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LA CULTURE DES TISSUS VEGETAUX

PAR

A. GIIILLIEKMOIVD i
(suite et fin)

V. Cultures des tissus peu differencies de tubercules.

Les tissus peu differencies des tubercules, tels celui de Carotte,
ont fourni d'ailleurs la preuve incontestable que ceux-ci, cul-
tives dans des milieux appropries, peuvent se multiplier inde-
finiment. Reprenant les travaux de Nobecourt, qui le premier,
en 1937, a obtenu la culture des tissus du tubercule de Carotte,
Gautheret a reussi, en effet, ä cultiver ceux-ci depuis quatre
ans et demi par repiquages successifs. Une tranche de carotte,
placee dans un milieu approprie,serecouvre au bout de quelques
jours dans la partie au contact de l'air d'une mousse blanchätre
constitute par des cellules migratrices (pseudothalles) associees

en ills ramifies et semblables ä Celles que 1'on observe dans les

cultures de cambium. Par la suite, le tissu cambial de Carotte
prolifere et constitue un bourrelet circulaire; les parenchymes
ligneux et liberiens se developpent egalement en mamelons
Continus ou separes, produisant de petites protuberances. Par-

fois, enfin, il se forme de rares radicelles dont la production
cesse bientot et qui resultent du developpement d'ebauches de

radicelles formees dans le cambium avant la mise en culture.
Le tissu neoforme presente ä l'exterieur des cellules migra-

1 Conference faite ä la Societe de Physique et d'Histoire naturelle
de Geneve, le 21 mai 1942.
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trices et la region interne est oecupee par un parenchyme
homogene au sein duquel se diflerencie une assise generatrice;
celle-ci produit vers Texterieur un parenchyme liberien et vers
l'interieur un parenchyme ligneux, dont toutes les cellules
demeurent isodiametriques, mais, au sein du parenchyme
ligneux, on voit certains elements dont la paroi possede des

elements lignifies, formant ainsi des cellules ligneuses restant
Vivantes et analogues ä Celles que l'on rencontre dans les

vieilles cultures de cambium: elles correspondent ä des ebauches
de vaisseaux qui n'arrivent pas ä complet developpement.

Un fait interessant, mis en evidence par les recherches de

Gautheret, est que les tranches de Carotte ont une polarite
remarquable. Les neo-formations ne se produisent, en effet,

que sur la face apicale, c'est-ä-dire celle qui serait tournee vers
le sol si la tranche faisait encore partie du tubercule entier.
Le developpement de Lautre face se borne ä la production de

cellules migratrices et de petits mamelons; ce developpement
peut etre augmente sous Taction de l'hetero-auxine, mais il
n'est jamais aussi abondant que sur l'autre cote et il ne s'agit
pas la d'une inversion de la polarite.

Cette polarite s'observe meme sur de petits fragments et sur
l'assise generatrice isolee. Les experiences tres precises de

Gautheret ont montre qu'elle est independante des conditions
externes et de la pesanteur, mais semble etre la consequence
de la circulation de l'hetero-auxine (acide indol-butyrique) que
renferme normalement le tubercule de Carotte et qui circule
dans le sens « feuille-racine » pour s'accumuler ä la face apicale.
Cette polarite s'attenue d'ailleurs progressivement au cours des

repiquages et finit par disparaitre completement.
Gautheret a cultive egalement des fragments de rhizomes de

diverses Composees (Topinambour, Endives, Salsifis, Scorso-

nere), Cruciferes (Chou-navet, Chou-rave) et Ombelliferes
(Celeri-rave). Le debut de la croissance se manifeste encore le

plus souvent par la production de pseudothalles ä la surface
du fragment mis en culture. Toutefois, cela n'est pas general
et ne se produit pas pour TEndive et la Scorsonere, dont la
surface reste toujours lisse. Ensuite, la zone generatrice proli-
fere et donne un bourrelet circulaire avec des protuberances
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isolees, formees par croissance des parenchymes ligneux et
liberien. Le developpement montre toujours une polarite
comrne dans le tubercule de Carotte. Les tissus de l'Endive
se comportent cependant differemment, car ils produisent, en

meme temps, des bourgeons qui evoluent tres vite en tiges
feuillees. L'emploi d'hetero-auxines ä faible dose, et surtout
d'acide naphtvl-acetique, plus actif que l'acide indol-acetique,
en activant la multiplication de 1'assise generatrice, amene peu ä

peu ä l'obtention d'un tissu indifferencie qui ne forme plus de

bourgeon et se multiplie indefiniment par repiquage. Par le

meme procede, on obtient des cultures ä multiplication illimitee
des autres tubercules.

