de 1'intensité de 1 organogenese est

. e o ten
faite en dénombrant les organes (racines ou bourgeons) Vvisibles 2

e b cmae
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1'oeil nu, aprés &4 semaines de culture; les résultats sont exprimés
par rapport 3 l'ensemble des explantats organogénes en :

- nombre moyen d'organes par fragment

- taille moyenne des organes.

De plus, nous avons toujours calculé,par rapport

34 la totalité des cultures, le pourcentage d'explantats organogénes.

2) La callogenééé

La croissance des tissus est évaluée par 1'aug-
mentation de la masse de matidre fralche et de matidre séche en
cours de culture. Le poids de matiére séche est obtenu aprés un
passage de 48 heures a l'étuve (105 ° C).

3) Calculs statistiques

Les caractéres rencontrés en blologie suivent en

général des lois voisines de la loi normale. Ainsi l'erreur standard

de la moyenne (m) au risque de 5 7 est donnée pour un petit nombre

de cas (n) par la formule suivante :

+
X = m - ¢t,.S
vV n
S étant l'écart type estimé sur 1l'échantillon

t la valeurx donnée par la table de STUDENT pour le nombre de
degré de liberté (n - 1) et le risque 5 7%

V = TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

L'étude histologique des tissus est réalisée au

microscope photonique selon les techniques décrites par LANGERON
(1949) .

1) Préparation des ébﬁpeé

Les fragments tiséulaires sont fixés pendant
24 heures dans le mélange F.A.A. (Formaldéhyde 40 Z, Acide acétique
pur, Ethanol 95 ° ; 10/5/85 V/V).




Afin d'activer la pénétration du fixateur, le
]

traitement est effectué sous vide durant les 30 premiéres minutes,

Aprés un rincage d'une journée i 1'eau courante,
ils sont déshydratés dans une série éthanol-xyléne, puis inclus
dans la paraffine. Ils sont finalement débités en coupeé de 10 a 12 um

d'épaisseur qui sont déparaffinées avant d'8tre colorées.

2) Colorations

Nous avons utilisé :

- la coloration de FEULGEN (L¥SON, 1960) pour les
zones 4 activité mitotique intense ; (hydrolyse
12 mn, coloration 24 heures, 1'ADN est coloré

en rouge).

. La double coloration safranine - fast-green :
safranine 4 h, fast-green 4 minutes, ADN colcre
en rouge,parois et cytoplasme colorés en vert,
parois lignifiées colorées en rouge.

VI - DOSAGE DES PROTEINES

Les protéines sont dosées selon la technique de
LOWRY et Coll. (1951).
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CULTURE D’EXPLANTATS RACINAIRES

Le rdle des hormones dans la régulation des
phénoménes d'organogenése ¢n vitro a donné lieu 3 de nombreux tra-
vaux. L'auxine induit la prolifération des zones génératrices libé-
;biigneuses et des parenchymes peu différenciés, SKOOG et MILLER
en 1957 ont montré que ce sont les concentrations relatives d'auxi-
nes et de cytokinines qui orientent le programme morphogénétique
soit vers la callogenése, soit vers le bourgeonnement ou la
rhizogenése. Ce travail, réalisé avec des tissus de moélle de
tabac cultivés in vitro, a été confirmé depuis avec du matériel

trés divers.

Pour notre part, nous avons voulu éprouver les
capacités organogénes de fragments racinaires de Cichorium Intybus
cultivés sur des milieux contenant une auxine et/ou une cytokinine.,
Par la suite nous avons recherché les facteurs favorables 3 1la néo-

formation de racines et la prolifération cellulaire.
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PREMIER CHAPiTRE
ESSAIS PRELIMINAIRES

Nous avons tout d'abord vérifié les capacités
de petits explantats de la racine de Cichorium Intybus a proliférer
et 34 produire des racines. Pour cela, nous avons cultivé de petits

explantats de racines en présence de deux auxines ; 1'acide

naphtylacétique (ANA) et 1'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D),

associées avec une cytokinine : la kinétine (Kin).

1) Action conjuguée de 1'ANA et de la Kinétine
-7

Dés 10 M, 1'ANA inhibe 1le bourgeonnement;
cette inhibition devient totale (Tableau 3) au deld de 10 -6M.

La rhizogenése est par contre fortement stimu-
lée. Ainsi, les explantats cultivés en présence de6.10-7M de cette
hormone forment un nombre de racines quinze fois supérieur 3 celui
du-témoin. L'intensité du phénoméne diminue 2 mesure qu'augmentent

les doses d'ANA pour s'annuler 45.10 Sy,

Aux concentrations utilisées, l'action de 1a
kinétine sur l'organogenise est peu perceptible. Toutefois, en
l'associant 3 1'ANA 3 des teneurs comprises entre 6. 0 ;‘M et 10 "0y
elle stimule de manidre importante la néoformation des racines, en
particulier lJ%sque la cytokinine est présente dans le milieu 3 une
concentration de 10 -7M. Ainsi on observe que le maximum de racines

. N -6
(5 en moyenne par explantat) est obtenu en présence d'ANA a 10 M

et de kinétine & 10 -7M .

Par ailleurs, les fragments raciraires produi-
sent des cals volumineux lorsqu'ils sont soumis 3 de fortes doses
d'ANA. La prolifération cellulaire qui est appréciable & partir
de 10 "% d'ana . devient importante 35.10 “JM. Cette condition

provoque la formation d'um cal volumineux sans organe apparent..

2) Action conijuguée du 2,4-D et de la Kinétine

L'apport de 2,4-D favorise légérement la formationp
. * , s . - 7 Y
des bourgeons aux concentrations inférieures a 10 M. Au dela,

l'inhibition de la callogenése est totale (Tableau 4).



TABLEAU 3 :

Action conjuguée de 1'ANA et de la kinétine sur le nombre d'organes produits

par des fragments de racines de Cichorium Intybus cultivés 3 la lumidre en

présence de glucose (1Z). Le nombre de croix (+) signale 1'intensité de 1la
prolifératioun cellulaire.

B : Bourgeons
"R : Racines
/
Tk A Conn Al P ob Zron damens
: : : _q ¢ g @ g ¢ e Yy _ % et e~ _eta )
: 2210 7 :4.00 ~7 :6.00 77 :8.10 77 t 55 10 6 2.5407% 1510 "% 7.5407%: 10 “I:5710 3 ;
( : B : 2,54 ¢+ 2,12 ¢ 2,00 : 1,00 : 1,0t : 0,91, : 0,78 : 0 s 0 : 0 : ) Y ;
>"C o : : : : : : 3 : : : : o+ : + 2 ¥+
( : R : O0,t0 : 0,10 : O,16 : 0,20 : 1,50 : 1,16 : 1,10 : 0,91 : 0,33 : 0,33 : 0,10 = O ;
(——~--- (m————— e g ———— tm——————— §mm—————— R el g mm—————- R iatat g m——— fmm—————— fmmm————— R et LS A
E -g¢ B s+ 2,50 : 2,16 : 2,20 : 1,00 : 1,09 : 0,54 : 0,88 : 0 : 0 : 0 : o : O ;
10 : : s : s : : : : s HER S : + 2 e
z :+ R : O : 0 : 0 : 0,18 : t,00 : 1,45 : 1,00 ¢ 0,20 : O0,10 : 0,10 : 0,17 ¢ O ;
g ' .gt B ¢ 2,08 : 1,81 : 2,00 : 1,36 : 0,94 : 0,50 : 0,91 : 0,20 : o : 0 t o ' O ;
o : K : : s . : : : H s : 0+ s + A
g : R : 0,16 : 0,15 : 0,10 : 0,54 : 0,8 : 3,10 : 1,58 : 0,58 : 0,25 : 0,18 : 0 : 0 ;
( -7t B : 2,36 : 1,81 : 1,50 : 1,16 : 0,83 : 0,36 : 0,16 : 0 : 4] : 0 : 0 T 0 )
( 10 : : : : 3 . : :. : - : : : 4+ : + T 44 )
( :. R : O : 0,10 : 0,10 : 0,16 : 1,75 : 3,09 : 5,08 : 0,55 : 0,25 : 0,10 0O : o0 )
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La rhizogenése ne semble pas trés affectée par
la présence de ce régulateur de croissance. On dénombre en moyenne
moins de 1 racine par explantat m€me pour les conditions les plus

favorables.

Comme précédemment, la kinétine ajoutée seule dans
les milieux de culture ne parait exercer d'effet sensible ni sur

la néoformation des organes, ni sur la prolifération cellulaire.

L'addition simultanée de ces deux hormones ne

s'avére pas plus bénéfique. Nous avons cependant observé la formation

de cals non organogénes 3 partir d'une dose de 4.10 -7M de 2,4-D.

Mais la prolifération cellulaire reste néanmoins toujours relativement

modeste.

De ces résultats, il apparait que 1'ANA est

nettement plus favorable que le 2,4-D pour stimuler la prolifération

-5

cellulaire : la présence d'ANA 45.10 M permet la production de

cals volumineux sans organes apparents. La rhizogenése nécessite par

ailleurs la présence simultanée d'ANA et de kinétine ; le maximum
. , -6 -
de racines étant obtenu pour des doses de 10 M d'ANA et 10 Ty

en kinétine,
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DEUXIENE CHAPITRE
ETUDE DE LA RHIZCCENLSE

Les essais préliminaires (Tableaux 3 et 4) ont
permis de déterminer un milieu de culture favorable &4 la rhizogenése
de petits fragments racinaires de 6 mﬁ de diamétre et 2 mm d'épais-
seur., IL renferme la solution minérale de HELLER additionnée
d'ANA, de kinétine et de glucose, Les explantats présentent alors
de nombreuses racines, mais de rares bourgeons subsistent encore.

De plus les résultats sont variables d'une culture 3 1'autre. La

réalisation d'essais complémentaires s'imposait donc.

Nous nous sommes alors fixé pour objectif ; d'une

part de déterminer les conditions expérimentales induisant unique-
ment la néoformation de racines et d'autre part, d'obtenir des
résultats homogénes au sein d'un méme lot expérimental et reproduc-

tibles d'une expérience & l'autre.

I - CHOIX DES CONDITIONS HORMONALES

Compte tenu de nos résultats anterleurs, nous
» p . N o ’ . . t
nous sommes proposé de vérifier s'il était possible d augmenter
. o . . 3 ]
la production de racines en modifiant les concentrations d'hormones

nécessaires 3 13 rhizogeneése.

1) Recherche de la dose d'ANA

En absence d'ANA dans le milieu de culture
(Tableau 5), tous les explantats (6 x 2 mm) bourgeonnent mais peu
d'entre eux produisent des racines. Un effet favorable de 1TANA
sur la rhizogenése s'observe dé&s la dose de 10 -7M. De 10 ~7M a
10 -6M,1'ANA favorise la rhizogendse, ce qui se traduit par un

accroissement du nombre des racines par explantat.

Paralldélement, leurs capacités de bourgeonnement
. . IR ] [N . -6 - 3 i
diminuent régulidrement. Mais & partir de5.10 M, 1'ANA agit dif-
féremment vis 3 vis de 1'organogéendse . Certes le bourgeonnement est

totalement inhibé mais, la rhizogenése n'en n'est pas pour autant

. - ——



: )
: Acide Naphtyl-acétique (M) )
----------------------------------------------------------------------------- )
: : _ : _ : _ : . _e ¢ _ : e )
: 0 : 10 7 : 5.10 ! : 10 6 P 10 6 : 10 > : 10 3 )
(= e ——————— tm———————— it it o e Sttt il :--2 ------- )
( 7 d'explantats : : : : : : : )
( avec bourgeons : 100 : 95,8 + 75,0 s 29,2 : 0 : 0 : 0 )
( avec racines : 16,7 : 20,8 + 29,2 : 41,7 : 20,1 : 8,3 : 0] )
(cmmmmrmr e mm—————— o — - R e —————— e m fmm m— e ———— )
( Nombre moyen, par : : : : H : : )
( explantat de : : : : : : : )
( bourgeons : 1,7 1,6 : 1,1 : 0,4 : o : 0 : 0 )
( racines : 0,2 0,2 : 0,6 : 0,9 : 0,3 : 0,1 : 0 )

TABLEAU. 5 :

Action de 1'acide naphtylacétique sur les capacités organogénes
des explantats de racines de Cichorium Intybus (6 mm @ et 2 mm
in vitro en présence de 10 g/l de glucose,

de longueur) cultivés




activée et le pourcentage d'explantats porteurs de racines. ainsi
que le nombre moyen de racines sont moins importants que sur les

témoins cultivés en 1'absence d'ANA.

De ces résultats, il ressort, que 1lorsqu'il
y a inhibition totale du bourgeonnement, l'effet rhizogéne de

1'ANA est faible sinon nul.

De plus, on note que le milieu qui contient

10 -6M d"ANA permet d'obtenir un maximum de fragments porteurs de

racines et un nombre élevé de racines néoformées.

Cette condition a donc été retenue pour les

essais ultérieurs.,

2) Recherche d'une dose optimale de kinétine.

En présence d'ANA, 1a kinétine, & la dose de

10 -7M, augmente 3 la fois le nombre moyen de racines et le pourcen-

tage de fragments rhizogénes (Tableau 6). A 10 —6M, on observe une
inhibition totale du bourgeonnement, mais en méme temps, une forte
réduction de la rhizogenése et le nombre moyen des racines corres-
pond alors 3 moins de la moitié de celui observé sur les explantats
témoins., C'est Rourquoi nous avons choisi d'additiongzr systéma-
tiquement dans les milieux de culture de 1'ANA a 10 M et de 1la

kinétine & 10 M.

/
II - INFLUENCE DE LA TAILLE DES EXPLANTATS ET DU GLUCOSE EXOGENE

Lors des essais précédents, les explantats
disposaient de leurs propres réserves glucidiques intratissulaires

ainsi que du glucose (10g/l) additionné aux milieux nutritifs.

Nous nous sommes alors demandé , si la taille des
explantats et l'apport exogéne de sucre étaient susceptibles

d'influencer la rhizogenése.

Pour cela, des cylindres tissulaires de 6 mm

de diamétre sont prélevés ai niveau de la zone génératrice, puis
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TABLEAU 6 : Action de la Kinétine svur les capacités organogénes
de fragments de racines de Cichorium Intybus (6 mm de ¢

et 2 mm de longueur) cultivés en présence de 10 ~Y i
d'ANA et de 10 g/1 de glucose.

: Kinétine (M)

( % d'explantats : o
( avec bourgeons :
( avec racines :

( Nombre moyen, par explantat de
( bourgeons
( racines

w
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sectionnés en trongons de 2, 4, 6 ou 8 mm de longueur. Ces frag-
ments ont été ensemencés sur des milieux nutritifs additionnés

ou non de glucose et contenant de 1'ANA 10 -6M et de la kinétine

10 "',

En absence de glucose exogéne (Tableau 7),on
n'observe pas d'organe sur les explantats de 2 ou 4 mm de longueur.
Sur les explantats de 6 mm d'épaisseur, quelques racines apparais-
sent et leur nombre s'accroit ensuite avec la taille des fragments.
Ainsi, les explantats de 8 mm de longueur présentent des capacités
rhizogénes trés supérieures (en pourcentage d'explantats organogénes

et en nombre moyen de racines) & celles des fragments de 6 mm.

La présence du glucose (10g/l) dans le milieu
de culture provoque la formation de racines quelle que soit 1la
taille des explantats et une augmentation des capacités rhizogénes

4 mesure que cette taille croft.

Nous avons alors choisi d'utiliser les explantats
de 6 mm de longueur pour lesquels le pourcentage d' explantats
organogénes est déja trés élevé (83 Z) et qui ne présentent qu'un

petit nombre de bourgeons,.

De plus, ces résultats nous ont incité a étudier
de maniére plus Bpprofondie 1'action du glucose,qui par ailleurs

s'est révélé inhibiteur du bourgeonnement (LEFEBVRE,}-1976).
. Yameo Ko
L'addition de glucose en concentration croissan=-

tes(Tableau 8) ne permet pas d'orienter l'organogénése exclusivement
vers la production de racines. En effet si les explantats cultivés
sur un milieu dépourvu de sucre ne produisent que de rares racines,
un apport de 2,5 g/l de gluéose permet la formation, sur pres de

la moitié des cultures, de 3,4 racines en moyenne par explantat.

On observe parallélement 1l'apparition de quelques bourgeons.

A partir d'une concentration de 5 g/l de glucose,
le nombre de fragments rhizogénes atteint un palier. Les doses

supérieures ne modifient pas le nombre des néoformations.
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TABLEAU 7 : Influence de la taille des explantats sur la production des racines @
en présence ou non de glucose 3 10 g/l. Le milieu de culture contient
en outre de 1'ANA 2 10 “6 M et de la kinétine a 10 =7 M.

Explantats de 6 mm § et de

~ A

longueur

. . ——— )

: : : : )

: 2 mm : 4 mm 6 mm : 8 mm )
_____________________________________ :————————L————————---——-—-_—_-——-___)
( : 7% d'explantats : : : : : )
( © : avec bourgeons : 0 : 0 : 0 : 12,5 )
C : avec racines : 0 : 0 : 8,3 : 33,3 )
( f-— o - mme oo sm— e e e R et R et tm—mm———— to—mmm——— )
( o ¢ Nombre moyen par : : : : )
( o : explantat de : : : : )
« 2 : bourgeons : 0 : 0 : 0 : 0,1 )
( o : racines : 0 : 0 : 0,2 : 0,7 )
(-—m====t-——mmrerr e e e tm—————— Pmm—————- mm—————— )
«C % : % d'explantats : : : : : )
( o : avec bourgeons : 8,3 9,1 : 12,5 : 37,5 )
« 7 : avec racines : 37,5 : 54,2 : 83,3 : 83,3 ;
( 9 D el i t———————-- {mm—————— R e B L
( o : nombre moyen par : 7 : : : )
« 3 : explantat de : : : : )
( g : bourgeons : 0,1 0,1 0,2 : 0,7 )
( : racines : 1,5 2,4 4,5 5,1 )
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TABLEAU 8 : Effet de différentes concentrations de glucose sur la production.de

racines par des fragments racinaires de Cichoggum Intybus (6 mm @ X,
6 mm de longueur) cultivés en présence de 10 M d'ANA et de 10 ~
de kinétine.

: )
: glucose (g/1) )
e e e e e e e e e e e e e e e e e )
: : : : : : : )
: 0 : 2,5 5 : 7,5 : 10 : 12,5 : 15 )
N e e m——————— e ————— e —————— m—mm———— tmm—————- )
( Z d'explantats : : : : : : : )
( avec bourgeons : 0] : 16,7 : 18,2 : 20,8 : 12,5 : 8,3 : 8,3 )
( avec racines s 12,5 ¢ 45,8 : 79,2 : 79,2 : 81,8 : 74,2 : 67,2 )
(m—mmmmm e t-——————— mm————— tm——————- tm——————- o R el o= )
( Nombre moyen, par : : : : : : : )
( explantat de : : : : : : s )
( bourgeons : 0 : 0,3 : 0,3 : 0,2 s 0,2 : 0,2 : o,1 )
( racines : 0,2 : 3,4 4,9 : 5,7 : 6,4 : 5,2 : 4,1 )
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Un maximum de racines est observé 3 10 g/l au
dela, on constate un léger brunissement des explantats qui
marque ﬁn début de toxicité, ainsi qu'une rédﬁction des capacités
organogénes. Cette teneur en glucose (10 g/l) a donc été retenue

pour la suite des expérimentations.

III - TRANSFERT DES EXPLANTATS CULTIVES SUR DES MILIEUX SANS
GLUCOSE.

L'absence de glucose dans les milieux de culture
contenant de 1'ANA 10 -6M et de 1aKIN1O -7M eﬁpéche l'apparition
des racines mais provoque par contre la formation de cals volumineux
d'aspect verditre. Histologiquement, on observe cependant de nom-

breux méristémes nettement individualisés mais ils ne se développent pas.

Nous nous sommes donc proposé pour tenter de
faire apparaitre ces organes, de transférer les explantats sur
des milieux renfermant ou non du glucose, Les fragments racinaires
utilisés dans cet essai ont 6 mm de diamétre et 2 ou 6 mm de longueur
et sont donc transférés apreés 30 jours de culture sur différents

milieux (Tableau 9).

Les explantats de 2 mm de longueur ne produisent

\

jamais d'organes'lorsqu'ils sont transférés sur des milieux pourvus
ou non de glucose. Aprés tranfert, on observe la présence de racines
sur les tissus essentiellement lorsque le milieu de repiquage contilent

du glucose et si les explantats ont initialement 6 mm de longueur.

Dans ces conditions, tous les fragments forment
des racines dont le nombre moyen est voisin de 12. La présence de
régulateurs de croissance améliore encore, parallélement & la
prolifération cellulaire, 1la rhizogéndse puisque 1'on note alors

une moyenne ' de 14 racines par explantat.

IV - INFLUENCE DE L'AG3 ET DE LA LUMIERE.

En général, les gibbérellines exercent une
action inhibitrice sur l'organogenése (THORPE, 1978). Ceci nous a
incité a éprouver leur influence sur les explantats de racines de

Cichorium Intybus. Les cultures sont exposées soit 3 la lumiére soit
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TABLEAU 9 : Influence du transfert sur des milieux nutritifs divers, pourvus ou non
de glucose (10 g/1). Les explantats de 6 mm de diamétre et 2 ou 6 mm
de longueur sont cultivés pendant un mois sur ugp milieu renfermant Jla
solution minérale de HELLER additionnée de 10 M & ANA et de 107/ M
de kinétine.
30 jours aprés le transfert sur le second milieu on détermine 3
le poids de matiére fraiche (M.F.) ou s&che (M.S) ainsi que le nombre
de racines (r) de bourgeons (b) et le %X d'explantats porteurs de racines.

