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AVANT-PROPOS

Parmi les premiers travaux realises dans le domaine de la culture des tissus vege-
taux in vitro, certains devaient permettre d'obtenir la proliferation indefinie de

fragments de nombreuses plantes. Les recherches physiologiques qui se sont deve-

loppees plus tard sur ces premieres bases s'orienterent vers des etudes de la nutrition, en

particulier minerale et carbonee. Elles ont permis d'obtenir de grandes precisions
sur ce sujet. Parallelement, comme il s'agissait de besoins nutritifs, des travaux ont
ete diriges par divers auteurs sur Taction des regulateurs de croissance car pour
beaucoup de tissus de Dicotyledones, ces derniers ont joue un role decisif dans la

realisation de cultures in vitro. Par ailleurs, des etudes sur le metabolisme ont ete

entreprises. Elles comprennent, entre autres, Celles de la penetration des substances

nutritives ainsi que leurs modifications intratissulaires. Dans ce cas aussi, les regulateurs

de croissance interviennent et ils ont ete largement utilises.
Les problemes poses par la nutrition et le metabolisme des tissus se situent

parmi d'autres tels que ceux de la morphogenese et de Thistogenese liees ä la
multiplication cellulaire ou ceux de la pathologie vegetale.

La croissance dont plusieurs auteurs proposent des definitions generates ou parti-
culieres presente plusieurs manifestations dont les unes sont obtenues par mesures

ponderales globales, les autres par des estimations de la matiere vivante formee
telles que des mesures de la proliferation. A ce sujet, divers criteres d'appreciation
ont ete proposes que nous presenterons plus loin.

Parmi les facteurs physiques qui jouent un role dans le developpement des tissus

vegetaux cultives in vitro, la lumiere est celui dont Taction est la plus complexe. Les

reponses des divers tissus aux facteurs physiques et en particulier ä la lumiere sont
tres variables. Si Ton tient compte encore du fait que les souches tissulaires ayant subi
de nombreux repiquages ne se developpent que dans un milieu rigoureusement
conditionne comprenant en particulier des substances de croissance, on aura une
idee plus complete des effets qui peuvent se manifester en concurrence ou en Synergie
ä leur niveau.

II y a done lieu de prendre en consideration les interactions qui se produisent
entre lumiere et temperature, lumiere et nutrition et aussi entre lumiere et substance
de croissance.

Les tissus vegetaux cultives in vitro ne se multiplient pas sans Tapport d'un glucide
dans le milieu de culture, sauf les explantats primitifs qui contiennent assez de reserves.
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Dans le cadre des travaux efifectues dans le domaine de la nutrition carbonee,
Gautheret [15] etudiant Taction du saccharose sur les tissus de Carotte a determine
un optimum de Taccroissement en fonction des concentrations de ce sucre. Or ces

tissus qui elaborent de la chlorophylle permettent peut-etre d'apprecier les possibilites
de photosynthese in vitro.

II paraissait done interessant de suivre le developpement de tissus mis au contact
de diverses doses de sucre, en presence ou en Tabsence de lumiere. Nous pouvons
ainsi definir le but de ce travail qui est d'etudicr les reactions des tissus ä la lumiere
et ä Tobscurite en fonction de la dose exogene de glucose.

Dans tout un groupe d'experiences qui seront decrites, les tissus etaient soumis
ä Teffet de plusieurs variables: la concentration du sucre oflfert, la lumiere et Tobscurite.

Si Ton considere le premier effet, il se manifeste comme une variable totalement
quantitative. Pour les deux derniers par contre, la definition de la variable est un peu
differente. II s'agit ici d'un phenomene de tout ou rien, e'est-a-dire que la quantite
reguliere de lumiere fournie est donnee brusquement et completement, Tintensite
ainsi que la qualite etant chaque fois les memes, aux erreurs d'appareillage pres.

Une autre variable, biologique, celle-lä, concerne les tissus utilises. Nous avons
en effet utilise des tissus de type different afin de tenter d'etablir des comparaisons.

Pour estimer les effets des variables sur la croissance, nous avons choisi differents
criteres. Diverses remarques ont ete faites au sujet de Tappreciation de la croissance

par Lance et par Lioret en particulier (voir chap. 1). Nous avons utilise comme
criteres directs le poids frais, le poids sec et Thvdratation et comme criteres indirects
Taccumulation de substances azotees et dans certains cas, celle des glucides solubles.

Avant de preciser le type d'experience qui a ete realise, nous faisons une remarque
liminaire. Lorsqu'on etudie les criteres utilises pour definir la croissance, on constate
qu'ils ont un caractere relatif. En effet, certains sont integrants mais vagues comme
le poids frais, d'autres comme les quantites d'azote sont au contraire precis mais

partiels. Une interpretation biologique des variables n'est en definitive possible que
par la combinaison de leurs effets tout en ayant soin de prendre plusieurs references.

Au cours de nos recherches, des questions annexes se sont posees qui seront indi-
quees plus loin. Elles concernent en particulier des caracteristiques physiologiques et

pigmentaires des tissus etudies en fonction des conditions d'experience. Nous avons,
par ailleurs, etudie la consommation glucidique de certains tissus. En dehors des

phenomenes de croissance, nous avons fait des mesures de photosynthese pour savoir
si celle-ci se manifeste de fagon appreciable chez une souche chlorophylienne. Cela
nous a amene ä verifier si les intensites respiratoires etaient les memes dans des

conditions de mesure differentes. Enfin nous avons ete en mesure de comparer des

souches differentes entre elles.



AVEC l'utilisation du glucose et l'action de la lumiere 7

Chapitre Premier — INTRODUCTION

Absorption des glucides et leur transformation intratissulaire

Röle de glucides

Les tissus preleves sur un organe entier comme des fragements de racine ou de

tubercule contiennent suffisamment de sucre en reserve pour proliferer sur un milieu
de culture enticrement mineral. Les colonies tissulaires par contre ne croissent pas
sans 1'apport d'une source organique de carbone. Les glucides representent la meil-
leure source de carbone, tout au moins certains d'entre eux. Les alcools et les acides

organiques sont beaucoup moins utilisables quand ils ne sont meme pas toxiques
(Gautheret [15, 16, 19]; White [65]; Hildebrandt et Riker [35]; Nickell et Burkholder
[54]; Straus et La Rue [63], etc.).

Gautheret mentionne [19] une vingtaine de glucides qui ont ete essayes. Depuis
lors Goris [30] a realise des experiences plus recentes sur l'utilisation de certains

sucres comme lc melibiose. Tous ces travaux affirment que parmi les plus efficaces

se trouvent le saccharose, le glucose, par ordre d'importance. puis le maltose et le raffi-
nose. Certains glucides ne sont meme pas utilises par les tissus, comme le palatinose,
homologue «synthetique » du saccharose que Ton a tente de leur fournir (Goris [28]).