Ainsi, les tissus peu differencies des tubercules et rhizomes
cultives dans des milieux favorables peuvent, comme les tissus

cambiaux, se multiplier d'une maniere illimitee.
Apres un certain nombre de repiquages, la culture de ces

tissus de tubercules et de rhizomes, de meme que celle des

tissus cambiaux des arbres, offre un aspect special qui ne permet
plus de reconnaitre son origine. Les fragments s'arrondissent
en forme de lentilles dont la surface se recouvre ordinairement
de protuberances de tailles variables. Les cultures presentent
alors des cellules isodiametriques sans aucune differentiation
avec quelques fragments d'assises generatrices (assise genera-
trice diffuse) autour desquels la multiplication est plus active.
En outre, la croissance devient plus rapide au bout d'un certain
nombre de repiquages. Ce n'est que lorsque la limite du temps
ou la culture doit etre repiquee (60 jours environ) se trouve
depassee, que la croissance se ralentit et que l'on voit apparaitre
des cellules ligneuses (ebauches de vaisseaux).

VI. Mesure de la croissance des tissus cultives.

On pourrait ä la rigueur attribuer ces cultures de tissus ä

une croissance residuelle et, afin de prevenir cette objection,
Gautheret a mesure la croissance des tissus cultives de Carotte

par une methode ponderale: celle-ci a consiste ä peser le
fragment initial, puis ensuite sa culture tous les mois. Le tableau
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suivant rend compte des resultats obtenus apres le huitieme
repiquage pour un certain nombre de fragments:

Poids au 31 janvier 1939 (en mg):

50 180 150 110 160 155 115

au 30 mars 1939 (en mg):

735 915 1.265 1.180 1.270 1.270 815

Poids au 31 mars (en mg) 125 330 120

Poids au 18 avril » 445 660 405

Le poids des fragments de tissus est en moyenne multiplie
par huit au cours de deux mois de culture. Cependant, si le

fragment ensemence est tres petit, il s'accroit davantage et

peut presenter au bout de deux mois un rapport d'accroisse-

ment de 16.

Si l'on admet que la souche alors ägee de seize mois maintient
sa croissance constante, apres neuf repiquages, le developpe-
ment total sera de 130.000.000 de fois le poids initial du tissu
mis en culture et il ne restera done que la 130 millionieme
partie des substances preexistantes. Ces considerations prouvent
done qu'il s'agit bien de veritables cultures, analogues ä Celles

que l'on obtient pour les tissus animaux et non d'une croissance

residuelle.

VII. Resultats apportes par la culture
DES TISSUS VEGETAUX.

La culture des tissus vegetaux rendra certainement de grands
services en donnant le moyen d'aborder experimentalement
un grand nombre de problemes de physiologie.

a) Action des hetero-auxines sur les tissus.

Dejä, eile a re^u d'interessantes applications et a permis ä

Gautheret de preciser Taction des hetero-auxines restee jus-
qu'ici tres confuse. II resulte des etudes de cet auteur que les

hetero-auxines ne sont point indispensables pour la culture des
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tissus cambiaux, ni des tissus de beaucoup de tubercules,
notamment celui de Carotte, qui renferment normalement des

auxines, mais employees ä tres faibles doses (10~8), ces

substances provoquent une meilleure croissance. Les tissus cultives
da Carotte donnent parfois de rares radicelles qui resultent
d'ebauches de radicelles formees dans le cambium avant la
mise en culture et dont la productiou cesse bientöt. Mais ces

radicelles, que ne forment jamais les tissus cambiaux cultives
de Salix caprea et d'autres arbres, ne sont pas sous la depen-
dance des hetero-auxines, car elles apparaissent aussi bien
dans les milieux depourvus de ces substances. A une concentration