Milieux de

N Nt Nt st St St St

N st Nl Nt Nut ot

: : : : : )
( transfert:? : Heller : Heller : : ' : Heller )
( Taille :  Heller : 6 ! Glhcese sz ! ANA 10 76 y : Glucose % )
( des : : + Glucose 1 X: ANA 10 ~° m : §LH°98 -¢ i I : ANA 10 O M )
- . 3 "7
E explantats : : : $ : : KinltO ¥ )
(  w : : : : : :
( 2 P M.Ferg) 429 * 64 : 549 % 105 : 480 * 58 : 742 % 107 : 516 % 101 : 856 #* 130
( o3 temm et tmmmmmmrmm e —— R ittt bl bl ittt el bt i s R e LD bt el it
E Sl s : 22,40 38,34 ; i ;
( ud @ M freg) . : . : 23,12 44,74 24,12 : 45,93
8. R Ao e ———— e ————— £ R Tt S e ———— {mmmr—m——c e ———
( v : : : H H : :
( .35 : r. : 0 : 0 : 0 : 0 : 0 s 0
« & e et tomm e omsemmsm e ————— s mmeese—— e i el feesmmerme—n——
( wo : s : : : : :
g : b. : o s (o] : (o} H o : 0] : (o}
( : : : : . . .
E 3 1 M.Flyy 3 484 % 65 : 994 + 82 : 693 #148 : 1 077 * 224 : 708 % 151 11 285 '+ 204
3 fmmmm e R L e T e e T et e fmm—mm e R L D e R e L L
( o s : : : s : :
- c
E g i---?:f@:ﬁl--f _____ Eflzz-_--i ------ 53138 : 29,63 .t 70,79 : 33,57 : 77,87
- : : : e R Lt fmmm e e ——————— e —————
( vo : : : : : : s
( E": :  r. : 0,16 : 12,00 0,33 6,80 : 0,83 : 14,00
2 a & Fia e i -------------- (e me e Hk e ittt e bt Imsmssms s ee———— femeemme e
E WY s xor. : 22 : 100 : 33 : 60 : 33 : 100

e e N Nt ot




3 l'obscurité.

En présence de lumiére, (Tableau 10) 1'addition
d'AG3 a pour effet de diminuer la caulogenése tout en augmentant le

nombre de fragmernts rhizogénes.

C'est finalement la dose de 10 =5 M d'AG3 associée

-6 7

aux effecteurs précédents (ANA 10 M, K 10 "M et glucose 10 g/1)

qui nous a permis d'atteindre le but que nous nous étions fixé.
(Planche I, Photo 1 et Photo 2 B).

On observe en effet qﬁe dans ces conditions, tous
les explantats forment des racines en grand nombre a l'exclusion de
toute néoformation gemmaire . Mais ceci ne s'observe que dans les cas
ol les tissus sont exposés 3 la lumiére. L'obscurité réduit par con-

tre les capacités rhizogénes des fragments.
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TABLEAU 10:

: )

: Acide gibbérellique (M) )

R ittt bbb bl el bt Do )

: : -6 -5 ¢ -4 )

: 0 : 10 : 10 : 10 )
------------------------------ e it Sttt tiedeintad Sdeietabintetetd Sttt
( : 7% d'explantats : : : : )
( : avec bourgeons : 20,0 : 12,0 : 0 : 0 )
( o : avec racines : 70,0 : 75,0 : 100 : 65,0 )
( % St e it e e i fommmm )
« 3 : Nombre moyen par : : : : )
( 8 : explantat de : : : : )
( w1 : bourgeons : 0,2 : 0,1 : 0] : 0 )
( : racines : 7,3 : 7,0 : 9,6 : 6,4 )
(===~=-- (e emem————— g ————— {mmm—————- fm———————e )
( : 2 d'explantats : . . . )
( w : avec bourgeons : 9,1 : 5,3 : 0 : o )
«( 5 : avec racines t 63,6 : 54,2 : 81,7 : 66,4 )
( « ettt e e ————— e ———— tm——————— R )
( 3 : Nombre moyen par : : : : )
( 2 ¢ explantat de : : : : : )
( o : bourgeons : 0,2 :” 0,2 : 0 : 0 )
( : racines : 3,8 : 4,0 : 6,1 : 4,4 )

d'ANA 10

Action de différentes doses d'acide gibbérellique, en présence
-6 M, de kinétine 10 =7 M et de glucose 10 g/l sur 1la

production de racines. Les explantats (6mm § x 6 mm de longueur)
soit a 1'obscurité.

ont été cultivés soit a la lumieére,




- 43 -
TROISIENE CHAPITRE
PROLIFERATION DES CULTURES PRIMAIRES

I - RECHERCHE D'UN MILIEU DE PROLIFERATION
1) Choix d'une dose d'ANA

Les petits explantats racinaires de Cichorium
Intybus produisent naturellement des bourgeons et quelques rares
racines en culture <7 vitro . L'adjonction aux milieux de culture

d'ANA augmente le nombre des racines et réduit celui des bourgeons
| (Tableaut).

/ Ce n'est cependant que pour des doses supérieures
a 10 -SM que l'on n'observe plus de manifestations organogénes et
3 5.10 -SM, ~ seule une prolifération cellulaire trés importante sub
siste.

2) Choix d'une dose de kinétine

L'étude histologique des cals formés en présence

de 5.10 M d'ANA met en évidence,la présence de nombreux nodules

méristématiques néoformés qui ne se développent pase

L'addition de kinétine permet de réduire

. LY ~ 3 _7
leur nombre, particuli®rement 3 la concentration de 10 M. Des
doses plus élevéeg\inhibent la prolifération cellulaire (Tableau 12),
. -5
Nous avons donc cultivé les tissus en présence de 5. 10 M d'ANA

et de 10 -7M de kinétine pour favoriser la callogenese de ces tissus,

II - ESSAIS D'AMELIORATION DE LA PROLIFERATION

La maTtrise de la culture %n vitro des tissus
végétaux nécessite de bien connaitrq,l'influence des conditions

externes et des différents facteurs du milieu de culture.

1) Action des acides aminés et des vitamines

Nous avons tout d'abord étudié l'influence des
éléments organiques du milieu préconisé par MURASHIGE ET SKOOG (1962),

L'hydrolysat de caséine (1g/l) stimule puissam~
ment la prolifération cellulaire. Cette exaltation permet de doubler
la quantité de matiére fralche ou de matiére séche des cultures
témoins (Tableau 13).
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TABLEAU 11 : Action de 1'ANA sur l'organogenése des explantats racinaires de
Cichorium Intybus cultivés Zn vitro sur un milieu renfermant
les éléments minéraux de la solution de HELLER et {1 7 de

glucose.
: )
: Acide naphtylacétique (M) )
e et et bttt bttt b )
: : - -6 ° -5 -5 )
: 0 : 10 : 5.10 : 10 : 5.10 )
-------------------------------- e Rttt R ettt be el )
( Z d'explantats : : : : : )
( avec bourgeons : 100 : 29,2 : 0 : 0 : 0 )
( avec racines : 16,7 : 41,7 : 20,1 8,3 o )
(-==mmmmmmmmm e e e e et R e e bt )
( Nombre moyen par -~ : : : : : )
( explantat de : : : : : )
( bourgeons H 1,7 0,4 : 0 : 0 : 0 )
( racines : 0,2 : 0,9 : 0,3 : 0,1 : 0 )

$)

Al
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Tableau 12 : Action de la kinétine sur la prolifération d'explantats

de racines de Cichorium Intybus cultivés inm vitro sur
un milieu renfermant 1a solution minérale de HELLER
additionnée d'ANA 5.10-5 i et de glucose 1 %.

( : : : )]
( Kinétine : Poids de : Poids de : )
( (M) n : matiére frafiche : matiére séche : Z Eau )
( : (mg) : (mg) : )
(- $mm——— e — e mmemm e fm——mm—mm )
( : : : )
( 0 : 1 005 : 19 : 98,10 )
(- ittt bt bttt it debede ety i )
( -7 : : : )
( 10 i 571 : 15 : 97,37 )
(== e ittt R e R e s )
( -6 : : : )
( 10 : 231 : 10 : 95,67 )
(m-mmommmomm o m e ettt tem———m e m e —e e e it bl )
( -5 : : : )
( 10 : 175 : 8 : 95,42 )
(oo R b b Dbl R e b et b et e )
( -4 : : : )
( 10 : 165 : 8 : 95,20 )
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Tableau 13

: Intensité de la prolifération cellulaire de fragments racinaires Q%
de Cichorium Intybus cultivés en présence ou non de substances 3

organiques.
Le milieu renferme la solution minérale de HELLER additionnée

d'ANA 5.10 ~2M,de Kinétine 10 ~/M.

—

: : : : : )
( Hydrolysat : : : Matiére : Matiére : )
( de caséine : Vitamines : Glycocolle : fraiche ¢t seéche : % Eau )
( 1g/1 : 2mg/1 : (mg) : (mg) : ;
(== tmmmmmmm— e ettty i il e ittt e ittty
( : : : : : )
( : : : 290 : 10,10 : 96,51 )
T Rt e S it bl b R )
( : : )
( 265 : 9,66 : 96,25 )
i s B it e bbbl e ittty )
( : : )
( 284 : 9,63 : 96,61 )
(mmmmmmm e Qe PN T T ot e e R il s )
( : : )
( 242 : 8,90 : 96,32 )
(o~ e YT e - e e e i bedets )
( : : )
( 733 : 24,50 : 96,65 )
L e it Y e e s e it R ittt L )
( : : )
( 859 _ : 26,66 : 96,89 )
G s St o T e ittt e bl L )
( : : )
( 329 : 13333 : 95,94 )
(R R o S e e R ettt el e bt )
( : : )
374 : 13,41 : 96,41 )




Le mélange vitaminique (thiamine (B1), pyrido-
xine (B6), inositol, acide nicotinique, acide folique et biotine)
34 lui seul inhibe légérement la callogenese, mais il renforce

l'efficacité de 1'hydrolysat de caséine.

Le glycocolle a peu d'effet sur la croissance

des tissus qu'il soit utilisé seul ou associé aux vitamines.

Pour la suite de nos expériences, nous avons

associé l'hydrolysat de caséine et le mélange vitaminique.

2) Action des glucides et de l'éclairement

L'insuffisance de l'assimilation chlorophyllien~-
ne par les tissus végétaux cultivés <in vitro nécessite d'ajouter

des glucides aux milieux de culture.

Dans le cas des tissus de chicorée Witloof, nous avons
remarqué qu'en présence de 1 Z de sucre, ils brunissaient & 1la
lumiére. On pouvait donc se demander si 3 1'obscurité, on ne pour-
rait pas réduire la toxicité qui accompagne toujours le brunissement
des tissus. De mémg,nous avons vérifié si la réduction de la dose

de glucides n'améliorerait pas la croissance.

Méme a faible dose, les glucides ont un effet
favorable sur la groissance des tissus (Tableau 14). A la lumiére,
les faibles doses (0,125 et 0,250 Z) de glucose et de saccharose
ont des effets comparables. Pour des concentrations plus élevées, le
saccharose stimule davantage la croissance des tissus. A la dose
de 1 %, ces glucides doublent le poids de matidére séche des
explantats. Toutefois, si le cal formé par les témoins (sans sucre)
est vert clair, en présence de sucre méme a dose faible (0,125 %), il
brunit au contact du milieu nutritif. La nécrose est d'autant plus
forte que la concentration en glucide est plus élevée et en présence

de 1 % de sucre, les explantats sont totalement bruns.

Si les glucides exogénes stimulent la croissance
pondérale des explantats, ils présentent néanmoins I'inconvénient
de manifester trés rapidement une certaine toxicité qui suggere
que les glucides endogénes doivent suffire & la prolifération
des tissus.,

e+t
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Tableau 14 : Influence de la concentration en glucose et en saccharose sur la
prolifération cellulaire d'axplantats racinaires de Cichorium "
Intybus cultivés 3 la lumiére ou & 1'obscurité. : 533
Le milieu nutritif renferme la solution minérale de HELLER, de 1'ANA T~
(5-10 '5M), de 1a kinétine (10 ~“7M), de 1'hydrolysat de caséxne (1g/1)
et des vitamines.
Les résultats sont exprimés en mg de mat1éte fraiche (MF) ou de matiére
séche (MS) par explantat.
: )
: Concentrations en glucides (2) . )
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eec———caaa )
: : : : : : )
: o H 0,125 : 0,250 : 0,500 s 0,750 3 1,00 )
------------------------ e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e  m e )
: : : : : : s : )
: : M.F. : 1 314 t 167 : %1 439 * 112: 1 569 + {118: 1 599 * 82 : 1 672 + 77 : 1 914 % 169)
: o R et R e frmmmmm - R e Bt tmmmmm——————— tmmm————————— R et T )
i 9 : : t : : : : )
: 3 : M.S. 24,60 25,62 : 34,99 : 36,90 41,38 : 49,39 )
° : o e ———— v ————— mm—m e ———— mmmm - mmm e mmm—m e — e tmmmmmmmmdeeaa)
M : : : : H : : : )
- : : I Eau @ 98,1 : 98,2 : 97,8 : 97,7 : 97,5 : 97,4 )
3 to——m——— i Rl D bbbl e bl Lt e el et s m e R bttt b )
o : : : : : : : : )
. o : M.F. . 1 314 &+ 167 ¢ 1t 510 + 122; 1 673 + 111; 1 828 + 132: 1 898 + 102: 1 934 #* 76)
: @ R et R e fmmm e ———— L e e Rttt e ————— D e L D D )
s : : : 3 : : : )
: 2 : M.S. 24,60 : 32,06 : 35,68 : 49,80 : 56,66 : 58,04 ;
. U cnmmmmcomm-— S gt it wr wnt wm o § > en e - = e 0 - - S e e o e s e = o e e o e o e - - - Hiadaleddadadea it d S hnid
1 : : H : : : ) g )
: © : X Eau : 98,1 : 97,9 : 97,9 : 97,3 : 97,0 : 97,0 )
------- R ey B e D D e et B it e R Dt e bbbt L L)
! e : : : : : : : )
© : @ ¢ M.,F. 931 + 59 : 1 300 * 178: 1 437 ¢ 97: 1 573 ¢+ 79: 1 586 * 97: 1 651 ¢ 26)
Bt P N R e ———— (mmm——— e ———— R e T e e Ll et L Pmemm———————— R e )
N : 2 : : : : : : : )
o "+ 9 : M.S. 22,67 29,93 : 32,63 : 42,78 : 46,38 : 49,73 )
o : w R e R il R e ettt {mm— mmmm e ittt b bt )
° : : : : : : 3 : )
: : % Eau 97,6 : 97,7 : 97,7 : 97,3 : 97,1 : 96,9 )




Les explantats cultivés 3 la lumiére ont une
callogenése trés supérieure (d'environ 40 7) i celle obtenue a
1'obscurité (Tableau 14). Dans la suite de nos essais, nous avons

donc cultivé les explantats a la lumiere en absence de sucre.

3) Influence de la concentration en gélose

Afin de vérifier l'influence de 1'état physique
du milieu de culture sur la prolifération des explantats, nous les
avons cultivé soit sur un milieu liquide selon le principe préconisé
par HELLER (1953), soit sur un milieu gélosé dont nous avons fait

varier la concentration d'agar.

Une concentration inférieure 3 2 Zo est insuffisante

pour solidifier le milieu de culture,aussi avons nous fait appel a un
support de papier filtre (comme en milieu liquide) pour maintenir

les explantats & la surface du milieu..

Pour des concentrations supérieures, nous avons
supprimé le support de papier filtre. Toutefois entre 2 et 5 7o, les
tissus ont eu tendance 3 s'enfoncer dans le milieu, ce qui géne

leur prolifération et explique que c'est seulement a partir de 5 %,

que nous avons noté des effets bénéfiques du milieu gélosé (Figure 3),

L'effet optimal de la gélose s'observe pour une concentration de 7 %,
ol la prolifération moyenne des explantats est de 40 mg au lieu de
18 en milieu liquide. Des concentrations supérieures de gélose sont
moins favorables et & partir de 12 Z,, la croissance est méme ctreés

réduite.

4) Action des régulateurs de croissance
a) Action de l'acide gibbérellique et du lait de coco.

Le lait de coco (15 %) stimule fortement 1la

prolifération cellulaire des fragments de racines.

L'AG3 (10 -7 et 10 -6 M) augmente quelque peu la

croissance des tissus, le cal néoformé est. trés chlorophyllien
(Tableau 15);toutefois pour les doses plus fortes,il est inhibiteur.

Associé au lait de coco, l'AG3 inhibe la callogenése provoquée par

ce dernier, cette inhibition est d'autant plus nette que la concentra-

tion est plus élevée.

'
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Figure 3 : Influence de 1a concentration en gélose sur la
prolifération cellulaire de fragments de racines
de Cichorium Intybus L. cultivés in vitro.sur la
solution mingrale de MURASHIGE & SKOOG additionnée
de ANA 5 107°M, de Kin 10 “7 M, de vitamines et
d'hydrolysat de caséine.
Témoin : milieu liquide avec support de papier filtre
"1" : milieu contenant {1 %, de gélose et surmonté

d'un)pport de papier filtre (méthode de HELLER)
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Tableau 15 : Influence de 1'AG, et du lait de coco (15 %) sur les

tiére fraiche et de matiére séche (en mg) d'explanta
de Cichorium Intybus cultivés sur un milieu renferman

minérale de HELLER additionnée d'ANA 5.1¢9 ~Jy de Kin.10 ~

mines et d'hydrolysat de caséine.

poids de ma-~-

ts de racines \::
t la solution

;
.,'(u'

A
N,

M de vita-

: : : : )

Matiére fraiche : Matiére séche : % Eau : Couleur des cals )

( R e b bl D bbbl bt e e D b et L L L DLl )
¢ : : : : : )
( 0 : 0 : 1 748 : 25 : 98,52 : vert clair )
( :t L. de coco: 1 958 : 58 : 97,00 : vert )
(-—=---- tmmmm e i b mmm s — (o m e e )
( : : ~ : : : )
( 10 "7 ¢ (o] : 028 : 29 : 98,56 : vert clair )
( : L. de coco: 1 416 : 45 : 96,80 s vert )
(-====-- R e bt mm e R el b Dbt tmm e e )
( : ‘ : : : : )
(40 -6 . 0 : 1 823 : 29 : 98,38 : vert clair )
( : L. de coco: 1 306 : 42 : 96,74 : vert )
(-==--—- bbbt fomsomeos oo it dtt bl R b Dt S DL Sl R et )
( : : s : : )
( 10 "0 ¢ 0 : 1 162 : 25 : 97,82 : vert )
( : L., de coco: 1 182 : 40 : 96,53 : vert )




Des observations histologiques nous ont montré
qu'en présence de ces facteurs, le nombre de zones méristématiques
est fortement augmenté, elles apparaissent alors toujours au contact

des trachéides,

b) Action des auxines et des cytokinines

En l'absence d'auxine et de cytokinine, les
explantats produisent spontanément des bourgeons et pour 25
d'entr'eux des racines (Tableau 16). Certes nous savions que les
auxines (Tableau 3 et4) stimulent la callogenése mais il nous
fallait vérifier l'effet de ces régulateurs de croissance en

1'absence de sucre.

L'ANA inhibe le bourgeonnement, cette inhibition
devient totale 3 partir de 10 -GM, par contre la prolifération

cellulaire est fortement augmentée (Fig 4). La kinétine 3 10 Y
stimule quelque peu la croissance et inhibe la rhizogenése (Figure 5).

Aux concentrations plus élevées, elle stimule le bourgeonnement.

La BAP favorise la croissance des explantats

(Figure ). Il semble néanmoins que le gain de matiére séche provien-
-7

ne de la stimulation du bourgeonnement observé & partir de 10 M
[ [ - -5 - [ -~
de BAP et qui éqglvaut a 1o M a une augmentation de la caulogenése

correspondant au double de celle observée sur les explantats témoins.

L'association de faibles doses d'ANA (10 =8 et

-SM de BAP (Tableau 17) se traduit par une exubérante

10 ""M) a 10
production de bourgeons d'aspect <charnu et translucides. Cette
hyperhydricité est le signe de la toxicité qui est d'autant plus

marquée que la dose de BAP est plus élevée.

Comme précédemment, on constate que la callogen2se

est favorisée par la présence simultanée de fortes doses d'ANA et

une concentration de cytokinine de 1'ordre de 10 -7M. Toutefols

32 partir de 10 -6M, la BAP réduit considérablement la callogenése.

Le 2,4D inhibe totalement l'organogendse & des

doses de l'ordre de 10 -7M (Figure 7). Mais c'est & la coacentration

1




racinaires de Cichortum Intybus cultivés in vitro. Le milieu renferme la
solution minérale de HELLER additionnée de vitamines et de l'hydrolysat de
caséine.

Tableau 16 : Action comparée de 1'ANA et de la kinétine sur la prolifération d'explantats

ANA : : - : - : _ : - : - : - )
( M 0 : 10 "8 : 10 77 : 10 ~8 : s.10 6 : 1o ~3 :  s.10 73 )
.(Ml _________________ ® - ———— . - = - - @ e e e o - - - § o - - - — - - - - 2 o s o e > = - P adatda kel bt o L ] e mmmm o oa-e-—n--
(==-=s322-aTtunn t == : e e $~- : : ;
( : : : s s : : :
( : M.F. : 426 % 66 : 433 53 : 458 + 152 : 888 + 76 :t 1793 * 170 t 2017 ¢t 186 : 2 090 & 228 )
( : M.S. : 29,16 : 28,62 : 31,00 : 36,00 : 36,20 : 36,32 : 37,25 )
( o ¢t X Eau : 93,15 : 93,39 H 93,23 : 95,94 H 97,88 : 98,19 H 98,21% )
( : : : : : : s t )
( : Bourgeons :(100) 4,08 **% :(100) 2,85 #*%x :(100) 2,85 #a%x Y : Y : 0 : Y )
E : Racines :( 25) 0,33 :( 20) 0,30 s 0 ¢ o : 0 3 0 : o ;
------- e r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T e e (e et e -~
( : : : s t : : : )
( :  M.F. : 487 ¢ 90 : 525 ¢ 100 : 502 ¢t 69 :1 079 ¢ 53 : 1 140 * 191 :t 1550 * 128 : 1t 713 ¢ 250 )
( : M.S. : 31,97 : 33,16 3 34,96 H 30,32 : 31,57 : 33,70 : 35,00 )
( 4o ~7: % Eau : 93,43 : 93,68 : 93,03 s 97,18 : 97,23 : 97,82 : 97,95 )
( : s : : : : : : )
( : Bourgeons :(100) 3,33 **& :(100) 3,50 ®&* :(100) 2,55 *#*x 0 : 0 H 0 H o )
E : Racines : 0 : 0 : 0 : 0 H 0 :__ o : 0 ;
( : : : : : : : : )
( H M.F. s 508 ¢ 57 :« 517 ¢ 46 3 653 £ 11t ¢ 932 * 91 s 1 437 ¢+ 116 t 1 499 = 120 : 1 369 ¢ 225 )
( :  M.S. : 34,75 : 34,46 : 33,29 : 28,60 : 30,06 : 32,00 : 31,96 )
E 1o ~6% % Eau : 93,15 : 93,33 : 94,90 : 96,93 : 97,90 : 97,86 : 97,66 )
: : : : 1 s 3 : )
( : Bourgeons :(100) 3,33 #*  :(100) 3,66 ** :(100) 3,60 #& 0 : Y : o : o )
g ¢t Racines : -0 : 0 : 0 3 0 : 0 : o s o ;
------ Hindetasbed S ttntndetebedt Rabababed s mtatdndeiededhsbedt Sbedebate st ifietashededn bl fond ——— - [ttt e et Rl Dl ntntabalaladeted i Sttt it - kel
( : : s s : )
( 1 M.F. 1 567 ¢ 65 : 482 61 : 649 % 161 : )
( :  M.S, : 34,15 : 30,84 : 31,17 : L. o )
( A5t % Eau : 93,97 : 93,60 : 95,19 : Conditions non envisagées )
( : : : : : : P : )
( : Bourgeons :(100) 4,37 ** :(100) 4,83 **  :(100) 2,40 #* )
{ : Racines : 0 : 0 : 0 : )
M.F. : Poids de matidre fraiche (mg) par explantat les astérix rendent compte de la taille et de la vitrosité des
M.S. ¢ Poids de matidre séche (mg) par explantat bourgeons
( ) : Pourcentage d'explantats présentant ce type d'organes % 1 < 1 cm (trds vitreux)

#% : { -~ 2 cn (moyennement vitreux)
®#%% ; > 2 ca (bourgeons normaux)
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Figure 4 :
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minérale de HELLER additionnée de vita-
mines et d'hydrolysat de caséine.
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Figure 7 : Action du 2,4-D sur la crois-

sance d'explantats racinaires
cultivés sur un milieu renfer-
mant la solution minérale de
HELLER additionnée de vitamines
et d'hydrolysat de caséine.