La concentration optimum d'un sucre qui provoque l'accroissement ponderal
le plus eleve varie naturellement avec le tissu considere, (tige de faible diametre,

organe charnu, cambium d'arbre, etc. et avec l'espece). Gautheret [15] a montre par
exemple, que l'accroissement maximum de tissus de Carotte cultives sur un milieu
contenant du saccharose s'obtenait avec une dose de l'ordre de 3%.

Les recherches de Goris [22,23] indiquent que les tissus de Carotte et plus parti-
culierement les fragments de racine epuisent leurs reserves glucidiques intratissu-
laires. L'acide /?-indolyl-acetique accelere encore la chute des glucides intratissulaires.

Cependant, sur un milieu fortement glucose, la perte de sucre est compensee finale-

ment au cours d'une experience qui s'etend sur plusieurs semaines. Lioret [46,47]
travaillant sur des tissus de tubercule et de Crown-gall de Scorsonere, a constate au

cours de la premiere semaine de culture que la teneur en glucides totaux est tres elevee.

Par contre, au debut de la deuxieme semaine les glucides totaux diminuent assez

fortement puis cette diminution devient plus faible. Ces phenomenes sont dus ä une
evolution physiologique. Les tissus passent d'une phase de jeunesse ä une phase

d'equilibre.
Ce qui a ete tres bien mis en evidence par Goris [26] ce sont les transformations

tres rapides des sucres par les tissus. En effet, si l'on incorpore au milieu de culture du

glucose ou du fructose, on retrouve une grande quantite de saccharose dans les tissus.
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Dans le cas de la souche tissulaire de Carotte, le fructose est plus efficace que le

glucose: en fin d'experience, par excmple, on retrouve deux fois plus de saccharose dans
les colonies placees sur fructose que dans Celles qui ont absorbe du glucose. Mais par
ailleurs le sucre du milieu s'accumule et s'interconvertit dans les tissus. C'est ainsi
qu'apres 128 jours de culture, pour une masse tissulaire correspondant ä 100 g. de
tissu sec initial, il y a 89 g. de fructose dose dans les fragments cultives sur glucose
alors qu'il y a 303 g. de glucose dose dans les fragments cultives sur fructose. D'autres
recherches effectuees par Goris et Duhamet [29] et portant sur des tissus de Topi-
nambour montrent que ceux-ci enrichissent legerement leur teneur en glucides reduc-
teurs lorsque le milieu contient 5 % de glucose. Ball [2] a constate, en cultivant des

tissus de Sequoia sempervirens, que le milieu contenait les memes sucres en fin de

culture que les tissus. Barnoud [5] indique egalement que des sucres transformes par
les tissus peuvent diffuser dans le milieu.

11 faut encore signaler l'intervention des glucides dans la synthese des protides:
dans des travaux effectues sur des feuilles entieres, MUe Champigny a precise que les

glucides interviennent sur le plan materiel et sur le plan energetique. L'azote mineral,
en effet, est incorpore dans les molecules organiques surtout par l'acide a-cetoglu-
tarique derivant lui-meme de l'oxydation des chaines carbonees glucidiques ou proti-
diques. L'acide glutamique qui resulte des syntheses ulterieures se presente done
comme un lien entre le metabolisme des glucides et celui des protides. L'energie de

l'acide adenosine-triphosphorique qui intervient dans les mecanismes de la respiration
et de la photosynthese est mise ä disposition de la synthese proteique. La formation
de la glutamine est egalement liee au metabolisme des glucides par les mecanismes

d'oxydo-reduction et de phosphorylation.

Röle des substances de croissance

Les substances stimulantes de la croissance et en particulier les auxines modifient
la composition glucidique des colonies tissulaires de Carotte cultivees sur un milieu
depourvu de sucre en exaltant l'epuisement des reserves (Goris 22,23). L'auxine agit
dans ce cas comme eile le ferait sur des fragments de racine preleves en automne.
Mais la presence d'auxine dans un milieu contenant du sucre se traduit assez para-
doxalement par une augmentation de la quantite de sucre dans les tissus. Cette consta-
tation a ete confirmee par de nombreux auteurs qui utilisaient le meme materiel ou
des tissus de Tabac (Skoog et Robinson 61). L'equilibre glucidique intratissulaire
est modifie par l'auxine mais les resultats varient selon le tissu considere. Par ailleurs,
Lioret (43,44) a constate au contraire que l'acide naphtalene-acetique, specialement
ä forte dose, tend plutot ä epuiser les glucides des tissus de tubercules de Scorsonere.
L'action du lait de coco a ete etudiee en detail par Goris et Duhamet [29], II apparait
que cette substance provoque und diminution tres sensible de la teneur en sucre des
tissus de Carotte et de Topinambour.
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Echanges gazeux respiratoires

Lorsqu'on met un fragment de tissu en culture in vitro, il se produit un choc

qui provoque une exaltation respiratoire. Cette exaltation est temporaire puisque Ton
observe par la suite un regime stable qui peut etre influence par certaines substances

incorporees au milieu de culture. Plantefol [56] en 1938 dejä, a constate que des

fragments de tissu cambial de Saule presentent un degagement de C02 qui augmente
entre le 4me et le 8me jour, puis diminue ensuite. Cette augmentation est tres sensible

sur un milieu glucose mais on l'obtient aussi sur un milieu purement mineral. Lachaux
[38,39] ayant cultive de petits fragments de racine de Caiotte et de tubercules de Topi-
nambour a constate que l'intensite respiratoire s'eleve pendant quelques jours, en

etant superieure ä celle de gros fragments, puis elle diminue plus tard. Cette intensite

respiratoire est superieure meme si le milieu ne contient pas de sucre. Ces groupes de

resultats ne semblent done pas concorder entierement. Lioret a utilise, lors de ses

recherches, les tissus du parenchyme vasculaire de racine de Scorsonere. Les fragments
qu'il utilisait ne presentaient pas d'accroissement des echanges gazeux s'ils etaient

simplement maintenus sur un milieu humide, mais seulement s'ils etaient cultives

sur un milieu sucre. Selon Lioret, l'augmentation de la respiration au cours des

premieres 24 heures apres Tepluchage des explantats serait due ä une degradation plus
rapide des chaines carbonees et plus probablement glucidiques beaucoup plus qu'au
traumatisme lui-meme. De plus une absorption d'oxygene se manifeste par Taction
des polyphenoloxydases. Par contre, la disinfection des fragments de tubercules par
Thypochlorite en denaturant les enzymes superficielles determine une baisse de
l'intensite respiratoire.

Le repiquage des colonies tissulaires de Topinambour [Lachaux 37, 39] ou ceux
de crown-gall de Scorsonere [Lioret 45, 46] provoque egalement une exaltation tran-
sitoire de la respiration. Elle passe par un maximum entre le 8me et 15rae jour.