plus elevee (10~6), les hetero-auxines, au contraire,
provoquent l'apparition de nombreuses radicelles. A une
concentration de (10~4) enfin, la croissance s'arrete; il y a seule-

ment hypertrophic des cellules qui deviennent geantes et se

separent les unes des autres, puis le phenomene aboutit ä une

disorganisation des tissus.
Sur les cultures d'Endive, les hetero-auxines ne sont pas

non plus indispensables. Les tissus du rhizome ne forment
jamais de radicelles, mais des bourgeons, et la production de

ceux-ci n'est pas provoquee par les hetero-auxines. Ces

bourgeons cessent bientot de se former quand le milieu renferme
des hetero-auxines a tres faibles concentrations (10~8), qui
excitent la proliferation de l'assise generatrice. Une concentration

d'hetero-auxine de 10~4 determine le bloquage de ces

bourgeons et, comme dans les tissus de Carotte, l'hypertrophie
des cellules.

Les tissus du tubercule de Topinambour se comportent, au

contraire, d'une maniere toute differente. Si Ton preleve un
fragment de tissu de ce tubercule et qu'on le place dans un
milieu depourvu d'hetero-auxine, on observe seulement la

production ä la surface de pseudothalles, mais le tissu ne croit
pas. II faut, pour obtenir sa croissance que le milieu renferme

une concentration de IGT8 d'hetero-auxine; dans ces conditions,
la multiplication des cellules peut se poursuivre d'une maniere
illimitee par repiquage.

Cependant, si les tissus du tubercule de Topinambour
parvenus ä l'etat de maturite ne croissent que dans les milieux ren-
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fermant des hetero-auxines, il n'en est pas de meme pour les

tubercules encore tres jeunes: ceux-ci peuvent, dans les milieux
depourvus d'hetero-auxine, subir une faible croissance qui
s'arrete apres repiquage. Mais si les tubercules jeunes detaches
de la plante nourriciere sont maintenus au laboratoire pendant
trois semaines avant d'etre cultives, leurs tissus perdent la
propriety de croltre sans hetero-auxine.

Ainsi, on peut done conclure de ces faits que le tubercule de

Topinambour epuise ses auxines avant sa maturite, en sorte

qu'une fois mür, il n'en renferme plus et que ses tissus
deviennent incapables de croitre in vitro dans un milieu sans

hetero-auxine. Ce fait est particulierement instructif, car il
apporte la preuve que les hetero-auxines n'agissent pas seule-

ment en provoquant l'elongation des cellules, comme on l'avait
d'abord pense, mais aussi en declanchant la multiplication
cellulaire, ce qui confirme les resultats obtenus par Snow sur
les tissus cambiaux et par Duhamet sur le meristeme de la
racine de Lupin.

Le comportement des tissus du Chou-rave est egalement
tres curieux. Ceux-ci se developpent avec une rapidite sur-
prenante dans les milieux depourvus d'hetero-auxine, mais

lorsqu'on examine la culture au microscope, on s'apercoit qu'il
n'y a pas eu de proliferation cellulaire, mais seulement un
accroissement des cellules qui fait que les tissus offrent un aspect
analogue ä celui que presentent les tissus des autres tubercules
dans les milieux renfermant une concentration trop elevee

d'hetero-auxine, de l'ordre de 10~4. L'addition d'hetero-auxine
dans le milieu ne modifie rien. Ce comportement s'explique si

l'on tient compte des travaux de Lefevre qui a constate dans
le tubercule de cette plante une accumulation d'hetero-auxine;
cette substance s'y trouvant ä la concentration qui provoque,
sur les tissus des autres tubercules, l'hypertrophie cellulaire et
l'arret de la croissance, on comprend que les tissus de Chou-rave
ne puissent proliferer.