Tableau 17 3 Action comparée de 1'ANA et de 1la BAP sur la prolifération d'explautat} racinaires
de Cichorium Intybus cultivés "in vitro” sur un milieu renfermant la solution de .
HELLER additionnée de vitamines et d'hydrolyasat de caséine. . @

: > s s 2 s )

( ANA B : _ : - : _ : _ H -3 : -3
( BAP M), 0 : 10 ~% : 10 77 T : s.10 8 : 10 : 5.10 )
(=== [4) N —— T e - ——————— [ R D R L D LT e e ——— P et LT LD Dt e batnlld [ atateintataiaiebedebuindeihd £ et ntniabedadededdndaded ;
( : : : : : : : :
( : M.F. t 426 - 66 ¢ 433 + 53 : 458 t 152 1 888 & 76 ¢ 1 793 + 170 : 2017 * 186 : 2 090 2 288)
( : M.S. 29,16 : 28,62 : 31,00 : 36,00 : 36,20 : 36,32 : 37,25 ;
g 0 : T Eau : 93,15 : 93,39 : 93,23 : 95,94 : 97,98 : 98,19 : 98,21 )

: : H 3 H $ H .
( ¢t Bourgeons t (100) 4,08 #*#% : (100) 2,85 %** :(100) 2,85 *a%x Y : o s Y i 0 ;
( * Racines : ( 25) 0,33 : ( 20) 0,30 : o : o s o s (] : o )
(m=emmmm R R ettt et T L Tt R e L L LT e ettt T I L LD Dt b ittt St
( : : : : : s : : )
( H M.F. s 539 + 72 t 514 ¢ 87 s 535 ¢ 57 s 985 % 100 : 1 510 ¢ 355 : 2 024 % 283 : 2 180 ¢ 355 )
( : M.S. 2 30,12 e 34,50 : 39,41 : 32,33 : 37,63 : 39,07 : 39,22 )
( 40 =7 * * Eau : 94,41 s 93,28 : 92,63 3 96,71 : 97,50 : 98,06 f 98,20 ;
< : : 3 : : : : :
. : Bourgeons :(100) 5,00 #** :(100) 3,20 %% :(100) 4,55 ** : o : o s Y : Y )
{ : Racines s o : 0 s 0 : (] : ] H 0 2 0 ;
(=== R e {=merrec— - R e il {mmmrm— e ————— {mmmmr e ———— (e ————- e S tihat s e intntaintabbebedd el
( : : : s : : t : )
( H M.F. : 624 ¢t 83 s 632 40 : 646 ¢ 81 t 1 063 £ 157 : § 202 ¢+ 362 : t 131 * 154 667 ¢ 254 )
( : M.S : 34,35 : 38,01 : 37,61 : 29,16 : 32,98 : 32,20 : 24,22 )
( 4o =6 t % Eau ) 94,49 : 93,98 $ 94,17 : 97,25 -2 97,25 : 97,71 : 96,36 ;
( 3 : : : : s s s
( : Bourgeons :(100) 7,00 #** :(100) 6,14 ** :(100) 5,72 ## : 0 : o : 0 s V] )
( : Racines s 0 : 0 : 0 s 0 : 0 : 0 s 0 g
(comm=—- fmmm— e ———— R e L L e e DL L LT e e L E P R it P PR bl e et
( s : s : : )
( : M.F. : 725 * 85 : 671 % 105 : 623 t  s5¢ : ) )
( : M.S. : 39,56 H 35,55 : 32,46 : conditions non considérées )
. 10 =5 * % Eau : 94,54 : 94,70 : 94,78 2 ;
: : : : s s
{ : Bourgeons :(100) 8,85 ##% :(100) 11,00 * :(100) 6,71 * : )
( t Racines : 0 : 0 : 0 : - )

M.F. poids de matiére fraiche (mp) par explantat les astérix rendent compte de la taille des bourgeons

N.B., M.S. : poids de matiere séche (mg) par explantat et de leur vitrosité.

® o b2 i
« ) pourcentage d'explantats présentant ce type d'organes P < 1 em (erés vitreux) :
: ! - 2 co (moyennement vitreux)
ARR

> 3 cm bourgeons normaux
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de 10 ‘6M que l'on observe la prolifération optimale des explantats.

La kinétine & 10 -7M associée au 2,4D s'est
avérée plus efficace pour stimuler la callogenése que la BAP

(Tableau 18).

En comparant l'action exercée par les auxines,
on constate que 1'ANA stimule plus nettement la prolifération des
explantats racinaires que le 2,4D. Pour cette raison, nous avons

. . . . . -5
choisi d'ajouter systématiquement de 1'ANA 3 5.10 M.
Le milieu "callogenése" que nous utiliserons par

la-suite renferme donc de 1'ANA (5.10 - -7M, des «
vitamines, de l'hydrolysat de caséine et de la gélose a 7 %, .

M), de la kinétine 10

5) Influence de l'origine et de la nature des tissus

A maturité, la racine de Cichorium Intybus mesure
une vingtaine de centimétres de longueur. Le lieu de prélévement des
explantats pouvant 8tre une source de variabilité des résultats, nous
avons donc comparé les potentialités des tissus prélevés a différents
niveaux de la racine (schéma 3) ;

- la région proximale (voisine du collet)
\ - la région médiane

= la région distale.

Nous avons également vérifié quelle pouvait &€tre
1'influence de la nature du tissu mis en culture. A chaque niveau,
nous avons prélevé les tissus soit dans la zone corticale (phloeme),

soit dans la zone cambiale, soit dans le xyléme (Schéma 4).
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Tableau 18 : Action du 2,4D associé a4 la kinétine ou a4 la BAP, sur la prolifération
d'explantats racinaires de Cichorium Intybus cultivés sur un milieun
renfermant la solution minérale de HELLER additionnée de vitamines
et d'hydrolysat de caséine.

“BHS
LIcLe

/7

: _ : : _ : - )

: 107% : s.107% ;10 73 : 5,10 )

: ety fmmmmm e mmmm e e bttt )

( :  M.Ffm): 1 556 % 191: 1 858 % 265: 1 489 * 202: 1 355 * 179: 542 *  160)
( 0 : M.SS,.,”): 25,25 31,80 28,33 27,00 19,40 )
( : % Ea : 98,37 98,28 : 98,09 : 98,00 : 96,42 )
(=== Pmmmmem e ittt R bt e bbbttt ettt e b bbb )
( : : : : : : )
( _7 ¢ M.Fgy 1396 % 212: 1 952 + 362: 1 936 + 109: 1 889 * 197: 913 *  187)
(Kint1o0 2 M.S.(ng) @ 22,75 36,43 : 33,18 : 33,13 : 32,00 )
( : Z Eau 98,37 : 98,13 98,28  : 98,27 96,49 )
(-======-- R ettt e atate bl bty e o ——— mmm—m— e bt b )
( : : : : : : )
( -7t M.F.@?): 1 303 £ 178: 1 929 + 192: 1 390 + 295: 1t 227 * 219: 510 ¢ 158)
(BAP 10 : M.S.my): 22,21 34,80 : 27,16 : 23,80 : 19,50 )
( : 7 Eau' : 98,29 98,19  : 98,04  : 98,06 96,17 )




Collet

€———— R, proximale

€————— R. médiane

R. distale

Schéma 3 : localisation des différentes régions
de préléevement.

Zone subérifiée

explantat

assise subérophellodermique

cambium

xyléme

phloéme

Schéma 4 : section transversale d'ure racine
de chicorsde.




Les explantats cultivés sur le milieu de pro-
lifération forment tous un cal quel que soit le lieu de préléve-
ment sur la racine. Les résultats de la figure 7 soulignent cepen=-
dant des différences dans les capacités de prolifération. Ce sont
les fragments provenant de la région médiane qui présentent
dans 1l'ensemble,la meilleure croissance (Figure 8 A). Les proli-
férations les plus faibles sont observées sur les explantats pré-
levés dans la partie proximale de la racine, située au voisinage
du collet. D'autre part, il apparait que les différents tissus de la

racine ne présentent pas les mémes potentialités (Figure 8 B),

Les explantats prélevés au niveau du xyléme pro-
duisent des cals plus réduits souvent brunitres alors que ceux issus
du phloéme ont une prolifération plus intense et donnent des cals
vert-clairs. Ce sont cependant, les tissus prélevés au niveau de la

zone cambiale qui proliférent le plus intensément. Ceci est remar-

quable en particulier pour la partie médiane de la racine ; ces tissus

présentent une prolifération qui est plus que doublée par rapport

34 celle observée sur s autres tissus, Il semble donc, que le choix
de la zone ou sont habituellement prélevés nos explantats soit ainsi
justifié. Ces explantats renferment en effet du phloéme et du xyléme
secondaires situés de part et d'autre de la zone génératrice libé-
roligneuse. De plus lors de nos expérimentations ultérieures, nous
avons toujours pris la précaution d'éliminer la partie de la racine

proche du collet ainsi que la portion distale. Seuls sont utilisés,

les tissus de la région médiane.

6) Evolution de la croissance des explantats

Au cours des deux premiers jours de culture, on

constate une importante entrée d'eau dans les tissus et le doublement de

leur popids de matiére fraiche. Le phénoméne se ralentit ensuite et
P P

la teneur en eau des tissus devient pratiquement constante & partir
du S5e jour de culture (Figure 9).

Le poids de matidre séche, aprés un léger flé-
chissement au cours de la premiére journée augmente, bien que fai-

blement, tout au long de la culture. Cette hausse est cependant sans
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¢ Variation de 1'intensité de la prolifération de fragments
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A

¢ la nature des tissus et leurs lieux de prélévement
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Le milieu renferme 1la sol tion minérale de MURASHIGE & SKOOG additionnée
d'ANA 5.10“5M, de KIN 10 "M, de vitamines et d'hydrolysat de caséine.
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commune mesure avec l'accroissement de la matiédre frafche qui
correspond aprés 15 jours de culture a plus de 12 fois le poids des

explantats initiaux.

Parallélement, l'évolution de la teneur en
protéines permet de distinguer deux étapes ; la premidre correspond
34 une stimulation importante au cours des 4 premiers jours de
culture suivie d'une chute au Se jour, la seconde augmentation
qui débute ay 6e jour est cependant nettement plus faible (Figure
10) .

7) Analyse histologique des explantats au cours de la culture

Lors de leur mise en culture, les explantats
renferment du phloéme, du cambium et du xyléme. Les noyaux de
petite taille renferment plusieurs nucléoles de dimensions réduites

et sont situés contre les parois des cellules.

Au cours des premiéres heures de culture , on
note une réactivité nucléaire et nucléolaire caractérisée par 1la
réduction du nombre des nucléoles par noyau ainsi que par 1l'aug-
mentation de la taille de ces organites. Le noyau tend alors a

prendre une position centrale dans la cellule.

Aprés 15 heures de culture, on observe les
premiers recloi§onnementsdes cellules cambiales (Planche II, Photo_
1 et 2)., Le phénoméne s'intensifie ensuite s' accompagnant vers la
24e heure d'une néoformation importante de trachéides qui s'étalent
en travées linéaires 3 proximité des vaisseaux préexistants.

Au 22e jour se forment des Tlots de petites cellules isodiamétri-

ques présentant nettement un caractére de cellules méristématiques
(noyaux et nucléoles volumineux et fortement colorables),

Ces formations généralement localisées au contact des trachéides,

évoluent en nodules méristématiques(?lanche II, Photo 3 et 4).

Dans nos conditions expérimentales, ces nodules
dont la différenciation ultérieure sera bloquée, deviendront 1le

LK .
centre d importants massifs de cellules en prolifération.
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8) Expériences de transfert

Les fragments racinaires de Cichorium Intybus f
cultivés sur un "milieu cal" proliférent abondamment sans organo-
genése apparente. Nous nous sommes alors demandé, si & partir de
cette masse cellulaire, il était encore possible d'induire des

phénoménes d'organogenése. De plus, afin de disposer de tissus 3

des stades différents de croissance, nous avons laissé séjourner !
des explantats gur le milieu initial pendant des durées variables. )

Les tissus sont alors transférés sur d'autres milieux pendant
30 jours.

a) Transfert des explantats cultivés initialement en présence

du "milieu cal", sur des milieux inducteurs d'organes.

Les cals formés sur les fragments racinaires sont

e ia WL

transférés sur des milieux nutritifs destinés & favoriser 1'expres-

sion organogéne des tissus.Les résultats de ces essais sont rassem-
blés dans le tableau 19,

o) Tranfert sur un milieu sans hormones et sans

glucides.
Lorsque les explantats sont transféres sur un 3

milieu de base sans hormones et sans glucides, l'organogenése est
nulle

. . . . » !
et la prolifération trés faible. La croissance des explantats

. \ . . s .
se limite & 1'épuisement de leurs propres réserves ainsi que des

substances accumulées dans leurs tissus au cours de leur séjour sur
cqs e e !
le milieu de culture initial, |

: i
g e . . Lo
B) Transfert sur un milieu sans hormones mais additionné ;

de glucose,

Si

le transfert est effectué sur un milieh de
base renfermant 1 Z de

glucose, il apparait qu'un séjour d'une

semaine sur le "milieu cal" suffit pour permettre la formation de

nombreuses racines. Ces racines apparaissent sur toutes les cultures
et leur nombre croit proportionnellement au temps de contact avec le
nilieu initial. Ainsi, le nombre d'organes néoformés sur les explan- |
tats ayant séjocurné 4 semaines sur le "milieu cal” est plus que doublé
par rapport a ceux qui sont restés seulement une semaine sur un

milieu initial. Par ailleurs, la prolifération optimale nécessite

un séjour de deux semaines sur le milieu initial,




Tableau 19 : Transfert aprés des temps variables (1, 2, 3 ou 4 semaines) des explantats
racinaires de CiZchorium Intybus cultivés initialement en présence du
"milieu cal" qui comprend le milieu de base = MB (solution minérale de
M.S. + vitamines + hydrolysat de caséine) additionné d'ANA 5.10 ~5M
et de kinétine 10 =7 M, sur des milieux inducteurs d'organes.
Les résultats sont exprimés en mg de matiére fraiche (M.F.) ou de matieére
séche (M.S.), en nombre moyen d'organes (racines ou bourgeons) et en
pourcentage d'explantats porteurs de racines ou de bourgeons.

T T 1 0 - . . -
Tesnstore sue v ¢ Nillew 4o Deve (N3) ' us - Slucose § 2 i mmeama 10 Cu o107 n, glecoss 1 8 . R ' o e 10 " ko grecene 1 2
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Y) Transfert sur un "milieu inducteur de racines"

Ce milieu qui favorise la production de nombreu-

ses racines (SENE et coll. 1983) a été mis au point lors d'essais
sur la rhizogenése de fragments racinaires. Le transfert des
explantats sur un tel milieu (ANA 1O -6M + K 10 -7M + glucose 17)
permet d'observer une rhizogenése généralisée des cultures quelle
que soit la durée du séjour initial., La néoformation de racines
augmente cependant en fonction de la durée du contact des fragments
avec le "milieu cal" initial. De plus, on note que la prolifération
est également optimale pour un séjour initial ne dépassant pas

deux semaines.

A) Transfert sur un "milieu inducteur de bourgeons"

Le repiquage des tissus sur un milieu qui

renferme 10 -6M de BAP ne se traduit que par un faible .accroissement

de matidre séche. Cette cytokinine n'est pas capable a elle seule
de déclencher 1'apparition d'organes & la surface des tissus. On

observe cependant, que les explantats présentent des nodules de cou-

leur verte. Par contre, le transfert des explantats sur un milieu
-6

renfermant 10 M de BAP et 1 7 de glucose provoque aprés une semaine :

de séjour sur le milieu initial, une abondante néoformation de
bourgeons (plus de 20 bourgeons en moyenne par explantats). Les
racines n'apparaissent que si le transfert est effectué aprés 3
semaines de contact avec le milieu initial, mais leur nombre reste

relativement faible.
On peut également noter que les tissus

acquiérent dans tous les cas, des capacités de proliférer abondam-
ment au cours de la deuxilme semaine sur le milieu initial. Des
passages de longue durée sur le "milieu cal”™ ne sont donc pas
nécessaires 3 la production des bourgeons puisque ceux-ci appa-
raissent en grand nombre apriés seulement une semaine de séjour

sur le milieu initial.

T




De plus, ce transfert doit €tre effectué
avant la deuxidme semaine de séjour sur un milieu initial puisqu'au

dela de ce délai, il y aura également apparition de racines.

b) Influence de la concentration auxinique du milieu initial

sur l'organogenése ultérieure.

-5

a) Milieu renfermant 5.10 M d'ANA,

La culture primaire de fragments racinaires sur

un milieu qui renferme 5.10 -SM d'ANA provoque la formation de cals

chlorophylliens sans organe apparent.

Le repiquage de ces cultures sur un milieu minéral

de HELLER n'a que peu d'effet sur leur croissance ultérieure sauf

si le séjour sur le milieu initial a duré trois semaines (Tableau 20).

Lorsqu'on ajoute du glucose &8 1 Z au milieu de

transfert, la prolifération cellulaire est maximale aprés un séjour

initial d'une semaine, alors qu'un maintien prolongé des cultures sur

le premier milieu ralentit fortement la croissance ultérieure.

A 1'opposé, l'addition simultanée dans le milieu
de repiquage de glucose 3 1 Z et d'une forte concentration d'auxine
(ANA 5.10 -SM) stimule la prolifération cellulaire qui est tres

; A . ‘q c e
importante aprés un contact de deux semaines sur le milieu initial.

I1 apparait donc que lorsque le milieu initial ne

renferme qu'une forte dose d'auxine (ANA 5.10 -SM), il a pour effet

d'entraver l'organogenése ultérieure des explantats.

R) Milieu renfermant 10 —6M d'ANA.

Ce milieu permet également la production de cals
non organogeénes qui sont cependant plus chlorophylliens que ceux
obtenus en présence de 5.10 -SM d'ANA.

Le transfert des tissus sur un milieu nutritif
comprenant simplement les élements minéraux de la solution de HELLERI
se traduit par un accroissement considérable de la prolifération

(Tableau 21). Ainsi les cultures qui ont séjourné trois semaines
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[ Tableau 20
o comprenant la solution minérale de HELLER additionnée d'ANA 3 5.10 ~5M. Aprés
r~ 1, 2, 3 ou 4 semaines, les explantats sont transférés sur des milieux différents.
s ’ ’ > b
' M.F. : poids moyen de matiere fraiche par explantat (mg)
M.S. : poids moyen de matiére séche par explantat (mg)
r ¢ nombre moyen de racines par explantat
b : nombre moyen de bourgeons par explantat
: )
: Composition du milieu de transfert )
: td )
3 N t 2 -5 )
s Heller t Heller ¢ Clucose t X : Heller ¢ ANA 5.10 "M + glucose 1 X )
(vmremmmccccccmccce—— P R R R e DL LSS E R R : - )
( t T H H ] [ H 5 H ] H P )
{ Durée du séjour H [] ] ] 1 t t n ] t 3 : )
( initisl (semaines) : .. t 2 s, t 3 . t 4 8. H 1 .. [} 2 8. t 3 s, B 4 s, 3 t s. H 2. H 3 s. H 4 s, )
(cmemccccmcrccceeee 3 -- t-- 3 ' ———=z t R b L : t : ——— )
( t 3 : : : : t = : s t t )
« M.F T 261 ¢ 5S4 3 342 & B84 : 642 £ 92 : 339 ¢ 69 : 1 134 & 143: 989 2 126: 748 ¢t 153:r S28 2 B8 : 402 * 113 : 668 & €9 ; 683 ¢ 105: 760 £ 177)
[EET TS 3 H H H -t t ————t -t t H H ?- )
( : H t ] $ H s s ] H )
( M.S. ] 7,93 9,80 1t 20,06 3 9,50 1 46,97 42,18 ] 34,23 24,47 ] 17,13 1 23,77 t 25,16 3 27,76 )
( ——— 3= 3 H] ] g H H H [ 3 ] H )
( H : H ' H ] H ? H t [] ] )
( Bourgeons s 0 s o : o ' o 3 0 t o s 0 2 [ : 0 t o 3 [ t (] )
( - t-- t H H -=2 H H H t H ] ] )
( ] 3 : H t ] 1 r t - ] t ] )
{ Racines 3 0 $ 0 3 0 H 0 H 0 {3 0 : 0 ? 0 H 0 : ] 3 (] [ 0 )

R =

: Influence de la durée du séjour des explantats primaires sur un milieu initial




71

us
U

(;

Tableau 21 : Influence de la durée du séjour des explantats primaires sur un milieu initial
comprenanté la solution minérale de HELLER additionnée d'ANA 10 ~0M. Apres t, 2,
3 ou 4 semaines, les explantats sont transférés sur des milieux différents,

M.F. : poids moyen de matiére fraiche par explantat (mg)
M.S. : poids moyen de matiére séche par explantat (mg)
r : nombre moyen de racines par explantat
b : nombre moyen de bourgeons par explantat
() : pourcentage des explantats porteurs de ce type d'organe.
r Cemposition du milieu de trsastert ]
[ [ )}
] -6
: feller ! Reller ¢ ~' glucose ¢ 2 . : lel:cr ¢ ANA 10 . + glucose 1 f ;
: 1 : X . . : " ' ] 1 ] t ;
M t 11 1 ' ' s '
{ Durée du séjoer 3 ) s ' ! . s .. 1. 2. 3 s, 4,
: iaizl:l zse-ainei) : 1. : 2 s, : 3. : s .. : 1 0. : 2 9. :: Je : . : ] : ] : s : s ;
] 3 1 s % L
f n.F : 193 ¢ 33 : 489 ¢ 42 : 748 o 43 : 628 = 31 : 488 ¢ 37 : 482 ¢ t49 :l 853 ¢t 120 1 772 % 83 1 S34 & 102 : 9%6 % 148 : 998 & 152 3 07S ¢ 109 ;
oFo % 1 ]
( s s 1 ' ' ' :: : : ' t ' )
¢ : 7.9 4 1,25 30,60 1 TRTI 33,08 : 33,68 1 s8,70 As,07 38,03 $9,27 60,23 62,10 )
2 H.S. : : ' 2 . : s ' ' 1 s ' ' 3 s ;
{ ] 3 t ] ] t 1] t t s . ’ ) 3
z Bourgeons : o : 0 : o : 0 : ° : (80} 2,20 :: ? : ° : {162 9.2 : 8 o1 : 2 : 2 ;
3 t ] ]
2 Recines : 4] : [ ] : () : ] : 0 : (60) 2,60 :: 3,08 (12) : (60) 2,00 ; (50) 2,0C ;3 (66) 3,18 (75) 4,32 ; (30) 1,50 )
] ne .




sur un milieu initial puis sont transférées présentent un poids de
matiére fraiche multiplié par quatre par rapport a ceux des fragments

cultivés durant seulement une semaine sur le milieu initial.