Les modificateurs de croissance jouent un role important sur la respiration.
Lachaux a etudie Taction de l'acide indolyl-acetique sur les tissus de Carotte et de

Topinambour. L'intensite respiratoire du xyleme de Topinambour est fortement

augmentee alors que celle des fragments de racine de Carotte n'est pas modifiee.
Dans ce domaine, les travaux de Nickell sont parmi les plus significatifs. Cet auteur
a etudie les relations entre Tauxine et la respiration sur des tissus de tumeurs virolo-
giques d'Oseille. La plus forte proliferation et la plus grande intensite respiratoire
sont determinees par une forte dose d'acide indolyl-acetique. Par contre, en utilisant
le 2,4 DJ) et l'acide naphtoxy-acetique, il observait une exaltation de l'intensite
respiratoire pour une dose largement superieure (100 fois plus forte) ä celle qui stimule la

proliferation. Cependant, le meme auteur a obtenu des resultats analogues avec des

substances inhibitrices comme la colchicine par exemple. L'exaltation de la respiration

par les auxines s'est manifestee dans ces experiences pour de faibles doses.

1 2,4 D: Acide 2,4 Dichlorophenoxyacetique.
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Au-dessus de 10"5 il observait par contre une inhibition. Mitchell, Burris, Riker [50]

en etudiant les echanges gazeux de tissus de Tournesol ont constate que de fortes
doses d'auxines diminuent 1'intensite respiratoire.

Les recents travaux de Lioret montrent que les interpretations de ces phenomenes

sont assez complexes. Les reactions des tissus normaux de Scorsonere et des colonies
de Crown-gall de cette meme espece sont differentes. L'acide naphtalene-acetique pro-
voque une exaltation respiratoire du xyleme de Scorsonere mais dans ce cas, l'exalta-
tion la plus forte est obtenue avec la dose tres elevee de 10~4. Cette forte intensite

respiratoire exprimee en mg de C02 par mg d'azote proteique est mise en relation par
cet auteur avec le catabolisme et non avec la synthese proteique comme l'indique la

comparaison des resultats avec les temoins. Par contre, les tissus de Crown-gall ne
semblent pas etre influences par l'auxine tout au moins ä la dose de 10-6.

Le lait de coco parait avoir une action differente. Lioret [46] a constate pendant
la deuxieme semaine qui suit le repiquage des colonies de Crown-gall de Scorsonere

une elevation de l'intensite respiratoire. Pour lui, ceci exprime surtout une augmentation

de matiere vivante.
D'autres auteurs mentionnent l'augmcntation de la respiration sous l'eflet du

lait de coco [Constabel 11], Steward et coll. [62] en particulier ont considere les

echanges respiratoires, le metabolisme respiratoire et la croissance des tissus de

Carotte. Pour ces auteurs, le lait de coco intensifie davantage la respiration que la

synthese proteique. II agirait alors comme une auxine en exaltant le catabolisme.

L'interpretation des resultats parait done bien ne pas etre la meme d'un tissu ä l'autre.

Notion de croissance et de rendement

Tres judicieusement, Lioret [46] signale que la notion de croissance est eminem-

ment variable et qu'eile ne peut etre definie par un seul type d'accroissement pon-
deral. Si les constituants cellulaires varient au cours de l'etude d'un tissu considere,
ils ne varient pas necessairement dans le meme sens ni dans la meme proportion.
Lioret definit ainsi quelques possibilites de changements des criteres consideres cn
fonction de divers facteurs de croissance, par exemple:

— Un accroissement portant ä la fois sur le poids frais et le poids sec de maniere

parallele.

— Une augmentation du poids frais et des proteines sans augmentation des matieres

inertes.

— Un accroissement de poids frais et une diminution de poids sec par disparition
des reserves.

— Une augmentation du poids frais sans modification du poids sec.

C'est ainsi, par exemple, qu'il compare selon le poids frais, le poids sec et les

proteines 6 lots differents de tissus de Scorsonere cultives sur des milieux contenant
diverses substances de croissance. II constate que le lot cultive en presence de 10"5
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d'acide naphtalene-acetique a le poids frais le plus eleve mais il a par contre un poids
sec 5 fois plus faible qu'un lot cultive en presence de 10% de Iait de coco et une teneur
en proteines qui est de 20% inferieure ä ce dernier.

De son cote, Lance [40] a etudie des tissus de Scorsonere et a compare la crois-

sance relative du poids frais, du poids sec et de l'azote proteique. II a remarque que
le poids sec et le poids frais ont des valeurs relativement paralleles. Par contre, l'azote

proteique augmente des le debut de la culture assez fortement pour passer par un
palier au bout d'un temps variable selon le tissu considere, mais au moins apres le

78me jour. L'azote proteique indique done une variation protoplasmique refletant
la vie cellulaire proprement dite et ce critere exprime le mieux les activites metaboli-

ques. C'est sur la base de telles comparaisons que les deux auteurs definissent des

periodes correspondant ä des phases de latence, de croissance active et de senescence.

Lioret precise encore une phase de choc correspondant ä la mise en culture, une phase
de proteogenese ou de jeunesse, une phase d'equilibre ou adulte dans laquelle les

substances paraplasmiques augmentent, puis une phase de senescence avec ralentisse-

ment des syntheses. Pour les tissus de racines de Scorsonere, les quatre phases se

deroulent en trois semaines. Par contre, pour les colonies de crown-gall, ces phases

s'etendent sur une duree beaucoup plus longue. La phase adulte commence dans ce

dernier cas apres 15 jours, soit au debut de la senescence des tissus de racine et se

poursuit jusqu'ä 6 semaines. Ceci illustre clairement que les explantats primitifs et les

colonies tissulaires ayant subi de nombreux repiquages n'ont pas le meme comporte-
ment. II s'agit d'ailleurs, dans ce cas, d'un tissu tumoral qui a entre autres la particularity

d'etre insensible ä l'auxine.
Independamment des criteres de croissance, il faut considerer egalement le ren-

dement de croissance. Parmi plusieurs quotients energetiques, Kandier [36] a utilise
celui qu'il nomme coefficient d'efficacite synthetique, e'est-a-dire le rapport:

Carbone assimile

Carbone oxyde en C02.

Grace ä ce rapport, Kandier a pu montrer par exemple, que pour une mole de glucose
absorbee, 0,27 mole etait transformee en substance vivante. Ses experiences ont porte
notamment sur les tissus de crown-gall de Vigne.

Action d'ensemble de la lumiere et de la temperature sur les tissus

a) Action de la lumiere

Lors des premiers travaux dans le domaine de la culture des tissus, certains
auteurs obtenaient un developpement favorable si les explantats etaient places ä la

lumiere, d'autres obtenaient des resultats equivalents en maintenant ceux-ci ä l'obscu-
rite. II s'est avere par la suite que le comportement des tissus est tres variable. Celui
d'un fragment de racine n'est pas exactement le meme que celui de souches ayant subi
de nombreux repiquages. Nous avons dejä rappele que, quelles que soient les condi-
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tions de culture, il faut fournir un sucre aux explantats pour qu'ils proliferent
[Gautheret 16, 19].