L'ensemble de ces resultats ont permis ä Gautheret d'etablir,
en ce qui concerne Taction des hetero-auxines sur les tissus

cambiaux, les conclusions suivantes: Les hetero-auxines ä une
tres faible concentration (10~9) agissent seulement en provo-
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quant l'elongation des cellules cambiales, mais ä une concentration

un peu plus elevee (10~8), elles determinent la multiplication

de ces cellules (pouvoir cambiogene). Ce sont lä des effets

pouvant etre consideres comme physiologiques, car ils semblent

correspondre ä ceux que provoquent normalement les auxines
dans le tubercule entier. A une concentration d'hetero-auxine
de KT7, se trouverait la limite de ces effets physiologiques;
au delä, les phenomenes observes seraient d'ordre paraphysio-
logiques; ce sont la production de nombreuses radicelles (pouvoir

rhizogene) que Ton constate pour certains tissus k une
concentration de 10~6, puis, au-dessus, k 10 4, le bloquage
des bourgeons quand le tissu est capable d'en former et enfin

l'hypertrophie des cellules, l'arret du developpement et la

disorganisation des tissus; les hetero-auxines sont alors devenus

toxiques.
II est k remarquer que la racine de Lupin se comporte de

meme vis-ä-vis des hetero-auxines, d'apres Duhamet dont nous
avons dejä cite les recherches, avec cette difference qu'elle est

plus sensible ä Paction de ces substances qui provoquent la

multiplication des cellules meristematiques ä une concentration

de 1(T9. A des concentrations plus elevees, il y a arret
de croissance et hypertrophic des cellules, qui manifestent une
tendance ä se separer.

b) Specificite des tissus et dedifferenciation cellulaire.

Cette question n'a pas encore recu de solution definitive pour
les tissus vegetaux. Cependant, il semble que ces tissus, du
moins ceux qui n'ont pas acquis une forte differenciation, pos-
sedent une specificite beaucoup moins rigoureuse que les tissus

animaux et que, tout en conservant leurs caracteres speci-
fiques lorsqu'ils ont cesse de croitre, ils sont capables, dans

certaines conditions, de se dedifferencier; d'ailleurs, on est

bien oblige de l'admettre pour la formation des racines dans

les boutures.
Gautheret a montre que lorsqu'on cultive des fragments

de cambium d'Orme, de Sureau et de Peuplier, dans un milieu
contenant des Sucres et en presence de la lumiere, ceux-ci sont

capables de donner des mamelons de cellules meristematiques
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qui evoluent ensuite en bourgeons et se transforment en petites
tiges feuillees. Ce phenomene ne peut s'expliquer que par une
dedifferenciation. II resulte, d'autre part, des travaux recents
d'un autre de mes eleves, M. Buvat, que les racines, qui se

forment dans les tissus cultives de Carotte dans des milieux
renfermant une concentration d'hetero-auxine de IGT6, sont de

deux sortes: les unes prennent naissance dans le cambium
aux regions ou s'etaient formees les radicelles du tubercule, les

autres dans le parenchyme liberien neoforme; ces dernieres
sont le resultat d'une veritable dedifferenciation. Ainsi, les

tissus conjonctifs n'auraient done qu'une specificite tres
relative, ce qui a amene Gautheret ä leur donner le nom de

parenchymes meristematiques.
II convient d'ajouter que les recherches de Gautheret ont

fait connaltre une curieuse particularity des tissus liberiens de

Carotte qui, cultives dans un milieu additionne d'hetero-auxine,
sont capables de produire des elements ä parois lignifies sem-
blables ä ceux qui se forment dans le parenchyme ligneux, ce

qui tendrait ä prouver que les tissus n'ont pas une predestination

rigoureuse ä se differencier dans un sens determine et

que certaines actions sont capables de modifier leurs destinees.

c) Respiration.

La culture des tissus vegetaux a enfln permis a Plantefol et
Gautheret d'etudier leurs phenomenes respiratoires. Ces tissus
se sont montres beaucoup plus favorables ä cette etude que
les tissus animaux, car ils ne sont pas compacts, ayant de

nombreuses lacunes grace auxquelles Fair parvient aux parties
centrales, et respirent done normalement sans etre le siege
d'alterations dues ä l'asphyxie. Plantefol et Gautheret ont
etudie l'intensite respiratoire des tissus cultives du tubercule
de Carotte et du cambium de Salix caprea. Ces savants ont
separe le tissu primitif du tissu neoforme et etudie compara-
tivement dans les deux l'intensite respiratoire. Cette etude leur
a permis d'etablir que l'intensite respiratoire est augmentee
dans le tissu neoforme; elle est dans le Salix caprea 5,2 fois