La néoformation d'organes nécessite cependant
la présence de 1 %7 de glucose dans le milieu de repiquage. Dans
ces conditions, un séjour de deux semaines sur le milieu suffit pour

permettre 3 la fois, la production de racines et de bourgeons.

C'est cependant en associant le glucose (1 7Z) et
1'ANA (10 -6M) que l'apparition des organes est la plus favorisée.
Néanmoing, le bourgeonnement disparait aprés un séjour supérieur 2
deux semaines sur le milieu initial et le maximum de racines est ob-

tenu aprés un passage de trois semaines sur ce milieu,

La prolifération cellulaire des explantats
est donc favorisée par un contact de 3 semaines avec le milieu initial
. ' ‘s -6
suivi d'un transfert sur un milieu pourvu d'ANA (10 M) et de glucose

(1.2).

9) La nutrition minérale.

Jusqu'3 présent, nous avons arbitrairement
employé la solution minérale de HELLER. Néanmoins, le fait qu'elle
ait été élaborée pour des tissus autres que ceux de Cichorium Intybus
pourrait impliquer que sa composition ne soit peut €tre pas optimale

pour ces tissus.

C'est pourquoi,nous avons voulu comparer l'action

exercée par quelques solutions minérales, employées couramment en

culture des tissus.

a) Action de quelques solutions minérales.

A partir de milieux de culture renfermant de

7

-SM, de la kinétine 2 10 ~ ‘M, des vitamines et de l'hy-

1'ANA 5.10
drolysat de caséine, nous avons comparé 1l'action de différentes

solutions minérales (Figure11),
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gigure 11

Influence de différentes solutions minérales
sur la prolifération cellulaire de fragments
racinaires de Cichorium Intybus cultivés sur
des milieux renfermant de 1'ANA 5.10 ~°M, de
la kinétine 10 ~7M, des vitamines et de 1'hy-
drolysat de caséine.
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A
En l'absence de sels minéraux (eau gélosée), f}
les explantats n'ont qu'une croissance trés faible. A partir du i

10e jour de culture, les tissus se nécrosent progressivement en

libérant dans le milieu nutritif des substances de teinte" brune{\

[

sans doute de nature polyphénolique.

Les solutions minérales utilisées peuvent &tre
rassemblées en deux groupes?
. Le premier groupe comprend 1les solutions proposées
par WHITE. (1943), SCHENK et HILDEBRANDT (1972), ERIKSSON (1965),
NITSCE-et NITSCH (1956), et GAUTHERET (1959). Les explantats aprés
30 jours de culture présentent une prolifération satisfaisante,
caractérisée par une masse moyenne de 900 a2 1 100 mg de matiere

fraiche et d'environ 20 mg de matidre séche par explantat ..

. Le second groupe constitué des solutions de MURASHIGE et
SKOOG (1962), de LESCURE (1969), de GAMBORG (1974), de HELLER (1953)
et de MARGARA (1966) est nettement plus favorable & la croissance
des explantats. Les valeurs moyennes des poids de matiére fralche
varient entre 1 100 et 1 600 mg alors que les poids de matiére
séche se situent entre 20 et 30 mg par explantat-. Il faut cependant
remarquer, que la solution minérale de HELLER que nous avons employée
lors de nos essais antérieurs, se révéle avoir la méme efficacité sur
1'augmentation de matidre séche des explantats que celle de MARGARA
(1966) mise au point lors d'études sur le bourgeonnement inflorescen-
tiel des tissus de chicorée. Parmi toutes ces solutions, c'est celle
de MURASHIGE et SKOOG (1962) qui s'est montrée la plus efficace
puisqu'elle permet d'obtenir environ 30 mg de matiére s&che par
explantat. Nous avons donc choisi de l'utiliser pour la suite de nos
essais.

On peut cependant penser que la concentration
ionique totale ainsi'que la nature et les propoftions respectives en
chacun des élements minéraux sont autant de facteurs déterminant
1'efficacité des solutions minérales., C'est pourquoi, dans un premier
temps en utilisant les solutions de HELLER (1953) et de MURASHIGE &
SKOOG (1962), nous avons recherché la concentration ionique totale la

plus favorable & la croissance des tissus de Cichorium Intybus.



b) Influence de la concentration ionique totale.

La concentration ionique totale de la solution
de MURASHIGE & SKOOG (1962) (93,3 mg@/l) étant supérieure 3 celle
du milieu de HELLER (39,8 mg/l), nogﬁ avons étudié les effets de
différentes concentrations de ces solutions ; soit respectivement
20, 40, 60, 80, 100, 120, 150 et 200 (Tableau 22). On observe une
augmentation de la formation de matidre seéche lorsqu'on multiplie
la concentration ionique totale de la solution minérale de HELLER
par un facteur multiplicateur de 1,5, 2 et 2,5. C'est cette dernidre
condition qui provoque la prolifération la plus importante des
tissus. Au deld, la callogenise est fortement inhibée. La solution
préconisée par MURASHIGE & SKOOG (1962) s'est par contre avérée
meilleure pour une concentration ionique totale de 100 meq/l ce qui
correspond approximativement 3 sa composition normale. Les valeurs
supérieures marquent une diminution sensible de la croissance des

tissus.,

De ces résultats, il ressort que la concentration
ionique totale la plus favorable 2 la prolifération des explantats
de Cichorium Intybus est voisine de 100 meq/l. De plus, puisque ces
essais confirment la supériorité de la solution de MURASHIGE &
SKOOG (1962), nous l'avons sélectionnée pour réaliser quelques essais

sur l'action exerc§f par certains des ions qui la constituent,

Une telle expérimentation peut @tre controversée
en raison notamment de l'influence de la composition minérale initiale
des tissus et de la nature de leur nutrition antérieure. Il semble
cependant que les réserves stockées sont nettement insuffisantes.

En effet, lorsque les explantats sont cultivés sur un milieu ne
contenant aucun éléement minéral (eau gélosée) (Tableau22) , ils pré-
sentent une croissance réduite et se nécrosent rapidement. Il suffit
alors d'un faible apport d'élements minéraux (20 /1) pour augmenter
le poids de matiére séche de plus de 60 Z. Nous n?ﬁzons cependant pas
procédé a une analyse systématique de tous les éléments minéraux,
Notre choix s'est limité & certains ions de la solution de MURASHIGE

- ++

- +
& SKOOG (1962) en particulier : NOj, NHZ, H,P0,, K et Ca .
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Tableau 22 :

Influence de la concentration ioniquetotale sur la prolifération cellulaire

d'explantats racinaires de Cichorium Intybus L. cultivés in vitro pendant
30 jours sur un milieurenfermant de 1'ANA,5.10 -5M, de la kinétine a 10 '7M,

des vitamines et de 1'hydrolysat de

¢ concentration : f : . : ; : : : _;
( " nique totalcz o ; 20 : 40 s 60 ] 80 H 100 t 120 H 150 t 200 )
( xolution (meq/l), Témoin : ' N N : t i : )
( minérale . Fau gélosée, ' . H t B : 3 )
frormme— e -—=%- ——— -— - - jrrmmmce e ea- temcme e e il bl dd te== ——— )
( : s : 3 H t 1 L] s H )
( : Facteur : : : : t 1 3 3 t )
( : multiplicateur @ 3 1/2 s 1 t 1,5 s 2 : 2,5 : 3 ¢ 3,75 s H )
{ . T~ -3~ s H et it e it ¢ : [ Rad ——=)
(< s . : ] H t t L& H s )
( “-F-(“ﬂ) :t 627 4 101 2 1 366 t 96 3 ) 564 2 194 : 1 917 2 222 : 1791 & 269 : 1776 £ 225 1 1 231 t 1501 1 039 ¢ 2473 919 & 87 )
{( 7 fememmmemeaa—To- -——t t : ' it R bl 2 - t : )
( = : : : : s : % s 1 )
( Z: H.s.(ﬂﬂ) : 14,09 H 23,41 H 27,63 s 34,82 t 35,10 [ 37,7 31,06 29,61 : 25,33 )
[§ s - ——— - il $ ? t Rt bttt il bereace H 3 )
- t s ] 1 ] 1 ] s )
3 1 Rau : 97,75 1 98,28 : 98,23 @ 98,18 : 98,04 3 97,87 & 97,47 97,15 T 97,24 )
( ® gomem== - 3 - $ 3 H  Antaindted b3 T $ )
(T B t vert clair t H t ¥ t vert en tvert en surfa-)
( 3 . t t et léger H t ' H 3 t surface mals:ce mais nécro-)
( : cals H bruns : brunissement: vert-clair t vert-clair : vert-clair : vert-clair : wvert-clair :nécrosé au i1se des tissus)
( : H .t au contact H ? H % tcontact du tau contact )
( t t t du wmilieu t [ t t 1] t milien :du miliew )
(===——gm—— [ H H H : H % 3 == )
{ : t H 3 ] H ] ] : t )
. s Facteur H H H ] 3 H & s e )
M t multiplicateur : t 1/s ] 2/5 : 3/3 t &/3 : ) 1 1,2 H 1,5 ] 2 )
o ittt : -3 ' s : : P : . )
. : t t H t t H s t )
R M.F. ('fi) : t 1333 2100 3 ) 846+ 151:1 486 ¢ 156 ;1 328 £ 103 ;1 30k £ 113 ¢ 1 945 % 129 : 999 + 95 : 809 ¢ 80 )
( ~ tececcccccaaSlaa : H H H H H o $ = T )
( o H ] H : ] ] H H s )
( S u.s.(“‘j) 3 : 25,16 ¢ 27,62 3 28,83 3 28,89 : 39,83 s 36,51 H 31,28 H 29,40 )
( % tecccccccmeacTaca I 3 H t : ] H ] )
t 7 : s t H 3 ] 3 s ' )
{ ®: X Eau : s 98,11 3 98,08 98,05 1 97,82 s 96,94 H 96,81 : 96,86 t 96,36 )
( % H H t H ] jo——— H s : )
( = 3 t vert clair ] ] t 3 ! vert en t vert emn )
{5 H t et léger ] ] t ] e t surface et 1 surface et )
{ Z: oObservations : sbrunissement § wvert-clair t vert-clair ! vert-clair 1 vert-clair : vert-clair : brunissement: brunissemeat )
= ] tauy contact ] ] H ] 3 t au comtact ¢t au contact )
cE, 3 1du milieu 3 [ 3 3 1 3 du milieu 3 du milieu )
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¢) Influence de la nutrition azotée,

Nous avons étudié l'importance de la nature
de la source azotée (nitrique ou ammoniacale) et déterminé les

concentrations ioniques optimales(Tableau 23).

o) Influence de l'ion NOS

Lorsque le milieu est dépourvu de source

d'azote minéral, les explantats forment des cals massifs et
chlorophylliens. On remarque cependant, que l'addition de nitrates
n'améliore guére la croissance (Figure 12a).Tout au plus observe

t-on pour des doses de 40 a 80 fggl de NO, une légére augmentation
du poids de matiére séche.

B) Influence de l'ion NH:.

L'azote minéral, fourni exclusivement sous
forme ammoniacale, s'est avéré trés toxique (Figure 12 b), En parti-
culier, une concentration de 20 mg/l de NHZ (teneur normale dans
la solution de MURASHIGE & SKOOG” (1962), réduit pratiquement de
moitié 1l'intensité de la prolifération observée sur les cultures
témoins cultivées sans sels ammoniacaux.

d) Action conjuguée des ions NO, et H2£94

Afin de cerner l'action effective de chacun de

ces ions, nous avons maintenu les teneurs respectives de tous les
autres élements minéraux de la solution de MURASHIGE & SKOOG (1962)

et fait varier les nitrates et les phosphates.

La figure 13 montre que l'ion HZPOZ ne semble
pas présenter d'effet trés net sur la croissance des explantats si ce
n'est une légdre inhibition.

En l'absence de phosphates, l'addition de 1l'ion
No; provoque une importante stimulation de la prolifération des
tissus qui se traduit par une croissance deux fois supérieure & celle
présente dans la solutiqn de MURASHIGE & SKOOG (1962) (Tableau 24).

Associés aux nitrates, les phosphates employés &
1,5 T;yl (ce qui correspond a 1la quantité.présente dans le milieu
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Tableau 23 : Action conjuguée du NO, et du NH,* (en meq/1l)sur la croissance des K—: i
explantats racinaires de Cichorium Intybus cultivés sur le "milieu -
cal"”.
{ 1 ] 40 s 2 s )]
( i 0 ‘Concentration de ° 80 : 120 s 160 )
( s *la solution de : : ¢ )
( ' 'MURASHIGE & SKO0OG® ! : )
( : 3 normale ' s N )
( ] ———— === : - H 3 )
[{ [ t [ t t t )
( : MN.F L.): 1 621 * 231 ¢ 1 A86 ¢ 256 3 1 096 $ 217 3 635 ¢ 103 433 3 92 )
( 0 t M.S ] 34,96 t 39,45 H 38,33 [ 30,37 H 37,61 )
[4 t 2 Eau [ 97,84 H 97,34 t 96,50 ] 95,21 t 93,62 )
( t cal ] vert-clairv T vert-clafr vert-clafr vert-clair ] vert-clair )
( t : t 3 3 1 )
( t : : : [ 1 )
[¢ H H.P{\..j: 883 3 196 : 898 ¢ 135 538 ¢ 103 341 ¢ 74 1+ 298 : 7 )
( T M.$§ H 23,20 1 33,25 ] 27,62 ] 27,07 H 25,36 )
( o : X Eadk): 97.37 . 96,07 94,86 : 92.06 ' 91,48 )
{ 1 cal s vert-clair 3 vert-clair : vert-clair 1 vert-clair mais ivert-clair wais )
( H H H ] 1trds léger bru- tléger brunisse- )
( ] 3 t t tnissement su con-tment au comtact )
’ s t s : itact du milieu st du miliew )
. : ———— 3 t : s )
( ¢ - : 3 ' 1 ] t )
( ESLSE M.F u,) s02 2 109 1 558 ¢ 125 3 336 ¢ 112 283 ¢ 28 1+ 152 % 17 )
( G228 &+ N 18,98 ' 27,49 s 26,39 : 23,32 t 17,50 )
( ®3Z5E 1 ZEa “9 96,21 3 95,07 : 92,14 . 91,78 : 88,48 )
(8g=3°¢ ] cal t vert en surface 3 t vert en surface 1 vert en surface : vert clair mais )
( 8,:§.j§ t twais légerement @ vert-clafir tmais léger bru- :mais léger bru~ i1léger bruniese- )
( S0el t tbrun au comtact 3 inissement au con-:nissement au com-iment au comtact )
( ©Ovva : 1 duv milieu ] ttact du milieu stact du miliew tdu miliew )
( s 3 [ 3 3 t )
( s H 1 t t )
( ] H.I’.L } 445 2 98 450 107 3 304 t 9 H 256 H 28 3 144 3 21 )
( : u.s;_%} 18,41 : 24,21 ' 23,78 : 21,97 3 17,36 )
( 0 :+ 1 Eau 95,86 : 94,62 3 92.17 : 91,41 s 87,94 )
( H cal t vert en surface : vert-elair t vert en surface : vert en surfsce ; vert en surface )
« . : t et léger brunis-: smais léger bru- ; mais léger bru- , mais léger bru- ;
( s 3 semant au con- 3 snissement au con-: aissement au t missement aw
( H t taet du milieu t tact du milieu 1 contact dw t contact du ) -
( : : t : t wiliea : milieuw )
( H : s t t 3 ) -
(¢ t 1 3 : t )
( t H.?Q\) 340 ¢ 29 T 30 ¢ 106 ¢ 193 = 23 3+ 167 ¢ - 10 3 166 ¢ 272 )
« - . 3 M.S 18,30 ] 19,90 H 19,84 H 18,20 ] 15,38 )
( 60 s I Ea - 94,61 H 94,62 ] 89,72 H 89,10 s 80,64 )
( 3 cal L] vert-clalr 1 vert en surface 3 vert en surfsce 3 compact et t compact et )
( H : t et légirement et léger brunis— t brua- t bres )
( H 3 3 brua au contact isement au coatacts s )
( g 3 ; du milieu tdu milieu : 3 )
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pendant 30 jours.

Le milieu utilisé renferme la solution minérale de MURASHIGE & SKOOG

privée de ses constituants azotés (NH,NO

et KNO

Influence de la nutrion azotée sur la prolifération de fragments racinaires
de Cichorium Intybus cultivés in vitro

sont supprimés et l'ion k'

egt remplacé gar son équivalent 3 partir d'une solution de KCl) et additionnée

d/ ANA 5.10 ~JM,de Kin 10 ~'M,
A : 1'ion NO, est apporté sous forme de NaNO
B :

1'ion NHA* est apporté sous la forme de NHacl

de vitamines et d'hydrolysat de caséine.
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Figure 13 : Action de 1'ion 4_PO, sur la prolifération de
fragments racinaifes de Cichorium Intybus cultivés
sur un milieu renfermant la solution minérale
de MURASEIGE & SKOOG additionnée d- ANA 5.10° oM
de KIN 10 M, de vitamines et d'hydrolysat de
caséine., _

L'iog H,PO, est fourni sous forme de NaH,PO,, H,0 ;
le K du éH POé est remplacé par son équivalen
n de

d'une soluti3 KC1.
s
<:;;>
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Tableau 24 : Action conjuguée du NO, et du H POZ sur la croissance d'explantats racinaires
de Cichorium Intybus cultivés sur le "milieu cal™.

~ : 40 : : )
( : 0 {Concentration de * 8o : 120 )
( _ : $la solution de : : )
Cu,po, : tMURASHIGE & SKOOG: s )
( s : normale : : )
R e T B R e e e L DL L L LTy fmmm-cem—occccacae )
( : : t : : )
( H M.F. ¢ 1t 466 ¢ 191 ¢ ¢ 139 ¢ 209 : 1 183 b 4 213: 1 114 )
( :  M.S. 34,17 : 38,17 : 43,57 : 41,95 )
( 0 t+ I Eau : 97,66 s 96,64 : 96,31 : 96,23 )
( s cal :vert en surface : vert-clair : vert-clair ivert en surface, )
( : tmais brunissement: : tléger brunisse- )
( : tau contact du : : tment au contact )
( : tmilieu : : tdu milieu )
T ; ; ; ; )
( S8R ¢ M.F. : 1 450 ¢ 217 952 ¢ 189 : { 089 2 142: 961 t 160 )
( alk E : M.S. 1 34,51 : 36,22 : 42,95 : 39,02 )
( 5 23 € : I Eau : 97,62 : 96,19 : 96,05 : 95,93 )
( L S S t cal tvert en surface ¢ vert-clair : vert-clair tvert en surface )
« - 8"‘“§ : tmais brunissement: s et léger brumis- )
( S8 G tau contact du H : :sement au contact)
( : : milieu : : tdu milieu )
(m=—mommmme—- tommmsee gme—mmsssseseden=— e b e R t-= )
( : : H : B )
( H M.F : 1 268 ¢ 161 813 ¢ 115 947 + 88 : 967 * 142)
( : M.S 34,24 : 29,08 : 39,31 : 35,01 )
( 3 H Z Eau 97,29 H 96,42 : 95,84 H 95,96 )
( H cal svert en surface : vert en surface : vert en surface svert en surface )
( s tmais brun au : mais brun au t mais bruan au t mais brun au )
( H ¢ contact du tcontact du ¢t contact du ¢ contact du )
( [ t milieu : milieu : ailieu t milieu )
( -t mwmmrreccccce e H -t- e R L Dt L Lt )
( e 2 : : : )
( ¢ M.F, s 1 039 4 102 757 ¢ 150 : __790 E 156 : 606 b4 149 )
( : M.S. 1 32,31 : 27,81 : 28, 44 : 26,48 )
( 6 t I Eau H 96,89 H 96,32 H 96,40 H 95,63 )
( : cal tvert clair mais :vert en surface :vert en surface : vert en surface )
( H tbrun au contact :mais brunm au tmais brumn au tmais brun au )
( s tdu milieu tcontact du tcontact du scontact du )
{ : : tmilieu tmilieu tmilieu )

N.B. : M.F. : Poids moyen de matidre frafche par explantat (umg)
M.S. : Poids moyen de matidre siche par explantat (ag)

g

,..
ans
ULkt
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de MURASHIGE & SKOOG (1962), ne modifient pas 1'effet des nitrates,
alors.qu'a des doses plus élevées, ils réduisent nettement la callo-

genése,

. .. ++ +
e) Action conjugée du Ca et du K .,

Le calcium est favorable 3 la croissance jusqu'a
la concentration de 18 meq/l (figure 14a). De méme l'apport de

potassium stimule le développement des explantats pour des teneurs

égales ou inférieures 3 40 meq/l (Figure 14b).