Par ailleurs, la teneur en pigments photosynthetiques, quoique toujours faible,
n'est pas la meme d'un tissu ä un autre; elle peut meme varier selon les conditions de

culture. De toutes fa?ons cette teneur est insuffisante pour assurer aux tissus la carbo-
autotrophie. Les dosages de chlorophylle que nous avons faits sur la souche de tissu
cambial de Carotte [52] donnent par exemple, une quantite de chlorophylle a de

1,95 mg et de chlorophylle b de 0,96 mg pour 100 g de tissus frais äges de 47 jours.
Independamment du röle que peut jouer la lumiere sur la photosynthese,

de Capite [8] a constate que la lumiere agit sur la croissance des tissus ä des temperatures

elevees, c'est-ä-dire au-dessus de 26°. Cet auteur a demontre egalement que la
croissance des tissus ä la lumiere varie en fonction de l'intensite de cette derniere.
C'est ainsi qu'ayant utilise un eclairement de 1620, 3760 et 8060 lux, la croissance la
plus forte etait obtenue avec un eclairement de 3760 lux.

L'alternance de la lumiere et de l'obscurite a ete etudiee par Enderle. La periode
obscure et la periode eclairee ayant la meme duree, il a compare la croissance de

cultures placees en chambre humide en mesurant les variations de surface. II a ainsi

pu constater que l'accroissement de la surface presente en general deux maximums:
un au debut de la periode eclairee et un ä la fin, ainsi qu'un minimum se situant ä la
fin de la nuit. Ces variations rythmiques sont le resultat de changements osmotiques
et non pas de modifications directes de la croissance. Par ailleurs, le photoperiodisme
des tissus a fait l'objet d'une etude par Bünning et Welte [7], Ces auteurs ont montre
que l'intensite de la croissance augmente avec la longueur de la photoperiode. Cepen-
dant il existe un minimum pour un eclairement de 16 heures. D'autre part, on obtient
une croissance en jour court aussi rapide qu'en jour long ä condition d'interrompre
la periode obscure pendant quelque temps.

Michejda [49] essayant de retrouver des changements saisonniers dans la croissance

des tissus de Carotte, aboutit aux conclusions suivantes. II n'y a pas de fluctuations

saisonnieres pour ce qui concerne le poids sec relatif, la respiration, la teneur
en sucre et en azote ainsi que pour les valeurs osmotiques. Par contre, il y a des

fluctuations annuelles du poids frais et du poids sec avec un maximum au printemps.
Goris a demontre l'influence de la lumiere sur le contenu glucidique des tissus.

Au cours de ses recherches il a constate par exemple que chez les tissus de crown-gall
de Vigne qui sont incolores, la lumiere ne modifie pas beaucoup le contenu glucidique.
D'autre part, les tissus de Carotte places sur un milieu contenant 5 % de glucose ont
environ 2 fois plus de Sucres totaux que ceux qui sont maintenus ä l'obscurite apres
128 jours de culture. Mais si le milieu contenait 2% de glucose, les tissus cultives ä la
lumiere renfermaient apres 66 jours de culture, 1,5 fois plus de Sucres totaux que s'ils
etaient mis ä l'obscurite.

Goris a etudie l'eflfet de la lumiere sur les tissus de Carotte etioles. Au cours
d'une experience qui a dure 30 jours, ces tissus devenus artificiellement blanchätres
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ont ete cultives sur glucose et sur fructose. La moitie des explantats se trouvait ä la

lumiere, l'autre ä l'obscurite. A la fin de Texperience, les tissus cultives ä la lumiere

sur fructose n'avaient pas la moindre couleur verte tandis que ceux qui etaient cultives

sur glucose avaient repris quelques taches verdätres. Or le contenu glucidique des

tissus cultives sur fructose est sensiblement le meme, tant ä la lumiere qu'ä l'obscurite,
alors que celui des tissus cultives sur glucose est un peu plus abondant en saccharose ä

la lumiere qu'ä l'obscurite. Malgre cette difference qui peut etre attribuee en fin

d'experience ä la faible synthese de pigments, Goris conclut que la lumiere, en

l'absence de chlorophylle, n'exerce pas d'influence sur les transformations glucidiques
intratissulaires.

C'est ä une conclusion assez semblable que sont parvenus Roux et Tendille [57],

Ayant fait absorber pendant un temps tres court du 14C02 ä des tissus d'une souche

chlorophylienne de Carotte et ä ceux de la souche carotenogene d'Eichenberger [13],

ils firent l'analyse des corps qui contenaient du carbone radioactif. lis retrouverent
dans les premiers tissus du 14C dans les glucides, les acides amines et les acides

carboxyliques, alors que dans les seconds, seuls les acides amines et les acides carboxy-
liques etaient marques. Ceci montre done bien que les tissus chlorophylliens synthe-
tisent des glucides ä partir du C02.

L'action de la lumiere sur la synthese des protides a ete etudiee par
Mlle Champigny [9] sur des feuilles entieres de Bryophyllum. Or ses conclusions

peuvent etre envisagees ici. Independamment de la photosynthese, Taction de la

lumiere se manifeste par trois effets portant sur la reduction de 1'ion N03, Tincorpo-
ration dans les protides d'intermediaires de la photosynthese et sur la modification de

la vitesse de synthese des acides a-cetoniques. La lumiere accelere considerablement
la genese des acides amines. Elle est environ 20 fois plus rapide sous un eclairement de

5000 lux qu'ä l'obscurite.

b) Action de la temperature

Des travaux portant sur le tissu cambial d'arbre sont dus ä Gioelli [21]. D'autres

ayant trait aux tissus tumoraux de Soleil et de Tabac ont ete faits par Hildebrandt,
Riker et Duggar [34], Nikell et Burkholder ont utilise des tissus tumoraux d'Oseille.
Ces auteurs constaterent Texistence d'un optimum de temperature agissant sur la

proliferation. II se situe selon le tissu considere entre 24 et 32° C. Les travaux entre-

pris par de Capite [8] en phytotron sur 3 souches tissulaires sont tres nets. Ayant
utilise des souches de tissus de Parthenocissus tricuspidata, de Carotte et de Crown-

gall de Soleil, il constata que la plus forte proliferation se manifestait ä 26° C pour
la premiere souche et 23 ° C pour les deux autres, si elles etaient cultivees en lumiere
continue. Si les tissus etaient mis en serre en lumiere naturelle pendant 8 heures avec

une temperature nocturne de 6° C inferieure ä la temperature diurne, le maximum de

proliferation etait obtenu pour une temperature plus elevee c'est-ä-dire 30° C le jour
et 23° C la nuit. Par contre, des tissus places ä l'obscurite ä 26° C se developpaient

Archives des Sciences. Vol. 20, fasc. 1, 1967. 2
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moins que s'ils etaient en lumiere artificielle continue. En comparant la temperature
des tissus cultives ä l'obscurite et ä la lumiere, de Capite a constate qu'en lumiere
continue et pour une temperature inferieure ä celle qui correspond ä l'optimum ä

l'obscurite, la croissance etait peu influencee, mais pour des temperatures superieures
ä cet optimum, la proliferation etait fortement stimulee par la lumiere.