superieure ä celle du tissu primitif : lorsque le milieu est

depourvu de sucre, elle augmente, passe par un maximum,
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puis diminue peu ä peu sans limite. Si le milieu renferme du

sucre, l'intensite respiratoire se stabilise, au contraire, k une
valeur inferieure au maximum. Cet accroissement de la
respiration traduit en quelque sorte l'oxydation des cellules

brusquement soumises k Taction de Fair libre.

d) Amylogenese.

Nous avons dit dejä que Gautheret avait pu etudier d'une
maniere precise les conditions de Tamylogenese dans les cellules
isolees de coiffe. Le meme auteur est arrive aussi ä provoquer
la formation d'amidon dans les tissus de Topinambour et de

Salsifis qui ne produisent normalement que de Tinuline, en
les cultivant dans des milieux renfermant 25% de saccharose.

e) Morphologie cellulaire.

La technique de la culture des tissus vegetaux est capable
de rendre les plus grands services ä l'etude de la morphologie
cellulaire. L'observation des cellules Vivantes d'organismes
pluricellulaires etait restee jusqu'ici extremement difficile, parce
qu'en prelevant des fragments de tissus et en les plagant dans

un liquide artificiel et sous une lamelle, pour les examiner au

microscope, on risque de les leser et de provoquer des alterations

de leur structure. La methode des coupes fixees et colorees

expose ä des alterations bien plus grandes encore. La culture
des tissus faite en chambre humide ou en boite de Petri pour-
vues d'une ouverture, en permettant d'observer, k l'immersion,
les cellules Vivantes pendant leur croissance, a renouvele l'etude
de la morphologie cellulaire. Elle nous a permis, ä M. Gautheret
et ä moi, d'etudier la structure du noyau et de faire connaitre
l'existence sur le vivant de deux types bien differents de structure:

Tun, dans le Navet, depourvu de reseau chromatique et

montrant, en dehors du nucleole, des corpuscules arrondis
appeles prochromosomes ou chromocentres, l'autre, dans le

Ble, forme par un reseau bien visible sur le vivant. Elle nous
a permis egalement de demontrer que certains colorants vitaux,
comme le rouge neutre, sont aussi peu toxiques que possible,
et de suivre toute l'evolution du vacuome pendant la
croissance des cellules dans certaines racines.
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VIII. Conclusion.

L'expose que nous venons de faire montre que si, contraire-
ment ä ce que Ton pouvait attendre, etant donne la facilite
avec laquelle les Vegetaux superieurs se laissent cultiver par
les methodes pasteuriennes, la culture des tissus vegetaux est

plus difficile a realiser que celle des tissus animaux, eile est

aujourd'hui possible grace aux beaux travaux de Gautheret,
du moins en ce qui concerne les meristemes secondaires ou
cambiums et les tissus peu differencies appartenant aux tuber-
cules. II semble que la difficulty, pour certains tissus vegetaux,
comme les meristemes radiculaires, tienne ä ce que ceux-ci
sont en realite constitues par un tissu complexe ä potentialites
differentes et doue de polarite, c'est-ä-dire capable seulement
de se diviser et de croitre dans une direction determinee, ce

qui n'existe ni dans les cambiums, ni dans les tissus animaux,
et qui explique que Ton ne puisse obtenir avec eux que des

cultures d'organes.
La culture des tissus constitue ä coup sur une methode pre-

cieuse et feconde qui permettra sans doute d'elucider une serie

de questions fondamentales de Cytologie, d'Histologie et de

Physiologie. Elle se prete, en effet, ä l'etude des processus
de differenciation cellulaire et de l'organogenese et permet
d'aborder le probleme si important, du point de vue de l'ori-
gine des tumeurs, du determinisme de la proliferation cellulaire.

Elle est, en outre, destinee ä rendre les plus grands
services dans les recherches de morphologie et de physiologie
cellulaire et sans doute dans Celles de pathologie.
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