L'association du Ca’’ et du K* dans le milieu
présente des effets bénéfiques évidents en particulier lorsqu'ils sont
employés aux concentrations respectives de 18 et 40 meq/l, cette
condition provoque une prolifération qui correspond au double de
celle observée sur des cultures témoins (Tableau 25). Ces résultats
font ressortir, que les tissus de la chirorée Witloof présentent
des besoins trés largement supérieures aux doses de ca*’’ et de k¥
contenues dans la solution de MURASHIGE & SKOOG (1962) ; ces besoins
correspondent respectivement au triple et au double de leurs con-

centrations.

£) Conclusions

Afin de vérifier nos observations précédentes,

\

renfermant la solution de MURASHIGE & SKOOG (1962) modifiée encertains

nous avons cultivé 'des fragments sur un milieu de prolifération.
de ses constituants. Les résultats dutableau 25bis confirment bien
la nécessité d'augmenter la teneur en K" et en Ca’’ et de supprimer
complétement 1'azote minéral de la solution de MURASHIGE & SKOOG
(1962) pour améliorer la prolifération des explantats, Les tissus de
Cienorium Intybus utilisent donc préférentiellement l'azote sous

forme organique.
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Figure 14 : Action du calcium (Ca) et du potassium (K)

T.e milieu renferme la solution minérale de MURASHIGE &SKOOG additionnée
d/. ANA 5.10°5M, de KIN 10-7’M, de vitamines et d'hydrolysat de caséine.
A

: le calcium est fourni sous forme de CaCl
B :

le potassium est fourni de deux maniéres :

- les concentrations normales en KNO., et KH. PO

PO, sont maintenues
- le reste est apporté sous forme de KCl.
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Potassium (en meq/l) sur la croissance des

Tableau 25 : Action conjuguée du Calcium et du
Intybus cultivés sur le “"milieu cal",

* fragments racinaires de Cichorium

: 6

vvvi—tvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv S S ot St

: 0 ®Concentration de @ 12 : 18 : 24

. :1a solution de : : :

X "MURASHIGE & SKOOG’ : ;
( femmmmmmccmmemeee .-normale _______ f e mmmmm—mmeeee f e m—mmem e femmmemem
( : : : : :
( ¢ 577 * 95 : 637 * 78 722 * 92 ¢ 771 * 92 : 594 2 103
( : 21,80 : 23,30 : . 28,32 : 35,26 : 24,90
( : 96,22 : 96,34 : 96,07 : 95,42 : 95,80
( o : vert-clair : vert-clair : vert-clair : vert-clair : vert-clair
CogE g (T e o o o
( saH g : M.F. : 668 # 82 : 680 + 86 : 855 * 107 : 983 *+ 103 : 665 % 105
( & 83 2 :  M.S. : 27,33 : 25,61 : 28,85 : 36,50 : 31,20
(c§uSo : 7 Eau @ 96,51 : 96,23 : 96,62 : 96,28 : 95,30
(Yg~=8 : cal : vert-clair : vert-clair t vert-clair ¢ vert-clair : vert-clair
(- S9FH-~mmsmmmm e e - e T e L R et L T T e —————
( : : : : : :
( ¢ M.F. s 710 + 97 ¢ 732  ; 94 ¢ {1 080 = 118 : 1 122 * 177 s 922 112
( 4o : M.S. : 29,42 : 30,22 : 31,88 : 43,82 : 38,79
( : T Eau 95,85 : 95,87 : 97,04 : 96,09 : 95,79
( : cal 1 vert-clair : vert-clair : vert-clair : vert-clair :t vert-clair
(mermmmmmre= (- ———— e it el e ———————— R e L e, ——— e e —————
( : H : : : o
( :t M.F. H NECROSE s 387 + 87 : 597 ¢ 89 : 574 % 78 : 320 ¢# 98
( 8o : M.S. s DES : 26,63 s 27,45 : 23,94 : 22,20
( ¢ T Eau : : 93,11 : 95,40 : 95,82 : 93,06
( : cal : TISSUS : vert~clair : vert-clair * vert-clair : vert-clair

N.B. ¢ M.F. : Poids moyen de matiére fraiche par explantats (mg)

M.S. : Poids moyen de matidre séche par explantat (mg)
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Tableau 25

bis : Croissance des explantats racinaires de Cichorium Intybus

cultivés sur un "milieu de prolifération" contenmant de 1'ANA
P

a4 5.107° M, de la kinétine a 10

caséine,des :vitamines et d¢ la.solution minérale de MURASHIGE

& SKOOG (1962) modifiée ou non.

=7 M, de 1'hydrolysat de

PN NSNS PN PN N N

FON SN TN NN PN PN SN PN

solution minérale
de MURASHIGE & SKOOG

Matiére fraiche
par explantat (mg)

Matiére seéche
par explantat (mg)

ee oo oo oo oo

vvvvvvvvvvvvvvvvvq




DEUXIEME PARTIE

COLONIES TISSULAIRES



COLONIES TISSULAIRES

I - ETABLISSEMENT D'UNE COLONIE TISSULAIRE A PARTIR D'EXPLANTATS
RACINAIRES.

Les explantats racinaires de Cichorium Intybus
cultivés sur le "milieu cal" se développent de maniére exubérante
pendant 4 3 6 semaines. Aprés deux mois, la prolifération diminue 3
les tissus prennent progressivement un aspect spongieux par suite
de leur vieillissement. Des zones brunes, nécrotiques, apparaissent
alors par endroit et envahissent peu 3 peu l'ensemble des cals, Cette
évolution est caractéristique des tissus végétaux cultivés <Zn vitro
quelle que soit leur origine (GAUTHERET, 1959). Elle a généralement
pour cause 1'épuisement des substances nutritives contenues dans le
milieu de culture mais aussi des conditions particuliéres de croissance
telles que :

- la ligﬁification ou la subérification des cellules péri-
phérique% ce qui géne la nutrition des régions en prolifération,
- la compacité des tissus néoformés qui entralne une
asphyxie des régions internes. ;
- 1'inanition des portions les plus éloignées du milieu

lorsque la prolifération est abondante.

Il est donc nécessaire pour entretenir la crois-
sance des tissus, de transférer périodiquement les zones en croissance |

active sur des milieux nutritifs, de composition adéquate,

Dans les essais qui suivent, nous avons tenté de
prolonger la croissance des cals primitifs en procédant & des repiqua-
ges sur des milieux nutritifs qui contiennent la solution minérale
de MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée de 10-7M de kinétine, de
vitamines, d'hydrolysat de caséine et pourvus en outre d'ANA et de
2,4~D, substances employées seules ou associées. La présence de
sucre nous ayant semblé indispensable 3 1'établissement d'une
colonie tissulaire, nous avons utilisé une dose de 2 7 de saccharose.
Les cultures sont alors placées soit 3 la lumiére, soit 3 1'obscurité

pendant un mois,.



1) Composition hormonale du milieu de culture.

Les cals formés A partir d'explantats racinaires
se présentent d'abord sous forme de protubérances dont les cellules
superficielles proliférent et recouvrent progressivement l'ensemble
de 1'explantat. Aprés 15 jours, on transfére ces cals sur des
milieux nouvellement préparés. Un séjour de quelques jours a la lumiére
permet aux tissus repiqués de manifester & nouveau une activité de
prolifération. Vers le 10e jour, les cultures sont alors en phase de
croissance.trés active ; laquelle se manifeste par la présence de zones
fortement chlorophylliennes qui s'agglomérent entre elles et forment
une colonie qui se développent en tout sens. Aprés un mois de culture,
la croissance de ces colonies s'atténue., Les tissus évoluent cependant
de manidre différente selon la composition hormonale du milieu de repi-
quage (Tableau 26). Ainsi 1'ANA i forte: dose./(10-5 et 5.10-5M)
stimule puissamment. la croissance des colonies tissulaires tandis qu'a
5.1078
dose de 5,10

cellulaire, nous nous sommes demandé, s'il n'était pas possible

M, on observe la production de racines. Aprés avoir choisi 1la

oM d'ANA qui est la plus favorable & la prolifération ;

d'améliorer la croissance des colonies en faisant agir simultanément f

un facteur auxinique puissant tel que : le 2,4-D. Compte tenu des

REC Y

expériences antérieures, nous avons choisi d'utiliser cette substance
Y -7
a la dose de 10

13 3 \ -
association avec des doses de 5.10

et 10-6M. Les résultats du tableau 26 montrent qu'en
M d'ANA, le 2,4-D inhibe 1la

croissance des colonies tissulaires. Une prolifération intéressante

peut &tre cependant observée .pour des doses de 10 "M d'ANA et

-7 . ’
de 10 M de 2,4-D. Ces résultats concernent les cultures exposées
en permanence & la lumiére) car a l'obscurité, la croissance des

tissus s'est limitée a la formation des petites masses cellulaires é
brunitres plus ou moins nécrosées. L'ampleur de la prolifération |
obtenue lors du repiquage des cultures primaires permet maintenant
d'envisager l'entretien indéfini, 3 la lumidre de souches tissulaires
de Cichorium Intybus. Le milieu de culture retenu comprend la solution
minérale de MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée de 107°M d'ANA, de
10-7M de 2,4-D, de 10-7M de kinétine, des vitamines, de 1'hydrelysat deE

caséine et du saccharose 3 2 % (Planche V, Photo 1B et 2 B).
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Tableau 26 : Action conjuguée du 2,4-D et de 1'ANA sur la croissance de colonies
tissulaires de Cichorium Intybus cultivés 3 la lumiére sur un milieu
de culture renfermant la solution minérale de MURASHIGE & SKO0OOG
(1962) additionnée de KIN IO'7M, de vitamines, d'hydrolysat de caséine
et de saccharose a3 2 %, pour une durée d'un mois.

3 ‘)g
e

[ ANA : - : - : - )
(N) : 5 10 ~° : T : 5 10 2 )
(—-—---1¥2 ------ o e D ettt - —mmm——m— e e Stk )
( : : : : )
( : M.F. : 1 694 * 352: 2 585 424 : 3 027 272 )
( o : M.S.. : 77 : to7 : 121 )
( : 7 Eau 95,45 : 95,86 : 96,00 )
( : : présence de quel-: : )
( : : ques racines : : )
(=—=—~-- - et it e ittt bbb e ity )
( : : : : )
( ~ : M.F. : 1 913 + 322: 3 281 + 144 : 1 551 ¥ 290 )
¢! : M.S. 79 : 133 : 72 )
( ¢ : % Eau : 95,87 : 95,94 : 95,35 )
( : : présence de quel-: : )
( : ¢ ques racines : : )
(-—-———- R iy e b R b L Dol R e tala bt )
( : : : : )
«v : M.F. : 2 129 * 201: 1 623 * 98 : 1 507 £ 175 )
( 4 : M.S. 97 : 76 : 70 )
( -+~ : Z Eau : 95,44 : 95,31 : 95,35 )
( : : présence de quel-: _ : : )
( : : ques racines : : )

M.F. : poids moyen de matiére fralche des cultures par colonie(ﬁqo
M.S. :

poids moyen de matiéere séche des cultures par colonie LMa)
poids moyen de matiére fraiche de 1l'inoculum = 400 mg



2) Choix de la concentration en saccharose

La prolifération des fragments racinaires ne
nécessite pas la présence de glucidé exogene. Pour couvrir leurs
besoins, les tissus puisent dans leurs réserves, constitudes essen-
tiellement par de l'inuline., L'épuisement de la plus grande partie
de ces réserves au cours de la culture primaire (BACKOULA, 1983) doit
donc créer 1lors des transferts ultérieurs, des besoins en glucides
qu'il est alors nécessaire de satisfaire par des apports exogénes.
C'est pourquog il nous a paru intéressant de rechercher la concentra-
tion optimale en saccharose nécessaire aux besoins des tissus a ce stade

de la culture.

Nous constatons que le repiquage des cultures
primaires sur un milieu dépourvu de glucides, se traduit pas une
nécrose rapide des tissus ; alors qu'un apport trés faible en saccha-

rose (0,25 %) leur suffit pour proliférer (Figure 18).

La croissance s'accentue d'ailleurs 3 mesure que les:
doses augmentent, l'optimum étant atteint pour une concentration de

saccharose de 1 %. Aprés un mois de culture, on obtient alors environ

LRI

8 fois le poids de matiére fraiche de l'inoculum. Parallélement, on ob-

serve une diminution de la teneur en eau des tissus lorsque le milieu

—— . ¥R

de culture renferme une concentration de saccharose supérieure 2

1 Z. L'évolution de\la masse de matiere sé&dche semble alors traduire
plus fidélement 1'activité cellulaire car elle présente pratiquement
un paliet.au del3d d'une teneur de 1 %7 en saccharose c'est-a-dire au
moment o4 la production de matiére fralche accuse une réduction
notable. Nous avons donc retenu d'utiliser le saccharose & la dose de
10g/1 dans les milieux de culture nécessaires au transfert des cals

formés sur les explantats racinaires.

3) Choix de l'4ge de la culture primaire. ' :

Le transfert des cultures primaires doit intervenir
4 un moment ou les cultures possédent une capacité importante i se
diviser. Or nous avons pu constater, que la croissance des cals formés
3 partir de fragments racinaires de Cichorium Intybus atteignait un
palier aprés 6 semaines. Nous nous sommes alors demandé, si tout au
long de cette période, les tissus gardaient les mémes capacités a pro-

liférer aprés leur repiquage.
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saccharose sur la croissance des colonies
tissulaires de Cichorium Intybus.

Les milieux renferment la solution mingrale de
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de KIN 10™'M, de 2,4-D 10~ /M, de vitamines et
d'hydrolysat de caséine.
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Nous avons donc envisagé des transferts de
cals issus de cultures primaires d'dge différent. Les cals sont
débités en fragments d'environ 400 mg de matiére frafche, puis
repiqués sur un milieu neuf. Seuls les cals ayant un certain
volume sont donc susceptibles d'&€tre repiqués. C'est pourquoi, nous
avons choisi d'utiliser des tissﬁs ayant séjourné au moins dix jours

sur le milieu initial.

La figﬁre 16 montre que les tissus méme aprés un
mois de culture sont aptes & proliférer lorsqu'ils sont repiqués.
Cependant, on constate que la croissance des tissus repiqués est
optimale lorsque le transfert est effectué aprés 12 jours de culture
sur le milieu initial. A ce stade, le poids de matiére fraiche de
l'inoculum est multiplié par dix environ au bout de deux mois de
culture. Les cals racinaires ayant séjourné plus de deux semaines sur
le milieu initial manifestent au contraire une prolifération tras

réduite aprés leur transfert sur un milieu neuf.

Ces résultats font ressorti5 que la prolifération
cellulaire ultérieure est conditionnée de maniére importante par
1'3ge des cals initiaux. Le moment le plus propice au transfert se

situe aux environs du 12e jour de la culture des explantats primaires.

II - ETABLISSEMENT D<UNE COLONIE TISSULAIRE A PARTIR DE PLANTULES
ASEPTIQUES

Théoriquement, tout organe végétal peut-€tre
amené 3 produire un cal en culture <n vitro'. La période qui précéde
la phase de croissance active est cependant trés variable selon le
matériel utilisé, Actuellement, des souches tissulaires ont été obte-
nues pour de nombreuses espéces végétales & partir d'organes divers :
graines, embryons, fragments d'entrenoeuds, feuilles, racines et

récemment anthéres et ovules,

Dans le cas de la chicorée witloéf, nous avons
euvisagé d'induire la callogenése a partir de feuilles isolées, de
rosettes de feuilles, de fragments d'hypocotyle ou de racines prove-
nant de plantules cultivées <<n vitro - (Schéma 5). Ces différentes
parties de la plantule ont été ensemencées sur le '"milieu de prolifé-

ration" comprenant la solution minérale de MURASHIGE & SKO00G (1962)
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5 7

M d'ANA, de 10 'M de 2,4-D, de 10"

de vitamines, d'hydrolysat de caséine et de saccharose { %. Paralleé-

7

additionnée de 10~ M de kinétine,

lement, nous avons ensemencé sur ce milieu des graines prises avant
leur germination ou ayant germé jusqu'ad l'éclatement des téguments

et l'émergence des cotylédons.

1) La _germination des graines.

Lors de ces essais, nous avons utilisé deux
types de substrat. Le premier est composé de vermiculite alors que
le second est solidifié par de la gélose a la concentration de
7 Zo. Le tableau 27 rend compte des résultats obtenus au bout de
15 jours de culture.

Le milieu qui renferme la vermiculite s'est avéré
le plus favorable & la germination. Il permet & la lumidre, la produc-
tion de plantules qui portent 4 3 5 feuilles chlorophyliennes d'environ

8 cm de haut et une racine pivotaﬁte 2 trés nombreuses radicelles
(Planche IV, Photo 1A). A 1l'obscurité, on obtient des plantules qui

présentent de petites feuilles étiolées et rarement des racines

(Planche IV, Photo 1B),.
Le milieu gélosé outre son effet inhibiteur

présente l'inconvénient d'adhérer au systime racinaire et rend le
prélévement ultérieur trés délicat. Nous avons donc choisi d'utiliser

la vermiculite comme substrat de germination.

2) La culture ,in vitro

a) culture de graines

o) Avant germination

La lumiére induit la callogen&se des cotylédons,
qui sont en général légérement bruns. Quand ils sont chlorophylliens,
ils portent alors deux minlscules bourgeons et de rares racines
(Tableau 28). A 1l'obscuRtité, les cotylédons se gonflent, ils sont
brinatres et donnent naiss ance & de petites feuilles étiolées ; leur

croissance est médiocre et ils se nécrosent assez rapidement.

B) En début de germination

Aprés 3 jours, les téguments des graines éclatent
et les cotylédons émergent ; ils sont alors repiqués sur le milieu
de prolifération. A la lumidre, ils développent des plantules qui
"portent de grandes feuilles chlorophyliennes (en moyenne 5 cm de

longueur).
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Tableau 27 : Influence du substrat (vermiculite ou gélose) et de 1'éclairement
sur la germination de graines de Cichorium Intybus var. Witloof,
cv "Zoom" en conditions aseptiques.Les graines sont cultivées
sur un milieu de germination renfermant la solutiong minérale
de Heller additionnée de saccharose 1 % ; durée : 1% jours.

: SUBSTRAT

: GELOSE ; VERMEEHLETE

: LUMIERE : OBSCURITE
Z Germination 40 95 59

Hauteur moyenne
des plantules (cm)

- ————— - ——————————— ———— o= 0 = e ———— — —— ————— ———— —— —— - —

2 feuilles étiolées
et peu de racines

4 3 5 feuilles vertes
Enracinement treés
dense

2 feuilles vertes
et nombreuses racines

%8 00 e0 G0 %6 eo e0 00 o¢ oo o8 o
w
o]

40 90 00 40 se oo ¢ 00 00 e se o0
N
1
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Tableau 28 : Graines de Cichorium Intybus,var. Witloof, cv "Zoom" placées sur ")
un milieu de prolifération renfermant la solution minérale de %;é\

e

MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée d'ANA 10 ~°M, de 2,4-D 10 /M,
de Kin.10 ~7 M, de vitamines, d'hydrolysat de caséine et de saccharose
1 Z pendant 30 jours.

: : )

: LUMIERE : OBSCURITE )
(-———— e e ikt bbbt )
( : : )
( % de graines ayant: : )
( produit un cal de : 70,80 : 62,50 )
( prolifération : : )
(m=mmmmmm e e e s )
( : : )
( hauteur moyenne : : )
( des plantules (cm): 1 : 1 - 1,5 )
(--———mmm - R e e ikl e Sttt ltt bl )
( : 3 . ),
( : cal issu de l'hypertrophie: <cals bruns issus du )
( : des cotylédons. : gonflement des cotylédons )
( Observations : Quelquesfois vert avec : )
( : de minuscules bourgeons : )
( : et de rares racines : )




b) Culture des racines

Sur les plantules, nous avons prélevé la racine
par une section au niveau du collet. Celle-ci est déposée soit
horizontalement soit légérement enfoncée par sa partie proximale proche

du collet dans le milieu nutritif gélosé.

Dané un premier temps, l'extrémité distale de la
racine et les nombreuses radicelles qu'elle porte se nécrosent progres-
sivement. Seul demeure vivant le tiers proximal qui, assez rapidement,
produit un cal ‘3 la partie normalement orientée vers le collet. Le
fragment de racine se gonfle et présente alors des pustules blanchatres’

constituant des massifs cellulaires qui fusionneront pour former un
cal volumineux (Planche IV, Photo 3).

Un fragment de racine de quelques milligrammes peut
ainsi donner naissance aprés 3 mois de culture sur le milieu de

prolifération,4 un cal de plus de 2 grammes de matiére fraiche.

¢) Culture de feuilles

o) Feuilles isolées

Lorsque les plantules sont au stade 2 feuilles
vraies, les feuilles sont prélevées et déposées sur le milieu de
prolifération soit horizontalement, soit verticalement par leur
partie pétiolaire, Les portions immergées produisent une ou plusieurs
racines pivotantes portant de nombreuses radicelles. Lorsque les
feuilles sont déposées horizontalement sur le milieu,un cal se forme 2
la base du pétiole, et il ne tarde pas a4 recouvrir entiérement les

tissus initiaux.,

B) Rosettes de feuilles

Sur des plantules d'environ 3 &8 4 cm de hauteur et
portant au moins 4 feuilles, on préldve la rosette de feuilles qui
est repiquée dans le milieu nutritif. Les feuilles s'accroissent
considérablement (en longueur et en largeur) et forment & la base de
leurs pétioles des cals (Planche IV, Photo 2). '

~d) Culture de fragment d'hypocotyle

Sur des plantules au stade 4 feuilles, nous avons
opéré deux sections : l'une au niveau du collet et la seconde 2 la base
de la rosette des feuilles. Les fragments d'hypocotyle ainsi obtenu

qui mesurent environ 5 mm de long sont déposés sur le milieu de



prolifération. Ces tissus n'ont manifesté aucune croissance,

e) Conclusions

Des différents organes utilisés, seuls les
fragments de racine et dans une moindre mesure les pétioles des
feuilles ont donné des cals. Toutefois, la prolifération cellulaire
est encore nettement inférieure 3 celle observée 2 partir des
explantats racinaires que nous utilisons habituellement. C'est
pourquoi,aprés avoir vérifié que les colomnies issues de ces plantules

pouvaient €tre repiquées sans probléme apparent, nous avons continué
ce travail avec des racines provenant de la culture au champ.