Nous mentionnerons encore par extension qu'il existe des resultats se rapportant
ä des tissus traites par le froid. Pour Straus et La Rue [63], le fait de placer des tissus
d'albumen de Mai's ä 4° C pendant 20 jours puis ä 25° C arrete le developpement.
Pour de Capite, un court sejour de fragments de racine de Carotte ä 4° C provoque
la production d'anthocyanes mais les tissus se developpent tres bien quoique le cal
soit beaucoup plus lisse et compact que dans les conditions normales. Goris s'est
servi plus recemment de souches tissulaires de Carotte. Ses resultats montrent que
Paction du froid [4° C] est ties complexe. Par exemple des explantats decoupes 4 jours
avant d'etre repiques et maintenus ä 4° C dans un tube steiile et sans milieu se

developpent mieux que des explantats prepares au moment du repiquage et non soumis
ä Paction du froid.

c) Interaction de la lumiere et de la temperature

La constatation la plus curieuse faite par de Capite reside dans le fait que la

temperature des tissus augmente avec 1'intensite lumineuse. Les mesures ayant ete
faites avec un thermocouple, la temperature des tissus cultives ä l'obscurite etait la
meme que celle de la cabine ä culture, alors que pour 'es tissus cultives ä la lumiere
artificielle continue, la temperature etait toujours plus elevee. De Capite en a conclu
dans ce dernier cas que Paugmentation de la temperature tissulaire semble etre le
resultat de la transformation en chaleur de l'energie radiante interceptee soit:

T,d Ta ä l'obscurite

T,i T0 + Trc ä la lumiere

oüi T,j — temperature tissulaire ä l'obscurite

T„ temperature tissulaire ä la lumiere

T„ temperature de Pair

Tre difference de temperature causee par l'energie radiante.

Lorsque la temperature ambiante est de 26° C, celle des tissus de Carotte est de

31,1° C, si ces derniers sont cultives ä la lumiere, par exemple.
Enfin de Capite indique pour des temperatures inferieures ä 26° C que la croissance

semble etre fonction de la temperature, mais pour des temperatures plus ele-

vees, qu'elle est fonction de la lumiere et de la temperature.
Les actions de la lumiere et de la temperature jouent un grand role dans le

developpement des tissus cultives in vitro. De plus elles peuvent done se manifester en

synergie dans certains cas.
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Chapitre II — MATERIEL ET TECHNIQUES

A) Culture de tissus in vitro

Tissus utilises

D'une maniere generale nous avons realise toutes les experiences avec le meme

materiel, c'est-ä-dire la souche de tissu cambial de Carotte isolee par Gautheret en

1939. Ce qui a dicte le choix de ce tissu, c'est la facihte de son entretien par rapport ä

d'autres, une certaine regularity dans la proliferation et une bonne homogeneite
dans le developpement. C'est aussi le fait que ce tissu possede de la chlorophylle
en quantite appreciable s'il est place dans de bonnes conditions d'eclairement. II en

sera question ä propos des mesures de photosynthese.
Les mcmes tissus de Carotte maintenus ä l'obscurite peuvent etre repiques.

lis sont alors, apres un ou deux passages, exempts de chlorophylle et peuvent raster
blancs pendant plusieurs jours si on les replace ä la lumiere. Cependant ils se repiquent
plus difficilement et sont aussi plus delicats car ils se necrosent rapidement. Nous

avons utilise cette souche etiolee comme temoin dans des mesures de respiration.
Une autre souche de tissu cambial de Carotte nous a fourni des donnees de

comparaison par rapport ä la souche chlorophylienne. II s'agit d'une souche obtenue

par Eichenberger par hasard, vraisemblablement ä la suite d'une mutation somatique,
touchant le mecanisme enzymatique des pigments photosynthetiques. Elle est tres

carotenogene et nous avons montre avec Turian [53] qu'elle ne possede pas de chlorophylle.

Elle se cultive malheureusement beaucoup plus difficilement que la souche

verte dont eile provient, ce qui ne permet pas de l'utiliser pour obtenir un echantillon
important, regulier et stable.

Nous voulions etablir des comparaisons avec la souche verte de Carotte en utili-
sant des colonies de Crown-gall de Scorsonere, car elles ne verdissent pratiquement
pas dans les conditions de nos experiences. Dans ce cas egalement les premiers resul-
tats se sont montres trop irreguliers pour que nous puissions continuer ä employer
cette souche.

Volume et poids des explantats

Afin que les fragments de tissus mis en culture soient aussi semblables que
possible, des cubes de meme forme sont preleves dans les colonies servant au repi-
quage. On applique la methode du quadrillage, c'est-ä-dire que la colonie initiale est

mise dans une boite de Petri sterile sous laquelle est glissee une feuille de papier
millimetre portant en son centre un carre de 6 mm de cote ombre au crayon. Les
tissus sont decoupes en suivant le carre de fagon ä obtenir des cubes de 6 mm d'arete.
Le poids moyen des explantats preleves ainsi dans les tissus de Carotte etait de l'ordre
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de 134 ä 152 mg. Les explantats de Crown-gall de Scorsonere etaient d'abord de
meme grandeur mais nous avons ensuite utilise des cubes de 7 mm d'arete et de 150 mg
car leur proliferation etait plus reguliere dans ces conditions.

Milieux de culture

Les souches tissulaires etaient entretenues sur des milieux solides en suivant les

techniques de Gautheret [19].

a) milieux solides:

Nous indiquons ici la formule generale des milieux servant ä l'entretien des

souches. Les quelques variantes se rapportant ä chaque type d'experience sont decrites

plus loin.
Les souches de tissu cambial de Carotte chlorophyliennes, ou etiolee et celle

de Crown-gall de Scorsonere ont ete cultivees sur le milieu de Gautheret. La souche
de tissu de Carotte d'Eichenberger (carotenogene) a ete cultivee sur le milieu de Heller.

Le milieu de Gautheret comprend:
la solution de Knop diluee de moitie
la solution de micro-elements de Berthelot modifiee par Gautheret ä raison de 0,5 ml

par litre
de la gelose (1 %)
de la Vitamine Bx (10~6 g/ml).

Selon le tissu considere, le milieu comprend encore en dose variable:
du glucose
de l'acide jS-indolyl-acetique (AB1A)

Les tissus verts de Carotte sont cultives en presence de 2% de glucose et d'ABIA
(10"®); les tissus etioles de Carotte sont cuitives en presence de 3% de glucose et
d'ABIA (KT8); ceux de Crown-gall de Scorsonere en presence de 5% de glucose et

sans auxine.
Le milieu de Heller comprend:

la solution de macro-elements

la solution de micro-elements (1 ml par litre)
de la gelose (1 %)
du glucose (5 %)
de la vitamine Bt (10~6 g/ml)
de l'acide ß-indolyl-acetique (10~8 g/ml).

b) milieu liquide

Nous avons realise des experiences en milieu liquide pour etudier la consom-
mation de glucose par les tissus. Dans ce cas, nous avons choisi le milieu de Heller
qui etait mieux adapte ä des experiences de courte duree. Nous avons utilise le Systeme
mis au point par Heller [32] pour maintenir les explantats au niveau du liquide, soitun
support en papier-filtre sans cendres, embouti et introduit dans les tubes de culture.
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Afin d'eviter que des bulles d'air restent emprisonnees sous le papier-filtre, nous

percions ce dernier d'un trou de 2 mm en son centre, au moyen d'une aiguille.

Conditionnement des experiences

Tous les tubes de cultures des experiences que nous avons faites ont ete disposes
dans une piece ä culture ayant environ 9 m3 et climatisee au moyen d'une installation
realisee specialement. Nous disposions d'une etagere ä rayons de verre sur lesquels
etaient places des tubes lumineux Philips de 120 cm, type « Lumiere du jour» TL
40 W, standard 55, 6500° K. L'eclairement re?u k 20 cm etait d'environ 2200-2400 lux.
La temperature etait reglee ä 23° + 1° C.

Les cultures qui devaient etre realisees ä l'obscurite etaient placees dans des

boites en bois ou en carton qui se trouvaient dans la meme piece.

La duree d'eclairement etait de 14 heures tandis que celle de la periode obscure

etait de 10 heures, le tout etant commande par une horloge.
Nous avons egalement utilise cette chambre climatisee pour entretenir la plupart

des souches dont nous avions besoin. Cela permettait d'avoir des colonies semblables

et regulieres toute l'annee. Ces souches etaient ainsi soustraites aux inconvenients que
l'on rencontre souvent tels qu'unc trop forte chaleur en ete ou un manque d'illumina-
tion en hiver.

B) Mesures de croissance ponderale
1) Poids frais
A la fin de chaque experience, le poids frais de toutes les colonies qui s'etaient

developpees etait lu ä la balance de precision. Les fragments etaient soigneusement

essuyes separement, avec du papier filtre, puis peses le plus rapidement possible.

2) Poids sec

Apres la determination du poids frais, toutes les colonies constituant une condition

experimentale etaient reunies en un seul flacon ä culture ä large col. Tous les

flacons etaient ensuite bouches par un tampon de coton puis mis au four Pasteur
pendant au moins quatre jours ä 97° C. Les pesees etaient ensuite faites ä la balance

Mettler en plagant ensemble tous les fragments d'un meme flacon.

C) Dosage d'azote
Nous avons dose l'azote total et l'azote proteique selon une methode mise au

point au laboratoire du Professeur Gautheret. Les valeurs obtenues au moyen de ces

dosages constituaient un autre critere de croissance.

Apres les avoir remis pour quelques heures au four ä 95° C, les tissus sees sont

broyes dans un mortier recouvert d'une plaque de bois percee d'un trou qui ne lais-
sait passer que le pistil. De cette fa?on, les fragments de tissus n'etaient pas disperses

et ils pouvaient etre broyes convenablement.
Le principe du dosage est fonde sur une reaction obtenue au moyen du reactif

de Nessler mesuree au colorimetre.



18 DEVELOPPEMENT DES TISSUS VEGETAUX CULTIVES IN VITRO DANS SES RAPPORTS

Prises pour le dosage de Pazote total

Les prises de 30 ä 40 mg sont pesees ä la balance Mettler, puis transportees direc-
tement dans les tubes ä mineraliser speciaux portant des graduations pour 35 ml et
50 ml. On place au fond de chaque tube une pincee de catalyseur de Dumazert et
Marcelet au selenite de Mercure.

Prises pour le dosage de Pazote proteique

Chaque prise de 60 ä 100 mg est deposee sur la plaque poreuse d'un tube d'Allihn
No. 4. Chacun d'eux est ensuite dispose au-dessus d'une eprouvette.

Elimination de Pazote soluble

Les tubes d'Allihn sont alors remplis d'une solution normale d'acide trichlo-
racetique [16,5%]. Lorsque la filtration est terminee, on entraine les particules restees

sur les parois des tubes, on les remplit ä nouveau et on laisse filtrer. On repete l'opera-
tion une troisieme fois et si besoin est une quatrieme fois, c'est-ä-dire jusqu'a ce que
le filtrat soit incolore. Ces operations se deroulent ä la chambre froide.

Mineralisation de Pazote total

Cette methode permet de traiter 24 echantillons simultanement.
La mineralisation s'opere en plaqant les tubes dans un portoir en laiton. On a eu

soin d'introduire dans chaque tube 3 ml d'acide sulfurique pur. La plaque de base du

portoir est creusee de petites hemispheres dans lesquelles s'adaptent le fond des

tubes. Le portoir est place sur un rechaud et on commence la mineralisation ä la
veilleuse pendant une heure, puis on augmente la flamme pendant 2 ä 3 heures jusqu'ä
ce que le contenu des tubes soit limpide. On laisse refroidir puis on introduit delicate-

ment dans chaque tube 0,25 ä 1 ml d'eau oxygenee. On remet ä chauffer pendant une
heure.

Mineralisation de Pazote proteique

On entraine le residu reste sur le filtre d'un jet de pissette et on le recueille dans un
tube ä mineralisation oil l'on depose egalement une pointe de spatule de catalyseur.
On ajoute 3 ml d'acide sulfurique pur puis on evapore l'eau ä l'etuve ä 160° C.

Apres quoi on pratique la mineralisation comme pour l'azote total.

Tubes temoins et courbe etalon

Au cours des operations precedentes on a egalement prepare deux tubes temoins

qui contiennent:
du selenite de Mercure (Catalyseur de Dumazert et Marcelet)
du sulfate d'Ammonium.
On a prepare au prealable une solution de sulfate d'Ammonium ä 1000 gamma

d'azote par ml. soit 4,716 g de SO 4 (NH4)2 desseche ä l'etuve dans un litre d'eau distil-
lee.
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On effectue ensuite des prises de maniere ä avoir des dilutions donnant: 20, 40,

60, 80, 90, 100, 120 et 150 gamma d'azote. On complete le volume au premier trait de

chaque tube soit 35 ml puis on ajoute ä chacun 15 ml de reactif de Nessler. Les mesures

permettent de representer le graphique etalon.