III - RECHERCHE D'UN MILIEU NUTRITIF POUR L'ENTRETIEN DES COLONIES
TISSULAIRES

1) Les substances auxiniques

L'établissement d'une colonie tissulaire nécessite
lors du premier repiquage, l'élimination des parties différencides
des cultures primaires pour ne conserver que celles capables de
proliférer activement., Les transferts ultérieurs réalisés 3 intervalles
réguliers ayant pour but d'entretenir la croissance de masses tissu-
laires.

\ .o . ‘

Au cours de cette phase les milieux nutritifs .
doivent renfermer tous les élements nécessaires 3 la prolifération
des tissus. C'est pourquoi, nous avons vérifié 3 partir d'une colonie
tissulaire ayant déja subi cinq repiquages, si les conditions de
culture définies antérieurement étaient optimales pour l'entretien
indéfini de ces tissus. Pour cell, nous avons éprouvé l'action de trois
concentrations d'ANA associées ou non & différentes doses de 2,4-D,
Les milieux nutritifs renferment en outre la solution minérale de
MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée de vitamine{)d’hydrolysat de

7 e ss . .
M de kinétine et de saccharose 3 1 Z . Les tissus

caséine, de 10~
repiqués sur un milieu dépourvu d'auxines ne prolifdrent que faiblement
mais produisent par contre de trés nombreuses racines (Tableau 29)

dont la plupart sont de couleur verte.

L'addition de 2,4-D diminue la rhizogenése mais

augmente le poids de matidre fraiche et de matiére séche ; l'optimum

de la prolifération se situant vers 5.10-7M.
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Tableau 29 : Recherche des concentrations d'auxines les plus favorables & 1'entretien
des colonies tissulaires, Le milieu contient la solution minérale de
MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée de Kin.10 =7 M, de vitamines,
d'hydrolysat de caséine et du saccharose 1 Z.

M.F. : poids moyen de matiére fraiche (mg) par culture

M.S. : poids moyen de matiére séche (mg) par culture

r ¢ nombre moyen de racines par culture

( ) : pourcentage des cultures rhizogénes

: 5.10 8 : 10 7 : s.10 ~7 : 10 ~8

( e e —— e — e ——— e L E L D EL DL EE D L e et LT ettt DO DL DL DL Lt
( : : : : : :
( ¢ M.P. 856,66 H 878,21 : 1 432,78 : 2 686,90 B 1 270,81
( 0 : M.S. 34,75 4 39,50 : : 49,34 : 68,48 : 39,88
( T r. : (100) 12,58 (1~2 cm)s: (100) 12,30 (1-2 cm) :(100) 6,55 (0,5-1 cm): 0 : 0
(oo P e r———————— R e ittt = — - e L e ittt
( : : - s 3 : :
( gt M-Flod 2 236,38 : 2 875,01 : 3 205,26 : 3 504,93 : 2 951,73
( 510 "°: M.s. : 57,55 : 64,56 : 76,26 : 83,64 : 60,92
( tr. : (100) 11,90 (<0,5.cm) ¢ (100) 9,85 (< 0,5 cm) 3 (o] s 0 : 0
(o fm————— e D bt DL L e L DD DD IRt et Rt D L e D LD L D el l tmm———— —— e et e ———-
( : : : 3 ) : s
( -5 3 M.F. @ 1 630,82 H 1 621,30 H 2 842,66 : 2 947,85 H 1 936,95
¢ 10 :t M.S 2 38,77 : 43,90 : 54,60 : 57,76 : 49,49
( :r H 0 t 0 : 0 s 0 : 0
[CET LT E tommm—— (e ————— Rl e el D e e bt b L b DD Dl Hiatatetetat Lol be bl e e e et T L
( : t : : s :
( -5 P ML e 1 074,71 t 1 116,57 : 1 129,48 : 1 494,49 : 1 437,30
( 5.10 T M.S. ¢ 28,43 H 29,69 H 32,85 : 36,75 H 35,10
( : r. 3 0 : 0 : 0 : 0 3 0

e St Nt N N Nt N N St Nt St N Nt ot St st ot ) st o =t o]
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La présence de doses élevées d'ANA provoque
également la réduction des capacités rhizogénes. Au deld de 10—5M,
on observe toutefois une diminution de l'intensité de la prolifération

cellulaire,

L'association de ces deux substances s'est cepen-
dant avérée favorable & la prolifération cellulaire. On observe en
effet que 1l'emploi simultané d'ANA a 5.10_6M et de 2,4-D 3 10‘-7
ou 5.10-7M quadruple la masse de matieére fralche et permet l'obtention

d'un poids moyen de matiére séche i@l'ordre de 80 mg par culture.

Les tissus deCichorium Intybus, aprés plusieurs
transferts, ont des besoins en auxine sensiblement réduits et

possédent encore des potentialités organogines élevées.

Afin d'assurer l'entretien indéfini des colonies
tissulaires, nous avons finalement choisi le milieu nutritif qui
renferme des concentrations auxiniques aussi faibles que possible et
qui permettent d'obtenir une importante prolifération cellulaire
sans manifestation organogéne. La composition auxinique que nous retien-

6 7

drons pour ce "milieu d'entretien" est ANA 5.10 'M et 2,4-D 10 'M.

2) La nutrition carbonée

a) Influence de la nature des glucides

\Les souches installées nécessitant par contre
la présence d'une source carbonée, nous avons recherché si 1'influence
exercée pouvait dépendre de la nature du glucide utilisé., Parmi les
glucides incorporés dans le milieu de culture a raison de 10g/1,
c'est le saccharose qui s'est révélé la plus favorable 3 1la croiésance
des tissus , suivi par le glucose (Figure 17). Le maltose, le xylose,
le lactose et le raffinose ont provoqué une prolifération nettement

plus faible.

b) Influence de la teneur en glucide

Les essais relatifs 3 la nutrition carbonée des
cultures primaires avaient permis de montrer la grande sensibilité
des explantats aux glucides exogénes. Ainsi, les cals formés en
présence de saccharose 3 10g/1, présentent sur toute leur surface
une teinte brune, signe d'un début de toxicité. Les colonies tissulai-

res ont par contre besoin de sucres pour proliférer et aucun brunisse-
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Figure 17 : 1Influence de différents glucides sur la croissance
des colonies tissulaires de Cichorium Intybus
cultivés sur un milieu renfermant la solution
minérale de MURASHIGE & SKOOG additionpée
ANA 5.10-6M, de 10™/M de 2,4-D, de 10™'M de kiné-
tine, de vitamines et d'hydrolysat de caséine,
Tous les glucides sont utilisés a8 la concentra-

tion de 10g/1.
L'inoculum pése envison 400 mg de matiére fraiche,
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ment n'est observé en présence de 10g/l de saccharose ou de glucose.
Cela nous a donc conduit 3 essayer de préciser la quantité de glucides
nécessaire pour obtenir une croissance optimale des colonies tissu-

laires.

Pour des doses inférieures a3 0,25 % de saccharose,
la croissance des cultures s'arr@te aprés deux semaines et les tissus

meurent (Figure 18).

Des concentrations plus élevées stimulent puis-
samment la prolifération et les tissus présentent alors une croissance
optimale pour une dose de saccharose de Q7% Au dela, la croissance
accuse un net flechissement qui se manifeste parallélement par un

brunissement des tissus.

3) La nutrition azotée

Les essais antérieurs sur la nutrition minérale
des fragments racinaires ont montré que les tissus pouvaient prolifé-
rer abondamment en l1'absence de toute source d'azote minéral dans le

milieu nutritif.

On pouvait penser que les cultures trouvaient
dans leurs réserves propres, les élements nutritifs nécessaires. Nous
avons alors étudié le comportement des souches installées a 1'égard de
trois solutions de qacroéléments dérivées de la solution minérale
de MURASHIGE & SKOOG (1962). Elles différent par la nature de leur
source azotée (Tableau 30)- La premiére renferme uniquement de l'azote
nitrique, l1'azote de la seconde est apportée sous forme ammoniacale

et la troisiéme solution ne contient aucun élément azoté minéral.

I1 faut cependant rappeler que ces milieux de cultu-~
re renferment de l'hydrolysat de caséine qui s'est avéré nécessaire 2

la croissance des tissus.

La figure 19 montre que la croissance maximale
est obtenue sur le milieu totalement dépourvu d'azote minéral (milieu
3). L'ion NOS (milieu 1) permet une prolifération légdrement supérieure
34 celle observée en présence de la solution minérale de MURASHIGE &
SKOOG (1962) qui sert de témoin et qui comprend & la fois des ions

- &= R . N . 3 I
NO3 et NH,. Les tissus proliférent cependant avec une 1lntensite
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T M.F. en mg Oum)

4‘ ' O: % en Eay \5

SACCHAROSE C %)

e— . PR P

Fipure 18 : Influence de la concentration en saccharose sur la croissance
des cals primaires repiqués sur un "milieu colonie tissulaire"

pendnat un mois.
L'inoculum pése environ 400 mg de poids de matiére fraiche soit

environ 16 mg de matiéere séche.
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: )

: Solution minérale Lm(ﬂJQ) )

it e kDl it D Rt Rl )

: : )

: T : 1 : 2 : 3 )
(=== e {mmm— - e b D LT (mmmmecr———— )
( : 4 ¢ _ : + : )
( Sels minéraux : NO, + NH, : NO, : NH, : 0 )
(== R il D e tud Sadeindbbede bbb m—————————— )
( : : : : )
LT S SO SO S N SR
( : : : : )
( NH4C1 H 0 H 0 : 1 000 : 0 )
(=== temmemmeme—- mm—— e temmmmomme——— e bbbl )
( 2 H : : )
S St S S S S SN SR A )
( : : : : )
( KNO, : 1 900 : 1 900 : 0 : 0 )
C e e {mm——————— {=mmmmm————— immmmm———e—— )
( : : : : )
( Kkc1 : 0 : 0 : 1 500 : 1 400 )
(s==mmmmemmmmmee {=——————ene- R b L e iy Pmmmmmmmeee- )
( : s : : )
( NaNoO, : 0 : 1 750 0 : 0 )
( ‘ : : : : )

Tableau 30 : Composition en azote minéral des quatre solutions
nutritives utilisées dans 1l'expérience de la figure
19.
Le milieu témoin (T) comporte les éléments minéraux
complets de la solution de MURASHIGE & SKOOG. On

supprime alors simultanément (3) ou séparément (1,2)
les formes d'azote ammoniacale (1) ou nitrique (2).

, BNS
%ul
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Figure 19 : 1Influence de la nature de la source
azote minéral sur la crcissance de
colonies tissulaires de Cichorium
Intybus cultivées sur un milieu
nutritif renfermant la solution miné-
rale de MURASHIGE & SKOOG modifiée ou
non dans sa composition en azote miné-
ral (Tableau 30 ) et_gdditionné d'A¥A
5.10 "M, de 2,4~D 10 ‘M, de KIN 10 M,
de vitamines, d'hydrolysat de caséine

et de saccharose a 1 7Z.
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moindre lorsqu' on les cultive sur un milieu ne renfermant 1'azote
minéral que sous 'la forme ammoniacale (milieu 2). Ces résultats
indiquent que les tissus de Cichorium Intybus peuvent croltre sur

un milieu nutritif ne comportant que de l'azote organique, fourni ici

sous forme d'hydrolysat de caséine.

Nous avons alors vérifié si 1l'on pouvait remplacer
l'hydrolysat de caséine par la L- glutamine (Figure 20). Celle=-ci
est inhibitrice. L'inhibition de la croissance déja perceptible &

5 mM (= 0,730 g/1) est totale & la concentration de 20 mM.

4) Conclusions

A la lumiére de ces résultats, il apparait que le
milieu de culture qui provoque la croissance optimale des tissus
devrait renfermer la solution minérale de MURASHIGE & SXO00G (1962)
privée de No; et NHZ et additionnée de 5.107°M d'aNa, de 107'M  de
2,4-D, de 10-7 M de kinétine, de vitamines, d'hydrolysat de caséine
et de saccharose 1%Z. Ce "milieu d'entretien'" des colonies tissulaires
permet la prolifération cellulaire sans manifestation organogéne
et renferme des quantités aussi faibles que possible de régulateurs

de croissance.,

\
IV - CAPACITES ORGANOGENES DES COLONIES TISSULAIRES

Dans la plupart des ca3 et pour de nombreuses
espéces végétales, on observe un déclin du pouvoir organogéne des .
colonies tissulaires au cours des repiquages successifs (HALPERIN,
1964 ; JULIEN, 1974 ; MARETZKI et THOM, 1978). Nous nous Sommes
alors demandé, s'il était encore possible de provoquer la formation
d'organes & partir de colonies tissulaires de Cichorium Intybus

ayant subi 8 passages et qui sont &dgées d'environ un an.

Dans un premier temps, nous avons vérifié la
structure histologique de ces colonies et nous avons noté la présence
d'éléments différenciés, présents sous la forme de nombreuses trachéi-
des d'une part et de nodules méristématiques d'autre pare,

Il semble cependant que dans nos conditions expérimentales, l'évolu-
tion de ces méristémes soit bloquée et que leur organisation et leur
développement se soient arrétés trés tdt (Planche III, Photo 1,2 et 3).
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Figure 20
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Nous avons ensuite procédé a des transferts
de ces colonies sur des milieux de culture susceptibles d'initier

la formation d'organes.

1) Transfert sur un "milieu entretien" dépourvu de substances
hormonales

Les tissus placés sur un miliéu de culture ren-

fermant 1la solution minérale de "MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée
de vitamines, d'hydrolysat de caséine sans substances hormonales

manifestent une légére croissance pendant la premiére semaine de
culture. Des phénoménes de nécrose apparaissent ensuite et envahis-
sent progressivement la totalité des cultures. La présence de
saccharose (1 %) entraine la formation de nombreuses racines (5

en moyenne par culture aprés un mois) dont certaines sont chloro-

phyliennes.

2) Transfert sur un "milieu inducteur de racines" (ANA 1076 M,

Kin1o-7M, saccharose 1%)

Les cals repiqués sur ce milieu proliférent inten-
sément et développent une abondante rhizogenése. Par culture, on

observe 21 racines en moyenne d'environ 1 c¢m de longueur (Planche 111,
Photo 4 et Planche V, Photo 1A). '

' .
Nous n'avons observé aucune formation de bourgeons

\

méme aprés deux mois‘'de culture.

3) Transfert sur des "milieux inducteurs de bourgeons" (BAP
associée ou non a 1'aId),

-6 . ’
Aux doses de 5.10 "M, l'auxine ne permet qu'une
faible croissance des tissus., Seuh;de rares racines sont visibles

(Tableau 31).

L'apport de concentrations croissantes de BAP provo-
que une intense prolifération et la formation simultanée de bourgeons
et de racines. Les résultats les plus importants sont obtenus avec
la dose de 10-6M de BAP qui induit sur les cals, la production d'une
mgltitude.gg bourgeons de grande taille (3 cmL bien individualisés et
Pourvus de racines 3 leur base (Planche V, photo 2B). Des teneurs

Plus élevées en cytokinine réduisent la taille des bourgeons,qui

pPrennent un aspect vitreux et inhibent la rhizogenese.
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Tableau 31 : Capacité organogéne des colonies tissulaires de Cichorium Intybus. ‘§§?
Les tissus sont d'abord cultives sur un "milieu d'entretien" renfermapt

la solution minérale de MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée de 5.10 "M
d'ANA, de 10-’M de 2,4-D, de 10 ~7’M de kinétine, de vitamines, d'hydro-
lysat de caséine et de saccharose a 1 Z.

Ils sont ensuite transférés sur un second milieu contenant la solution

de MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée de vitamines, d'hydrolysat de
caséine et de saccharose &4 1 % pendant 2 mois. On ajoute alors des doses
variables d'acide indolylacétique (AIA) et de 6-Benzylaminopurine (BAP).

: s : _ )

10 ~7 : 10 ™8 : 5 10 6 : 10 73 )

( : - ittt fo—meetemc—ecce——mcssseon- ettt et )
{ : : ? : : )
( Croissance 3 + s +e4e : reee 3 i )
$ : Bourgeonnement 3 o : nombreux bourgeons bien :nombreux bourgeons de ; nombreux bourgeons de)
: o : s+ individualisés (3 cm) ipetite taille (< 1 cm) : petite taille (< fcm) )
3 : 3 : t tet vitreux : et vitreux )
< : Rhizogenése : quelques racines. H quelques racines t quelques racines H 0 )
( : : (<0,5 cm) 1 (1em) : ’ (1 cm) : )
(-==v=m—- f e — e : H ———— m——————— e Pl e L D )
( s : s : : )
( : Croissance : + s +44 : +ees : et )
( t Bourgeonnement 3 0o t nombreux bourgeons : nombreux bourgeons biea : nombreux bourgeons de )
( $.10 -6 : . : légérement vitreux : individualisés : petite taille et vitreux)
« : : : (2 cm) : (2 cm) ) (1 cm) )
( : s - : : : s )
( : Rhizogendse : quelques racines H 0 t o H 0 )
( : : (2 cm) t : : )
(m=mommem t=——- --: - g R e e et L g ==== )
( : 3 s : : )
( s Croissance  : + t +e4 . ‘44 : ‘e e b}
( : Bourgeonnement 1] t nombreux bourgeons mais : nombreux bourgeons $ nombeux bourgeons de )
( 10 73 ¢ t t légérement vitreux t légtrement vitreux t petite taille (< 1 cm) )
( 3 : s (2 cm) : (2 cm) t et vitreux )
( Rhizogenise : quelques racines $ 0 2 0 : )
( : : (2 cm) s : 0 )
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vitreux et inhibent la rhizogenése.

De ces essais, il ressort que les colonies
tissulaires de Cichorium Intybus dgées d'environ un an, possédent
encore l'aptitude 3 former des organes (bourgeons et/ou racines).
Cela nous a amené pour terminer le cycle de propagation végétative
de la plante, 3 essayer d'enraciner les bourgeons néoformés et

d'obtenir ainsi des plantes entidres.

4) Obtention de boutures enracinées

Les bourgeons néoformés sur le milieu renfermant
la solution minérale de MURASHIGE &SKOOG (1962) additionnée de
-6
10
sont isolés puis placés sur un milieu favorable & 1l'expression
rhizogeéne des tissus, c'est & dire pourvu d'ANA 2 10_6M, de kinétine
-7
a 10

survient au bout de 3 semaines., Les boutures ainsi obtenues dévelop~

de BAP, de vitamines, d'hydrolysat de caséine et de saccharose 1%,

M et de saccharose a3 1 Z. Dans ces conditions, l'enracinement

pent alors un systéme racinaire important et présentent une morphologie

tout & fait analogue & celles des plantes normales (Planche VI).
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DISCUSSIC!! CEMERALE ET COMCLUSICNS

Si les tissus de chicorée Witloof constituent
un matériel de choix q@i a été souvent utilisé pour analyser les
phénoménes de bourgeonnement végétatif ou inflorescentiel, il n'en
est pas de méme pour les processus de prolifération ou de rhizogenése
qui n'ont suscité que fort peu d'intérét. Ce travail a donc été une
exploration des possibilités offertes par ce matériel dans le
domaine de la division cellulaire et de la différenciation organo-

_géne.

-

I - RHIZOGENESE

La rhizogenése de petits explantats racinaires
de chicorée Witloof dépend de 1la présence d'une auxine (ANA),
d'une cytokinine, de glﬁcides (glucose) dans le milieu de culture
ainsi que de 1la taille des explantats. De plus elle nécessite que

les cultures soient placées 3 la lumiére.

C'eét GAUTHERET qui le premier (1941) signale
la production spontanée d'organes i partir de fragments racinaires de
Cichorium Intybus cultivés in vitro sur des milieux nutritifs
additionnés de glucose. Des teneurs élevées en auxines et cytoki=-
nines endogénes (WARMKE et WARMKE, 1950 ; VARDJAN CENITSCH, 1961)

sont vraisemblablement & l'origine de ce comportement.

Dans des travaux ultérieurs, GAUTHERET trouve que
1'on peut modifier les capacités organogénes de ces tissus par des
apports d'auxines exogénes (1947, 1959). L'effet observé varie alors
selon la nature et la concentration du composé auxinique utilisé
tout autant qu'en fonction de l'orientation de l'explantat sur le
milieu de culture. Ces résultats ont été confirmés sur le méme
matériel par GWOZDZ et SWEYKOWSKA (1967), qui observent que des
doses d'AIA comprises entre 1 et 10 mg/l stimulent & la fois la cal-
logeneése et la rhizogenése tout en réduisant la production de bour-.
geons ; ceci jusqu'd une concentration de 100 mg/l qui emp&che toute
formation d'orgénes. Nous remarquons cependant, que les explantats
utilisés dans les travaux précédents sont de grande taille (supérieu-

re 34 1 c¢cm), ce qui n'est pas sans effet sur l'organogenése des tissus.
’ q P )
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Des résultats similaires ont été néanmoins obtenus 3 partir de
petits fragments de feuille (TOPONI, 1963 ; VASSEUR, 1978) et de
racine (ROGER, 1981). Ils montrent que la rhizogenése est favorisée
par les fortes doses d'AIA particuliérement a la dose de 10 -4 M.
Cette condition a également été retenue optimale pour la rhizogenése
d'explantats constitués par des épidermes de feuilles étiolées de

Cichorium Intybus (LIEBERT, et TRAN THANH VAN, 1972).

Pour notre part, nous avons choisi d'utiliser
1'acide naphtylacétiqﬁe (10 -6 M) qui s'est révélé treés efficace et
nous 1l'avons associé 3 la kinétine & une concentration de 10 =7 M
qui permet un maxlmum de néoformation racinaire. Au deld de cette

dose, il y a d' a111eurs inhibition de la rhizogenése.

Nous avons pu constater également, que le
nombre 4' organes neoformes est d'autant plus élevé que les dimensions
des explantats sont plus 1mportantes. Le volume réduit des explantats
de 2 mm.d'épaissgur utilisés lors des essais préliminaires et par
conséquent leurs faibles réserves en substances hormonales endog2nes
pourraient expliquer la variation des manifestations organogénes

observées.