Lecture et determination des quantites d'azote

Les tubes ä mineralisation sont repris apres refroidissement et leur contenu est

dilue avec de 1'eau distillee jusqu'au trait de 50 ml avec les memes precautions que

pour les temoins. II reste ä prelever ä la pipette de precision les prises d'essai que l'on
porte dans un tube ä mineralisation. On complete avec de l'eau jusqu'au premier trait
(35 ml) puis avec 15 ml de reactif de Nessler (2me trait). Les prises d'essai doivent etre
telles que la coloration mesuree au colorimetre soit comprise entre les deux valeurs

extremes des tubes temoins. Les lectures sont faites avec le meme tube du colorimetre

pour chaque prise d'essai et les quantites d'azote sont obtenues par comparaison avec
le graphique etalon. On calcule ensuite le nombre de gamma d'azote contenu dans

50 ml puis par mg de poids sec.

D) Dosage des sucres

Le dosage du glucose dans le milieu de culture etait fait selon la methode de

Bertrand [6], Le dosage des sucres intratissulaires qui est beaucoup plus long et

delicat a ete realise selon la methode dite des trois sucres (glucose, fructose, saccharose)
telle qu'elle a ete appliquee par Goris avec une formule qui permet de trouver rapide-
ment les quantites recherchees.

Extraction

Les tissus, apres avoir ete peses et coupes en fragments d'environ 100 mg sont

tout d'abord stabilises par de l'alcool ä 95 bouillant dans un volume correspondant
ä 5 fois le poids de matiere fraiche. L'ebullition moderee est maintenue pendant 20 ä

30 minutes. lis sont broyes au moment du dosage sur une plaque de verre puis
soumis ä un epuisement par l'ethanol 90. utilise ä raison de 5 fois le poids du tissu.

Cette operation se fait ä chaud pendant 1 ä 2 heures dans un ballon plonge dans l'eau
d'un bain-marie. Le contenu est verse bouillant sur un filtre de Büchner dispose sur
une hole ä vide. On essore le residu et on recommence deux fois l'operation. On
termine par une extraction a l'alcool 60. et une ä l'eau. Toutes les solutions sont
distillees au bain-marie ä une temperature voisine de 50°C, en s'aidant du vide. Nous
avons utilise un appareil rotatif type Büchi. On evapore jusqu'ä ce que l'on obtienne

une liqueur sirupeuse epaisse.

Preparation d'une solution convenable pour le dosage

Le residu est repris par de petites quantites d'eau de fagon ä obtenir finalement
20 ä 50 ml. Cette solution est defequee par de l'acetate de Plomb basique qui est intro-
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duit goutle ä goutte en agitant fortement le recipient. Nous avons utilise le plus

souvent un tube ä centrifuger de maniere ä eviter un transvasage superflu. On centrifuge

pendant 15 minutes ä 2500 t/min. Apres quoi on verifie si la precipitation a ete

complete par adjonction de quelques gouttes d'acetate de Plomb. Si ce n'est pas le cas,

on repete l'operation. Nous utilisons en general environ 1,2 ml de solution defequante

pour une masse tissulaire d'environ 10 g. Le precipite est remis en suspension dans

un peu d'eau afin de le laver puis on le soumet ä une nouvelle centrifugation de

quelques minutes. Si l'on ne poursuit pas les operations immediatement, pour une
bonne conservation, il faut prendre soin d'acidifier faiblement la solution sucree

jusqu'ä un pH de 5 par quelques gouttes d'acide acetique en suivant avec un papier
indicateur. Avant de faire les dosages proprement dit, il faut encore eliminer les sels

de Plomb. On y parvient en ajoutant ä la solution du sulfate de Sodium anhydre

jusqu'ä fin de precipitation, ä raison d'environ 0,25 g pour 1 ml d'acetate de Plomb,

un exces de ce sei ne genant pas les operations ulterieures.
On agite bien la solution puis on centrifuge jusqu'a ce que le liquide soit tout

ä fait limpide. Dans ce cas aussi, il est necessaire de verifier si la precipitation a ete

totale avant de poursuivre les operations et il faut laver le precipite, le remettre en

solution, centrifuger et ajouter le surnageant ä la solution. Cette derniere est alors

reduite ä un volume determine par concentration sous vide ä l'appareil ä distiller
rotatif, en dessous de 60°C. Les quantites de sucre etant faibles, nous amenions le

volume ä 21 ml.

Dosage

Le principe du dosage consiste ä faire trois determinations. Une lecture polari-
metrique et deux mesures du pouvoir rdducteur, l'une avant, l'autre apres dedou'ble-

ment du saccharose.

La solution sucree obtenue comme nous l'avons indique est versee dans le

tube de 20 cm d'un polarimetre dont on mesure la deviation soit or. Nous avons
utilise un appareil Kern. Ensuite sur une partie aliquote (10 ml) on determine la

quantite de sucres reducteurs par la methode de Bertrand, soit p ce resultat exprime en

sucre interverti. Le reste de la solution est soumis ä l'hydrolyse enzymatique au moyen
d'une solution d'Invertase Analytical Difco. Nous ajoutions en pratique 1 k 2 ml
d'une solution de 10 ml. (k 0,1) puis nous laissions la fiole soigneusement bouchee

pendant une nuit ä l'etuve ä 37°C. Puis un nouveau dosage donne la somme des sucres
reducteurs initiaux et du saccharose inverti soit p'.

Connaissant le poids n de tissu frais et le volume v de la solution sucree, on peut
calculer la deviation polarimetrique d'une solution contenant dans 100 ml les glucides
solubles de 100 g de tissu frais analyse soit A.

71
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D'autre part on peut determiner P, la quantite de Sucres reducteurs contenus
dans 100 g de tissu frais:

p 100
P

71

et P', la somme des Sucres reducteurs initiaux et du saccharose inverti correspondant
ä 100 g de tissu frais:

71

Pour obtenir facilement le pourcentage de chacun des trois sucres, Goris a

etabli une formule simple en fonction des trois valeurs precedentes et des pouvoirs
rotatoires specifiques qui lui permettait d'obtenir la concentration en glucose des

tissus. Quant au fructose, il est deduit par difference entre la quantite des sucres
reducteurs P et celle du glucose. Le saccharose resulte de la difference des valeurs
P' — P multipliee par le coefficient 0,95 qui est le rapport du poids moleculaire du
saccharose et du sucre interverti.

On obtient le poids de sucre dans 100 g de tissu frais:

1

Glucose. x (50 A + 154,51 P — 63,21 P')
144,05

Fructose, y P — x
Saccharose, z (P' — P) 0,95

Les lectures polarimetriques sont difficiles ä obtenir avec une grande exactitude. Le

pouvoir reducteur, par contre, est determine avec precision.

E) Dosage des chlorophylles

La methode de Comar et Zscheile [10] permet par un simple calcul d'obtenir
les quantites de chlorophylle a et b en partant d'une seule solution. Cette methode

appliquee au dosage des chlorophylles d'algues unicellulaires peut s'adapter au

dosage de ces pigments extraits des tissus cultives in vitro.