A ce facteur, on peut d'ailleurs rattacher la no-
tion de précurseurs nécessaires en quantité suffisante et celle
de glucides endogénes car les réserves glucidiques des tissus de
Cichorium Intybug sont constituées par de l'inuline associée 2

des produits de sa dégradation.

L'action de ces précurseurs en tant qu'éléments
limitant les phénoménes de rhizogenése a déja été signalée par
MARGARA et RANCILLAC (19668), sur les tissus de chicorée, et par
SPANJERSBERG et GAUTHERET (1963) sur la rhizogénése des tissus de
topinambour. Ces auteurs ont d'ailleurs établi que la lumiére
provoque l'élaboration d'un facteur rhizogéne qui serait transmis-
sible par greffage. Si ces précurseurs participent & la voie de
synthése des composés auxiniques, on comprendrait alors le rdle
de facteurs tels que la lumidre et l'acide gibbérellique dans nos

propres expériences.

La lumidre interviendrait dans la synthése des

composés phénoliques capables de ralentir la dégradation des subs-
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tances auxiniques et donc de stimuler la rhizogendse (PAUPARDIN,
1972). On sait cependant que l'éclairement peut susciter une grande
diversité de réactions chez les végétaux cultivés. in vitrs. Ainsi

~ GALSTON (1948) puis HUNAULT (1979) observent que 1; lumidre réduit

l'enracinement de fragments internodaux d'asperge. En cultivant

des fragments de tige de pois, LEROUX (1968) constate que la lumiére
méme foﬁrnie de maniére intermittente, est inhibitrice de la rhizo-
gendse. Les explantats de tige de vigne (LEROUX, 1965) et des couches
cellulaires minces de tabac (TRAN'THANﬂVAN et al., 1974) réagissent
de manidre similaire. A 1'opposé, GAUTHERET (1961, 1965) rapporte au

cours de travaux sur les tissus de topinambour var. "violet de Rennes"
une stimulation importante de la rhizogendse par la lumiére. Cette

action est perceptible, pour des intensités lumineuses trés faibles

ou pour des durées d'exposition inférieures 2 une heure. De plus,

il remarque que l'auxine 4 la lumiére accentue le phénoméne alors

qu'a 1l'obscurité, 1'intensité de la rhizogendse diminue., L'éclairement
peut avoir des effets rhizogénes trés variables tantdt stimulateur
(var. "Violet de Rennes" chez le topinambour, var. "express & longue
cosqy chez le pois) tantdt inhibiteur (var. "violet commun" chez le
topinambour, var. "Express Alaska" chez le pois) sur les tissus de
topinambour (GAUTHERET, 1961) et de pois (LEROUX, 1973).

I1 faut par ailleurs admettre quau sein des petits
explantats de CichoPrium Intybus, la quantité des glucides disponi-
bles et immédiatement assimilables, n'est pas suffisante pour
permettre la formation de racines. Le glucose exogéne indispensa-
ble serait alors utilisé foit pendant toute 1la culture soit A
uniquement & un moment particulier, : par exemple au début de
la culture avant que l'activité des enzymes nécessaires a l'hydro- /;
lyse de 1l'inuline.ne soit suffisanteJou durant la période de formation |
et/ou de croissance de méristémes racinaires. En effet, cultivés '
"M d'aNA et 10 7 M de
kinétine mais dépourvus de glucose, les explantats (2 mm de longueur)

sur des milieux: nutritifs contenant 10

produisent des cals volumineux , verts et sans organes apparents.
On observe cependant qu'ils sont incapables au bout d'un mois de
produire de nouveaux organes lorsqu'ils sont transférés sur un
second milieu pourvu ou non de glucose. A l'inverse, les transferts
réalisés avec les fragments de 6 mm de longueur corroborent nos
conclusions précédentes sur l'importance de la taille vis a vis de

l'organogenése.
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En effet si l'on repique de tels explantats cultivés préalable-
X -6 - . e

ment en présence de 10 M d'ANA et de 10 7 M de kinétine, sur

des milieux contenant du glucose (10 g/1), on note une abondante

production de racines.

Le facteur "taille" interviendrait vraisemblablement par
l'intermédiaire des réserves glucidiques endogénes (accumulées
sous forme d'inuline) qui seraient wutilisées au cours de

la culture in vitro. Le glucose exogéne agirait alors davantage sur

la croissance des ébauches néoformées.

La nécessité de glucides dans le milieu de
culture pour la formation des racines est connue depuis les tra-
vaux de BOUILLENNE et WENT (1933) sur les plantules de balsamine
et'ceQ;'de WENT et THIMANN (1937) sur les épicotyles de pois.
Cette observation est confirmée sur divers tissus cultivés

in vitro parmi lesquels on peut citer ceux de saule (SAUSSAY,
1971), de tabac (TRAN THANH VAN et al., 1974) et de topinambour
(SPANJERSBERG et GAUTHERET, 1963). Chez cette derniere espece,

un traitement préalable des tissus par un glucide peut mé€me rem-
placer l'exposition de la lumiére. En définitive, les recherches
relatives & l'influence des glucides sur les phénoménes d'orga-
nogenése semblent établir que ces composés ,qu'ils soient endogénes
ou exogénesteuvenE intervenir soit comme source carbonée et

énergétique soit comme agent OSmoﬁiquéﬂ (BROWN et al., 1979),

Dans nos expériences, c'est cependant l'AG3

=3 M) ajouté aux facteurs précédents, qui nous a permis d'obtenir

(10
un grand nombre de racines, 3 l'exclusion de toute formation de
bourgeons., Cette hormone pourrait agir sur la régulation de 1'auxine
endogéne et des composés phénoliques (TRONCHET, 1959). De ce point
de vue, l'un des effets de 1'AG3 2 la lumiére serait d'intervenir
sur l'activité de certaines enzymes ; protéases et hydrolases
notamment (PALEG, 1960). L'exaltation de la rhizogen&se pourrait
alors dépendre d'une stimulation de la voie des pentoses. Néanmoins,
l'action’de 1'acide gibbérellique est fortéoncreve;sée méme si
l'mladmetvqu'il présente généralement un effet inhibiteur sur les

processus d'organogenese
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Le moment d'application semble étre un
facteur essentiel de son efficacité (SIRCAR et CHATERJEE, 1974).
AlnSL sur les tissus de tabac, MURASHIGE (1964) note une réduction
de 1'organogendse lorsque 1! AG3 est présent dans le milieu tout

au long de la culture alors qu'il n'a pas d'effet s'il est apporté
aprés la formation des primordiums. Des résultats similaires ont été

obtenus par SMITH et THORPE (1975) & la suite d'essais sur des fragments
d'hypocotyle de Prunus radiata. 1Ils observent que la formation

des primordiums racinaires sous 1'action de l'auxine se déroule
en trois phases :

. pré-initiation

. initiation

. et post-initiation.
L'AG3 serait inhibiteur lors des phases de pré et post-initiation
et stimulateur durant la phase d'initiation.
Un autre exemple est rapporté par COLEMAN et GREYSON (1977a)sur les
fragments foliaires de tomate. L'AG3 pourrait exercer une inhibition
précoce durant les 48 premidres heures ou une inhibition plus
tardive qui serait associée 3 la régression des primordiums formés
3 partir des cellules du parenchyme cortical. Ces auteurs émettent
alors l'hypothése d'une stimulation de la biosynthése de l'auxine

par 1'AG3.

Cependant, on sait que les fragments foliaires
de tomate accumulené de l'amidon qui est utilisé lors de la formation
des racines ( BONNETTet TORREY, 1965). On peut alors penser que
1'action inhibitrice de l'AG3 sur la rhizogenése de ces tissus
pourrait €tre liée & une hydrolyse de ces réserves au cours des
premiers tades de l'organogenése. Dans le cas du topinambour,
SPANJERSBERG et GAUTHERET (1964) et GAUTHERET (1966) signalent que :
I'AG3 est inactif lorsqu'il est employé seul; ﬁais présente on associa=~
tion avec les auxines un effet variable. ILs observent en effet qu'a
l'obscurité, 1'AG3 renforce les propriétés rhizogénes de 1'ANA alors
qu'ad la lumiére, pour des doses moyennes d'auxines, c'est le phénoméne

inverse qui est observé .
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De maniére similaire, LEROUX (1968) constate
que 1'AG3. seul n'a aucune action sur la pgéoformatiod racinaire
de fragments de pois, A des doses faibles et en présence d'ANA,
son action est influencée par la lumidre alors qu'aux concenthations
élevées son action masque celle de la lumiére et dépend alors du

P

stade de développement du matériel utilisé.

Pour sa part RUCKER (1982) montre que sur
des explantats foliaires de Digitalis purpurea, des doses élevées
d'AG3 sont capables de stimuler ou de réduire la production de raci-
nes en fonction des teneurs en AIA du milieu. Les effets variables
de 1'acide gibbérellique en association avec les auxines et selon
les conditions d'éclairement pourraient &tre attribués 3 une cer-
taine sensibilité 3 la lumiére de ce composé qui selon le cas
permettrait soit de bloquer 3 un stade donné la voie de biosynthése

des auxines soit d'empécher l'utilisation de celles-ci.

Par ailleurs, au cours d'expériences échelonnées
du mois d'octobre au mois d'avril, nous avons noté une variabilité
portant en particulier sur le pourcentage d'explantats capables de
produire des racines et sur ceux susceptibles de fournir un petit
nombre de bourgeons. Les résultats les plus favorables a la
rhizogenése étant obtenus au début de la période de comservation
des racines c'est-ardire au cours des mois d'octobre et de novembre.
Une telle hétérogénéiﬁé- peut s'expliquer par une évolution en
composés au cours de la conservation. On sait en particulier
(RﬁfofORD et JACKSON, 1965) que le stockage des racines de chicorée
4 3t 1°C, provoque en 4 a 8 semaines une dégradation importante

de 1'inuline et des oligosaccharides de poids moléculaire élevé.

Les gibbérellines endogénes évoluent également au
cours de la conservation des racines.féﬁwi JOSEPH et al. (1983) ont
montré que Qiil'Acg n'est pas décelable lorsque lés racines sont
fralchement grrachées, il en apparait ensuite en quantité importante
au cours du stockage au froid. Parallélement les teneurs eq AG, et
AG4 augmentent considérablement (facteur multiplicateur 100) aprés
9 semaines de traitement 3 3° C., La vernalisation de la racine se-
caractérise aussi par une augmentation'enﬁjtbkhﬂné;: (JOSEPH et
PAULET, 1973) et en composés phénoliques (PAULET, 1967 ; PAULET et
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MIALOUNDAMA, 1976). Ces résultats rapprochés de nos observations
semblent indiquer que le traitement au froid provoque dans 1la
racine de Cichorium Intybus 1'accumulation de substances favori-
sant le bourgeonnement et la floraison, mais inhibitrices de la
rhizogenése. De plus ils permettent de penser que lorsque la
quantité de sucres solubles augmente au sein des explantats
racinaires, la capacité rhizogéne diminue. L'hétérogénéité obhservée
pourrait alors s'expliquer par la difficulté de trouver un équilibre
entre les glucides intratissulaires directement assimilables et

le glucose exogeéne pour permettre une expression satisfaisante des

capacités rhizogeénes.

Nos observations rejoignent celles de
SPANJERSBERG et GAUTHERET (1963) sur les variations saisonniéres
du pouvoir rhizogéne des tissus du topinambour. ©es auteurs trouvent
par contre que l'apport de glucose exogéne est moins efficace sur
des tissus prélevés sur des rhizomes fraichement récoltés ou
n'ayant séjourné que quelques jours en chambre froide ; ils pen-
sent que le froid provoque une augmentation de l'efficacité
rhizégéﬁe du glucose ou que le pouvoir rhizogéne des tissus aug-

mente au cours du vieillissement des tissus.
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II - CALLOGENESE

Sur les tissus de Cichorium Intybus, GAUTHERET
' -6
M)

d'ANA bloque complétement le développement des bourgeons et donne

constate cependant qu'une concentration de 0,0001 7 (™ 5,4.10

naissance 3 des cals énormes qui portent encore quelques racines.

Des travaux ultérieurs (1947, 1959) lui permettent de montrer que
l'inhibition de l'organogenége dépend de la nature et de la concen-
tration de l'auxine utilisée, ainsi que de l'orientation des fragments
sur le milieu de culture. Des observations du méme ordre sont rap-
portées par GWOZDZ et SZWEYKOWSKA (1967) et NAKANISHI (1979) qui notent
qu'une intense prolifération cellulaire n'a lieu qu'a la suite de
l'inhibition totale de l'organogenése par des concentrations auxini-

ques élevées.

Les explantats employés dans les travaux précédents
présentent cependant, en raison de leur taille (d'environ 6 mm de ¢
et 1 cm de longueur), l'inconvénient de contenir d'importantes

réserves nutritives.

Dans nos propres essais avec de petits explantats
racinaires (6 mm de diamétre et 2 mm d'épaisseur), nous avons noté
qu'en présence d'ANA & 5.10 -SM, on obtient une callogénése importante
sans aucune manifestation organogéne apparente. Au sein des cals
néoformés, on observe cependant la présence de zones méristématiques
en attente et qui n'évoluent pas,méme aprés 30 jours de culture.

Le nombre de ces massifs méristématiques peut-@tre fortement réduit
par l'adjonction de kinétine a la concentration de 10 -7M alors que,
la prolifération cellulaire est exaltée par la présence d'hydrolysat de
caséine et des vitamines. L'hydrolysat de caséine est composé d'un
mélange d'acides aminés dont les propriétés callcgénes ont déja été
mises en évidence, en particulier sur les embryons de Cichorium
endivia (VASIL et HILDEBRANT, 1966) . Nos résultats confirment que les
tissus de chicorée sont capables d'utiliser 1'azote organique. De
Plus,les vitamines augmentent notablement les effets de ce composé.
On savait d'ailleurs déji que beaucoup de tissus végétaux cultivés

in vitro nécessitaient la présence de vitamines (GAUTHERET, 1959).

La thiamine (B1) est indispensable, alors que les besoins en d'autres
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vitamines varient selon les espéces (GAUTHERET, 1959). Le composé

qui lui est le plus souvent associé est le mésodinositol dont l'effet
sur la prolifération cellulaire a été signalé par exemple avec les
tissus de moelle de tabac (LINSMAIER et SKOOG, 1965), d'asperge
(HUNAULT, 1979) et les suspensions cellulaires de riz (OHIRA et coll.,
1973). Nous avons donec choisi pour induire la prolifération cellulaire,

un milieu de culture renfermant de 1'ANA ( 5.10 =3

M), de la kinétine

(10 -7M), de 1l'hydrolysat de caséine (1g/l) et les Vitamines'préconi-
sées par MURASHIGE & SKOOG (1962) (thiamine (B1), pyridoxine (B6)

et acide nicotinique)plus de 1a biotine, de l'inositol et de l'acide

folique (cf Matériel & méthodes).

Dans ces conditions, si un apport de glucides
provoque l'augmentation du poids de matiére séche, il exerce aussi une
certaine toxicité qui se traduit par un brunissement des explantats ,
qu{ est d'autant plus prononcé que les doses sont plus élevées. Oc,
on sait que ces tissus possédent d'importantes réserves glucidiques
(12 7 du poids de matiére séche) sous forme de fructosanes de degrés
de - polymérisation variés (84 % des glucides totaux), de saccharose (1 %), .
de fructose (4,5 %) et de glucose (0,5 Z) (BACKOULA, 1983). Il semble
donc que les glucides endogénes (inuline et produits d'hydrolyse)
suffisent au métabolisme des petits explantats et qu'une addition
supplémentaire, bien que participanta 1'augmentation pondérale est
en fait préjudiciable aux cultures. Les phénoménes de toxicité seraient
encore accentués par la présence de régulateurs de croissance (auxines)
3 des doses élevées qui, en agissant sur la perméabilité cellulaire
accentueraient la pénétration intratissulaire des glucides exogénes.
Une telle observation a d'ailleurs déja été réalisée en présence
de 2,4-D pour les cals d'oxalis (SUNDERLAND et WELLS, 1968) et en
présence d'AIA dans le cas des tissus de Cichorium Intybus (SOBCZYK
et SZWEYKOWSKA, 1973) et de Datura <innoxtia (BROSSARD-CHRIQUI et
ISKANDER, 1980).

Les composés auxiniques employés & doses élevées
doivent par ailleurs provoquer une intense activité catabolique des
tissus. Ainsi GORDON et FLOOD (1979) ont pu montrer que le traitement

-5
des tissus de racine de chicorée par du 2,4-D a 10 M, provoque une
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importante entrée d'eau et une intense hydrolyse de 1'inuline en fruc-
tosanes de faible poids  moléculaire et en sucres réducteurs libres.
Pénétration accrue et ﬁydrolyse accélérée des réserves pourraient
expyiquer les phénoméneé de toxocité observés. SOBCZYK et SZWEYKOWSKA
(1973) constatent par contre que sur des explantats racinaires

(6 mm de § et 1 cm d'épaisseur) de Cichorium Intybus var. sativum, cVv
Polanowicka , le saccharose stimule la callogenese jusqu'ad la dose de

9 % qui s'avére optimale. Les tissus sont alors compacts et jaunidtres ;

l'analyse au microscope électronique revéle une forte vacuolisation
des cellules parenchymateuses dont les plastes regorgent de grains
de polyéaccharides.Le brunissement n'apparait alors que pour des
concentrations de glucides plus importantes. Les différences ainsi
constatées par rapport 3 nos propres résultats s'expliquent vraisem-
blablement par les dimensions plus réduites des explantats que nous
avons utilisés et qui sont de ce fait plus sensibles aux substances

exogénes et en particulier aux glucides.

Ces résultats ont été obtenus sur un milieu nutri-
tif solidifié par la gélose a3 7 Z,. Si la concentration de gélose est
plus faible ou plus forte, la croissance des explantats est nettement
moins bonne. L'effet exercé par la nature du support a déja été
signalé par un certain nombre de chercheurs. Ainsi, HELLER (1953)
montre que la présense d'une faible couche de liquide entre la colonie
tissulaire et la gélose annule la stimulation observée en présence
du milieu gélosé, et qu'inversement, une pellicule de gélose inter-
posée entre les tissus et la solution liquide, améliore la prolifé-
ration. L'état physique du milieu peut méme conditionner des phénoménes
tels que l'induction florale. RANCILLAC (1973) a en effet montré que
des explantats de (ichorium Intybus cultivés sur un milieu aqueux
forment des bourgeons dont les 2/3 restent végétatifs. Par contre,
des explantats placés sur des milieux solidifiés par la gélose
forment tous, dans les mé@mes conditions, des boutons inflorescentiels.
Le potentiel hydrique des milieux de culture semble donc jouer un
rdle important. La substition d'autres supports a la gélose

permet de montrer que c'est bien 1'état physique, solide ou liquide,
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du support qui est responsable (MARGARA et Coll., 1968). En outre
ces mémes auteurs en observant des différences dans la composition
en acides aminés de fragmenté racinaires de CZchorium Intybus,
cultivés soit sur un milieu liquide soit sur un milieu solide, sug-
"gérent que le support pourrait jouer un rdle dans les échanges entre
les substances intratiséulaires et celles contenues: dans le milieu.

On peut également rappeler leé résultats obtenus par GAS et Coll.
(1971) avec des tubercules de topinambour. La rhizogenése n'est
obtenue habituellement qu'en présence d'une auxine (GAUTHERET, 1961-
1965); lorsque 1les cultures sont placées sur un biogel de type poly-

acrylamide, la rhizogenése devient possible en absence d'auxine.

La présence d'AG, permet d'obtenir une importante

callogenése sur les explantats raciniires de Cichorium Intybus

et les cals sont alors trés chlorophylliens. Il semble cependant

que l'acide gibbérellique a lui seul n'ait pas d'effet notable sur

la prolifération, mais amplifie les propriétés callogénes de 1l'auxine
et de la cytokinine., Ainsi il renforce l'action de 1'ANA sur la
croissance des tissus de topinambour (SPANJERSBERG et GAUTHERET, 1964)
et celle de la kinétine dans le cas des tissus medullaires de tabac

(NITSCH, 1968)., L'action stimulante de 1'AG3 sur la prolifération
cellulaire pourrait provenir : d'une synthése accrue d'auxine

(COLEMAN et GREYSON, 1977b), de la forﬁation des composés phénoliques
(PAULET et NITSCH, 1%63), d'une stimulation de 1'activité de certai-
nes enzymes (CHRISPEELS et VARNER, 1967); d'un rSle sur la perméabili-
té cellulaire en augmentant le flux de glucose, de saccharose et
d'ions 3 travers les membranes (WOOD and PALEG, 1972) et sur 1l'acti~-
vité osmotique en diminuant le potentiel hydrique (ENDE and KOORNNEEF,
1960 ; STUART and JONES, 197?).

Toutefois,dans nos conditions expérimentales,

3 quil stimule la callogendse des tissus racinaires de Cichorium

Intybus favorise également 1l'apparition de zomes méristématiques qui

1'AG

se signalent extérieurement sous forme de nodules de couleur vert-clair.
Cela est d'ailleurs en accord avec les constatations de GAUTHERET
(1966) sur des cultures de tissus de topinambour et de carotte ol

] .
1 AG3 augmente la formation des nodules cribrovasculaires.
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. . R .
Pour ces raisons, nous avons du renoncer a

l'utilisation de cette substance ainsi d'ailleurs qu'acelle du lait

de coco qui stimule fortement la callogenése, mais présente les mémes

inconvénients et favorise les phénoménes de différenciation.

. Les résultats observés différent en fonction du
lieu de prélévement des explants le long de la racine mais aussi
suivant la nature des tissus ensemencés. Nous avons pu montrer que
ce sont les explantats issus de la région médiane qui présentent la
meilleure croissance, cette variabilité de la callogenése des fragments ‘
selon leur localisa;ion, corrobore l'existence 1le long de la racine,
d'un gradient de distribution des substances hormonales (CAMUS, 1949 ;
WARMKE et WARMKE, 1950 ; VARDJAN et NITSCH, 1961). Les cytokinines
sont plus abondantes dans la région proche du collet, alors que les
auxines sont abondantes & la pointe de la racine. De ce point de vue, ,
il ne semble pas que les différences observées dans la composition en
glucides des différentes parties de la plante soient suffisamment
importantes pour jouer un rdle déterminant (BACKOULA, 1983). Les
capacités de prolifération et d'organogenése étant sous la dépendance
de facteurs stimulants ou inhibiteurs, exogénes ou endogénes, il faut
alors admettre que ce sont les explantats de la partie médiane de
la racine qui sont les plus aptes 3 proliférer. Cette capacité ne
s'expliquant actuellement que par un équilibre intratissulaire déter-
miné en substances parmi lesquelles, les auxines et les cytokinines
exerceraient un rdle important. Ce sont d'autre part, les cellules
cambiales qui ont montré une croissance tres supérieure. Ce résultat
rappelle les observations déja anciennes de BUVAT (1948) sur l'antago-
nisme entre la prolifération et la différenciation cellulaire des
fragments racinaires de Cichortum Endivia. Cet auteur rapporte que
tous les types cellulaires n'ont pas la méme capacité a se différencier
et 3 proliférer, La différenciation passe d'abord par l'acquisition
d'un état méristématique secondaire olu les cellules peuvent s'organiser
en zones génératrices néoformées. Certaines .d'entr’elles peuvent méme
parvenir 3 un stade méristématique primaire et donner naissance 3 des
points végétatifs. De la méme manidre, 1l'observation histologique
réalisée par RANCILLAC (1973) sur les tissus racinaires de Cichorium

Intybus montre, que la meilleure croissance est cbservée a partir des



cellules les moins différenciées, caractérisées en particulier par
1'aspect juvénile de leurs mitochondries et qui sont localisées dans

la zone cambiale.

S'il n'est donc pas surprenant que ce soit les
explantats contenant la zone cambiale qui proliférent le mieux,nos
résultats montrent également que les fragments renfermant uniquement

du phloeme se developpent mieux que ceux provenant du xyléme. Ce

comportement semble avoir pour origine 1a présence, au sein du
phloéme, de laticiféres qui possédent le pouvoir de proliférer
intensément (BUVAT, 1944-1945) mais aussi,des réserves en inuline

dissoute dans le suc vacuolaire des cellules du phloéme secondaire
(RANCILLAC, 1973).

Parallélement,nous avions cherché a induire 1la
callogenése sur divers tissus,prélevés sur de jeunes plantules
cultivées aseptiquement. Seules les racines ont donné des cals
volumineux sans organes apparents. Ce comportement découle vraisem-
blablement du fait que le milieu de prolifération utilisé, a été mis
au point pour des tissus racinaires et qu'il n'était pas fatalement
adapté & d'autres tissus. C'est ce que suggére d'ailleurs les
travaux d'un certain nombre de chercheurs (VASIL et HILDEBRANDT, 1966
FUKAMI et HILDEBRANT, 1967) qui ont étudié la croissance et la
nutrition de cals issus de racine de carotte, d'embryons de chicorée,
de pétiole et de tige de laitue, de pétiole de persil et d'épinard.
Ils observent en particulier que des apports de composés tels que le
lait de coco, l'extrait de levure et l'hydrolysat de caséine de méme
que l'addition de vitamines, d'éléments minéraux ou d'hormones, pro-
voquaient des réponses variables selon les tissus utilisés. De plus,
ils notent que 1l'intensité et la qualité de la lumidre pouvaient
exercer une action marquée sur la croissance, puisque les tissus de
carotte par exemple exigent des énergies lumineuses importantes pour
proliférer alors que la prolifération des cals issus d'embryons de
Cichorium Endivia est nettement inhibée dans ces conditions. Par
ailleurs d'autres auteurs rapportent la possibilité d'initier la
callogénése de tissus de Cichorium Intybus sur des fragments de
feuilles étiolées (VASSEUR, 1978), voire de couches minces
de cellules épidermiques (LIEBERT et TRAN THANH VAN, 1972).

“e



L'observation histologique des explantats placés
sur le "milieu cal" met en évidence l'apparition des premiéres
divisions cellulaires aux environs de la 15e heure de cultures. On
assiste au cours de la 2e semaine 3 une intense néoformation de
trachéides suivie de la formation d'amas de cellules méristématiques
entre la 3e et la 4e semaine (22e jour) qui d'ailleurs ne se dévelop-
pent pas, car aucun organe n'apparait 3 la surface des explantats
méme aprés 30 a3 40 jours de culture, Cependant, en procédant A
des transferts d'explantats sur des milieux induisant la formation
soit de racines soit de bourgeons, il est possible d'orienter 2
volonté la différenciation organogene- de ces tissus. Trois facteurs
semblent jouer un rdle déterminant

~ les régulateurs de croissance : auxines et cytokinines

- les glucides

- la durée de séjour sur le "milieu cal” initial.
Par rapport au milieu initial (ANA 5.10 -SM), la formation d'organes
nécessite de diminuer la teneur en auxine des milieux de culture mais
de maniére plus spécifique, la rhizogenése exige la présence de

glucides et le bourgeonnement celle des cytokinines.

La posssibilité d'effectuer des changements nous

a permis de préciser 1l'évolution des potentialités cellulaires. Le
temps de contact avic le milieu initial joue un rdle important en
particulier, lorsqu'il s'agit d'induire des bourgeons. On observe

en effet que c'est au cours de la 3e semaine de culture qu'une étape
importante est franchie puisque avant, on obtient uniquement des
bourgeons alors qu'aprés, on obtient dans les mémes conditions,simul-
tanément des bourgeons et des racines. Or sur le milieu initial,
c'est précisément vers le 22e jour de culture que 1'on observe les
premiers méristdmes et on peut alors penser qu'ils seraient déja
orientés vers la voie racinaire. Pour obtenir uniquement des bourgeons
il faut donc effectuer le transfert des explantats sur un milieu

adéquat avant la 3e semaine de culture.

D'autres essais de transfert réalisés cependant
avec des milieux différents corroborent ces observations. Des résultats
analogues ont été obtenus par MARGARA et PIOLLAT (1982) dans le cas
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de pétales de Begonia rex.” En effet, ils observent que l'organogenise
.in vitro peut &@tre orientée vers la production abondante de racines,
de bourgeons végétatifs ou de pétales en utilisant dans les trois

cas un méme milieu initial contenant du 2,4-D (10 -SM) et une
cytokinine, puis en transférant au bout de 12 jours, les cultures, sur
un second milieu dont on fait varier la composition minérale et gluci-

dique.

L'étude de la nutrition minérale fait ressortir
que la concentration ionique totale parait optimale au voisinage de
100 meq/l. Néanmoins, elle ne suffit paé 4 elle seule & expliquer
les effets différents des diverses solutions, puisque les éléments
minéraux préconisés par ERIKSSON (1965) (concentration globale de
90 meq/l) provoquent une prolifération cellulaire nettement inférieure
24 celle observée en présence de la solution minérale de HELLER (1953
(42 meq/1l). Les effets les plus marquants semblent résider dans la
nature et la proportion des éléments minéraux qui les composent,
La solution minérale de MURASHIGE & SKOOG (1962) semble la plus

favorable & la prolifération des tissus de Cichorium Intybus.

Cependant 1l'ion NHZ provoque une forte inhibition
de la croissance méme a des teneurs aussi faibles que 10 meq/l. Son
absence dans des solutions telles que celles de HELLER, de MARGARA et
de LESCURE pourrait expliquer en partie l'efficacité de ces milieux.
L'inhibition de la prolifération cellulaire par l'ion NHZ pourrait
avoir pour origine l'acidification rapide du milieu nutritif (BAYLEY
et Coll.,, 1972 ; BRASSART et Coll.,1978)puisqu’en maintenant le pH
initial des cultures cellulaires par une solution tampon (M.E.S.) ou
par une correction régulidre 3 1'aide d'une solution alcaline, la
croissance n'est plus modifiée. L'inhibition porterait peut-&tre sur
le systdme enzymatique faisant intervenir la glutamine synthétase
et la glutamine synthase qui catalysent respectivement la transfor-

mation du NHZ et de la glutamine en acide glutamique.

Les nitrates dans la gamme des concentrations
utilisées ne favorisent pas la croissance des explantats ; ce qui
suggére qu'ils peuvent €tre supprimés des milieux de culture ou que

leur teneur peut €tre nettement réduite.
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Dans nos conditions expérimentales, lorsque les
formes d'azote nitrique et ammoniacale sont associées, c'est l'action

inhibitrice de 1'ion NHZ qui prédomine.

Cependant, 1l'apport d'azote sous forme de nitrates
est indispensable 3 l'initiation florale <7 vitro de tissus raci-
naires de Cichorium Intybus (MARGARA et Coll, 1966). Il faut toutefois
prendre en considération les doses de glﬁcides utilisées (rapport C/N)
puisqu'en ce qui concerne le pourcentage d'explantats ayant produit
des boutons inflorescentiels complétement développés, l'optimum
obtenu en présence de NOS croit a mesure qﬁe la dose de saccharose

augmente,

De plus, les phosphates (HZPOZ) ne doivent &tre
apportés qu'a doses trés faibles (de l'ordre de 1 meq/l) comme c'est
d'ailleurs le cas pour les solutions de MURASHIGE & SKOOG (1962)
(1,25 meq/1), de HELLER (1953) (0,90 meq/l) et de GAMBORG (1968)
(1,10 meq/l1). Ce résultat différe de celui obtenu par GWOZDZ et
SZWEYKOWSKA (1969) a partir de fragments racinaires de Cichorium
Intybus var. sativum cv. Polanowicka, qui constatent une stimulation
de la prolifération cellulaire pour des teneurs plus élevées en
phosphate. Les dimensions des explantats (6 mm @ et 1 cm d'épaisseur)

/
ainsi que le facteur varietal pourraient expliquer ces résultats,

' Enfin, nos essais montrent que les concentrations

en K* et ca*? des solutions minérales éprouvées sont trés inférieures
aux besoins des tissus de la chicorée Witloof. Un tel résultat

avait déj3 été signalé par MARGARA et Coll. (1966) sur les tissus -
racinaires de la méme espéce. Le bourgeonnement inflorescentiel
nécessitant d'augmenter les teneurs en k" et ca‘t.

Nos observations nous ont donc conduit a
employer la solution de MURASHIGE et SKOOG (1962) privée de ses
éléments azotés minéraux et dont les teneurs en calcium et en
potassium sont respectivement triplées (18 meq/l au lieu de 6 meq/l)

et doublées (40 meq/l au lieu de 20 meq/l).
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IITI - COLONIES TISSULAIRES

Nous avons pu.montrer qu'il était possible
d'induire les divisions cellulaires sans qu'elles soient suivies
d'un programme organogéne. La prolifération des cals peut &€tre
maintenue par repiquages successifs et fournit des colonies tissu-
laires d'aspect friable, constituées d'aggrégats de nodules sphériques,
de diamétre variable,se séparant assez facilement. Le milieu qui a
été utilisé pour cela comprend les éléments minéraux de la solution
de MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnée d’. ANA 10 °M, de 2,4-D
10 -7M,-de kinétine a 10 -7M, de vitamines, d'hydrolysat de caséine
et de saccharose 1 Z. Cependant lors des repiquages ultérieurs, il est
apparu que les tissus présentaient des besoins moindres en substances

-6

auxiniques (ANA 5.10 M au liev 47 ANA 10 -SM) pour proliférer active-

ment.

D'autre part, le transfert des cals primaires doit
intervenir aux environs du 12 e jour de culture et les colonies tissu-
laires ainsi obtenues peuvent @tre entretenues indéfiniment en con-

servant leurs capacités prolifératrices.

Le maintien des tissus sous forme de cal nécessite
toutefois, la présence constante d'auxines (ANA et 2,4-D), car
1'appauvrissement du milieu en hormones se traduit rapidement par la

réorganisation des points végétatifs et leur évolution en organes.

L'étude de la nutrition carbonée des souches
installées montre queycomme pour nombre de tissus végétaux
(HUNAULT, 1979), le saccharose et le glucose sont les glucides les
plus favorables & la croissance des tissus. Les disagcharides
(le maltose et le lactose) et les trisaccharides (le raffinose)

permettent cependant la croissance des colonies.

Il s'avire également que la nutrition azotée des
colonies tissulaires ne différe pas de celle des cultures primaires,
Ainsi, elles peuvent proliférer en l'absence de toute source azotée
minérale dans le milieu de culture en utilisant uniquement de
l'hydrolysat de caséine. Un tel comportement suggére la présence au
sein des tissus d'enzymes capables de réduire les composés organiques

3 . . o I4 > ) : :
en particulier les acides aminés en élements directement assimilables
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par les cellules. Nos résultats confirment ceux de CREPY et Coll.
(1982).

L'étude histologique des colonies tissulaires
permet de mettre en évidence la présence de massifs de cellules

méristématiques et de zones ol la densité des trachéides est importan-
te. Or, la présence d'éléments vasculaires est souvent associée aux

phénoménes d'organogenése, et les cellules du xyléme peuvent induire
des cellules voisines & se différencier en tissus vasculaires (CAMUS,
1949 ; WETMORE et SOROKIN, 1955). Au sein des colonies tissulaires,

la présence d'élements vasculaires peut modifier 1'évolution des
colonies. Des gradients de substances de croissance peuvent s'établir
rapidement autour de la cellule vasculaire et induire la division

des cellules voisines (DAVIDSON et Coll., 1976). Un groupe de cellules
peut alors étre soumis 3 un stress mécanique (YEOMAN et BROWN, 1971)
qui provoque la formation d'une structure nodulaire, cyclique, compo-
sée de petites cellules non vacuolisées et ressemblant a un primordium
(GAUTHERET, 1966).De telles structures se développent ensuite

en racines ou en bourgeons en fonction des conditions particuliéres

d'environnement,

Finalement, nous avons pu réaliser la formation
de plantes par des transferts de colonies sur deux milieux successifs,
1'un inducteur de bourgeons, le second favorable 4 l'enracinement.
Les plantes néoformées présentent des feuilles et des racines dont
la morphologie est identique & celle de plantes provenant de graines.
Il est certain que le passage par une phase indifférenciée que consti-
tue le cal introduit une possibilité de variabilité. Ainsi CAFFARO et
Coll. (1982) ont pu montrer que les cals formés sur des explantats
racinaires de Cichorium Intybus cultivés sur un milieu ne comprenant
que les élements minéraux de la solution de HELLER, des vitamines
et du glucose, présentent fréquemment des phénoménes de fragmentation
nucléaire (amitoses) ,é l'origine de cellules binuclées ou plus
rarement multinuclées. Les bourgeons formés & partir de ces cals
montrent alors une mosalIque de nombre chromosomique (diploides et
aneuploides) alors que les méristémes racinaires provenant essentiel-
lement des tissus initiaux de l'explantat sont pour la plupart

diploides.
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De plus, il est probable que la présence
d'hormones de croissance dans les milieux de culture, comme clest
le cas dans nos conditions expérimentales pour induire une calloge-
nése importante, dcit encore accentﬁer les possibilités de variabi-

1ité chromosomique.

. Notre travail a montré que le systéme constitué
par les petits explantats racinaires de Cichorium Intybus pouvait &tre
utilisé pour orienter 2 volonté 1l'organogenése ou contrdler la
prolifération cellulaire en dépit des capacités naturelles de ces
tissus &4 former des bourgeons.

L'obtention d'une suspension cellulaire
semble désormais possible. Il faudrait préciser la composition du
milieu liquide. L'effet défavorable de 1'azote minéral ainsi que
l'extréme sensibilité aux sucres exogénes suggérentque le rapport

C/N pourrait jouer un rdle important.
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P L ANCHE I

CULTURE IN VITRO DE FRAGMENTS RACINAIRES DE CICHORIUM INTYBUS L.

Photo 1

Photo 2

A

Explantats (6 mm de diamétre, 2 mm d'épaisseur) avant
leur ensemencement (A) et aprés 30 jours de culture (B)
sur un milieu renfermant la solution minérale de HELLER

additionnée d'ANA 10 ’6M, de Kin 10 ~m, d'AG, 10 "M et
de glucose 1 Z.

Induction de la callogenése sur un milieu renfermant 1la
solution minérale de MURASHIGE & SKOOG additionnée
d"ANA 5 10 ~°M, de Kin 10 ’

de caséine, pendant 30 jours,

Induction de la rhizogendse sur un milieu renfermant la
L . P d . . I / -
solution minérale de HELLER additionnée d ANA 10 6M,

de Kin 10 ~’u, d'AG, 10 3

3 M et de glucose 1 Z/pendant

30 jours,

M, de vitamines et d'hydrolysat
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PLANCHE II

ETUDES HISTOLOGIQUES AU COURS DE LA CULTURE IN VITRO DES TISSUS
DE CICHORIUM INTYBUS L.

Photo | et 2 : Observation des premiéres divisions cellulaires au

Photo 3 et 4

sein du phloéme aprés 15 heures de culture (grossis-

sement : environ 700 fois ; coloration : feulgen).

Amas de cellules méristématiques néoformées au contact
des trachéides aprés 30 jours de culture (grossisse-
ment : environ 700 fois ; coloration : safranine = fast

green) .

Les fragments racinaires sont cultivés sur un milieu renfermant la

solution minérale ds MURASHIGE & SKOOG additionnée d'ANA 5 10

5M, de

-7 . . .
M, de vitamines et d'hydrolysat de caséine.






PLANCHE ITL

ASPECTS HISTOLOGIQUES DES COLONIES TISSULAIRES APRES 30 JOURS
DE CULTURE.

Photo 1 Trachéides néoformés en nappes.,

(grossissement : environ 700 fois ; coloration : feulgen)

Photo 2 : Trachéides néoformés en nodules.

(grossissement : environ 700 fois ; coloration : feulgen).

Photo 3 Présence d'amas de cellules méristématiques au sein des

tissus. (grossissement : environ 150 fois ; coloration :

feulgen).

Les colonies sont entretenues sur un milieu renfermant la solution
minérale de MURASHIGE & SKOOG additionnée d'ANA 5 10 -SM, de Kin
10 -/M, de 2,4-D 10 -7M,.de vitamines, d'hydrolysat de caséine et

de saccharose 1 g,

Photo 4 : Primordium racinaire dans les colonies tissulaires
30 jours aprés leur transfert sur un "milieu
inducteur" (MURASHIGE & SKOOG + ANA 10 -6M + Kin
10 -7M + saccharose 1 7)., (grossissement : environ

150 fois ; coloration : feulgen).
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PLANCHE Iv

CULTURE D'ORGANES DE PLANTULE ISSUE DE GERMINATION ASEPTIQUE

Photo 1 : Germination de graines de Cichorium Intybus L. a la

lumiére (a) et 34 l'obscurité (b)., (durée 15 jours).

Le milieu de germination renferme la solution minérale de HELLER

+(Fe - Na,~ EDTA) additionné de glucose 1 7.

Photo 2 : Culture de rosettes de feuilles aprés 30 jours sur un
milieu de prolifération renfermant la solution minérale

de MURASHIGE & SKOOG additionnée d'ANA 10 -SM, de Kin
10 -7M, de 2,4-D 10 -7m, de vitamines, d'hydrolysat de

caséine et de saccharose 1 2.

Photo 3 : Racine de plantule au moment de l'ensemencement (a) et
aprés 30 jours de culture (b) sur un milieu de proliféra-
tion (MURASHIGE & SKOOG + ANA 10 ~°M + Kin 10 ~ /M +
2,4-D 10 -7M + vitamines + hydrolysat de caséine +

saccharose 1 2).
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PLANCHE \'

TRANSFERT DES COLONIES TISSULAIRES SUR DES MILIEUX INDUCTEURS
DE BOURGEONS OU DE RACINES

Photo 1

Photo 2

Les colonies tissulaires (b) transférées sur un milieu
contenantvla solution minérale de MURASHIGE & SKOOG
additionnée d'ANA 10 -6M, de Kin 10 -7M et de saccharose
1 Z produisent aprés 30 jours de culture de nombreuses

racines (a).

Les colonies tissulaires (b) transférées sur un milieu
contenant la solution minérale de MURASHIGE & SKOOG
additionnée de BAP 10 -6M et de saccharose 1 % produisent

aprés 30 jours de nombreux bourgeons (a).






PLANCHE VI

Apparition de racines & 1la base de bourgeons (b) repiqués sur
un milieu contenant la solution minérale de MURASHIGE & SKOOG
additionnée d'ANA 10 ~°M, de Kin 10 ~’
Ces bourgeons proviennent des colonies tissulaires cultivées sur

un milieu induisant leur apparition (MURASHIGE & SKOOG + BAP 10 _6M

+ saccharose 1 2).

M et de sacchardse 1 X.
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RESUME ‘ i (y

De netits evolantats tac'fa'rﬁ‘ (6 mm de aaamé
2 a 6 mm d'épaisseur) do Liehorium Latybus manitfestent une g*andc
sensibilité aux facteurs nutritifs et d'environnement. En bl T s
in vitro, il est poscible d'orienter d volonté ces tissus soif: i
vers la ca‘logene°c uniigquement soit wvers la formation de beutrgesus
ou de racines.: :

Si les bourgeons végétatifs se forment esseatiel-
lement, sans apport de  substances particulieres dans les milizux
Je cul*nray la' production de racipnes n'est pessible nue 81 les
explantats cultivés en présence de la solutinn minerale <e HELLER, ont
une taille suffisante (6bmm dfépaisseur) et B¥=ssa siene dlta apport
convenablement equ1L1nre en glucide (glucose Pl g TR B @5r LA RO O
et CYLOklnan (@ M) La lumidre et l'arite withercldiaue
fhmj 1973M) sort par a&Llaurs capsahles de promouiveir la dormation de
ces organes.,

L'induction de 1la callogenése sur des fragments

Trewle epalsseur (2 mm) est essentiellement conditionnée par la
ne~ i'auxine a_forte concentration (ANA 5.107 5S4 associde &

Jdetlne Cres 7M), 4 des vitamines .ei a de 1 uydrolyeat de
éine, Les glucides exozines sont par contre toxiques., n'utilisa-
n.de la solution minédriale de MURASHIGE a2t SX40C privie de ses
ments azotés minéraux et envichie ep Ca®’ sv'”" permet c'améliorer
ntensité de la callogendse. ‘
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Leg cals primaires indifférenciés , transférés
st des milieux inducteurs peuvent produire a volonté des racines ou
des bourgeons. De plus, par des transferts successifs sur des
milieux adéquats, i % a été possiblyv « cbtenir une colonie tissulatcn
exempte de menifestation organogene. Cette colonie agde d'un an, esrt

encore capable de produire des organes vdgétatifs.

\ : Ces résultats permetteat maintenant de preoposer
ces petits explantats racinaires comme mone]e dans l'analyse des
processus de la différenciation organogéne.

e AT G A BO St e m Proliferation celluiaire =
organogenése - nutrition minérale et organique. |
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