Preparation de Pextrait

Nous utilisions 5 ä 8 g de tissus frais qui etaient deposes dans un mortier immedia-

tement apres la pesee. Apres avoir ajoute une pointe de spatule de carbonate de

Calcium pour neutraliser l'exces eventuel d'acides organiques pouvant hydrolyser la

chlorophylle, on recouvre les tissus de sable de quartz que l'on humecte ensuite au

moyen d'un peu d'acetone. On commence ä broyer les tissus et l'on veille ä ce que le

sable soit toujours humide en ajoutant de temps en temps de l'acetone. II ne doit
cependant pas y avoir un exces de solvant surnageant au-dessus du sable. Apres le
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broyage, il faut rincer le pistil ä l'acetone et transporter tout le contenu du mortier
dans un tube ä essai ä travers un entonnoir ä large col. On rince ensuite completement
le mortier et l'entonnoir avec de petites quantites d'acetone et on abandonne le

melange pendant au moins deux heures ä la chambre froide.
Dans un cylindre ä vide on dispose un tube ä essai surmonte d'un petit entonnoir.

On pose le couvercle sur le cylindre et on y adapte un entonnoir de Büchner muni
d'un papier-filtre. On humecte le filtre au moyen de quelques gouttes d'acetone puis
on transvase tout le contenu du tube maintenu au froid: sable et solution acetonique.
11 faut prendre garde de bien etaler le sable sur toute la surface du filtre au moyen d'une
baguette de verre et de le laver plusieurs fois ä l'acetone jusqu'ä ce qu'il retrouve sa

couleur rose.
Le filtrat n'est pas toujours limpide: il peut contenir du sable et des proteünes

qui ont flocule. On le filtre ä nouveau (Papier Schleicher et Schüll no. 575). Cette
operation se fait alors au-dessus d'une ampoule ä decanter de 200 ml. Avant de

continuer, il est necessaire de laver le papier-filtre trois fois ä l'acetone pour entrainer
la chlorophylle qui a ete adsorbee.

On peut alors ajouter dans l'ampoule ä decanter 10 ä 20 ml d'ether de petrole pur
ou d'hexane. Cette quantite doit etre au moins la moitie du volume d'acetone. Puis on
lave six fois ä l'eau distillee en evitant d'emulsionner la solution, afin d'eliminer
l'acetone.

On recueille ensuite la solution de chlorophylle qui a passe dans l'ether de

petrole ou l'hexane dans un tube ä essai dans lequel on a depose une pointe dc spatule
de sulfate de Sodium. Puis on rince l'ampoule ä decanter deux fois avec 1 ä 2 ml de

solvant pur. La solution doit reposer 1 ä 2 heures ä temperature ambiante jusqu'ä ce

qu'elle soit parfaitement limpide. La solution est alors completee ä un volume
determine de fa?on ä obtenir une densite optique comprise entre 0,2 et 0,8 ä la
on gueur d'onde de 660 millimu.

1 Dosage

La determination quantitative est realisee au moyen des formules de Comar apres
lecture au spectrophotometre. Nous avons utilise l'appareil Beckmann modele DU.
On remplit les cuves de 1 cm du spectrophotometre avec les solutions ä doser en

ayant rempli l'une d'elles avec du solvant pur qui sert de temoin ä blanc. Puis on
procede aux lectures qui sont faites aux longueurs d'onde suivantes:

6400, 6425, 6450, 6475, 6625 Angström
Les manipulations sont faites rapidement en raison de l'evaporation du solvant.

Soient D 6600 et D 6425 les densites optiques aux longueurs d'onde respectives de

6600 et 6425 Angström.
Les concentrations de chlorophyile a et b se calculent ä partir des donnees au

moyen des formules suivantes:

Chlorophylle a: 9,93. D 6600 — 0,777. D 6425 mg/litre d'ether de petrole.
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Chlorophylle b: 17,7. D 6425 — 2,81. D 6600 mg/litre d'ether de petrole.
II ne reste plus qu'ä rapporter ces valeurs au poids de tissu frais.

F) Mesure des echanges gazeux

La mesure des echanges gazeux a ete realisee ä l'aide de la methode manometri-

que de Warburg. En utilisant cette methode et 1'appareillage qui lui est propre, nous

avons essaye de determiner la photosynthese des tissus chlorophylliens comme on le

fait pour des cultures d'algues par exemple. Par la suite, nous avons encore utilise cette
methode afin de mesurer les echanges gazeux respiratoires ä titre de comparaison.
Cela nous permettait de mesurer des actes physiologiques differents dans des conditions
assez semblables. A la methode manometrique s'oppose la methode eudiometrique
qui parait beaucoup plus fine ainsi que Lioret [48] Fa precise encore recemment. Les

erreurs attachees ä la premiere methode proviennent surtout d'une diffusion gazeuse
incomplete. Nous avons eu cependant la possibility d'efifectuer de nombreuses mesures

avec l'appareil de Warburg qui nous ont donne des resultats satisfaisants. Les premiers
essais ont ete realises avec l'appareil de Braun modele SL rectangulaire. Par la suite,
nous avons utilise l'appareil Braun modele W circulaire equipe d'un dispositif special

pour la photosynthese comportant une cuve en plexiglas et un cadre portant huit
tubes fluorescents Philips TL 20 ä reflecteur incorpore. Nous obtenions de cette

fagon un eclairement de 4760 lux ä 20 cm.*) L'appareil etant place dans une chambre

noire, il etait possible de passer inmediatement d'une periode eclairee ä une periode
obscure ou vice versa. Les holes ont ete faites specialement pour cet usage.

Mesure de la respiration

Choix d 'une solution ou s 'effectuent les mesures

Les poids de tissus utilises etant particulierement grands et afin que le volume

gazeux soit süffisant, il etait necessaire d'employer des holes speciales. Le volume
de ces holes est d'environ 35 cm3.

La solution de mesure comprenait 1 partie de melange tampon et 9 parties de

solution de Heller.

Melange tampon adapte de Sörensen: KH2P04 M 8 parties 1

Na2HP04 M 2 parties J
P ' ~ '

Operations

Les tissus etaient choisis apres 3 semaines de culture environ ou un temps
convenable eventuellement plus long. Apres avoir ete pesees, les colonies etaient
immediatement introduites dans les holes.

* Amplitude d'agitation 5 cm; frequence: 80 oscillations/min.
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Trois fioles etaient preparees contenant l'une 15 ml. et les autres 10 ml. de

solution de mesure. La premiere sert de thermobarometre. On introduit 0,3 ml. de

KOH 20 % dans le tube excentrique de la deuxieme fiole. On y place egalement un

morceau de papier filtre de 2 x 2 cm. plisse en eventail pour etaler la potasse sur une
plus grande surface. On depose sur le fond de la fiole les tissus et on complete le

volume ä 15 ml. avec du milieu de mesure en admettant que le poids specifique des

tissus est de 1.

Dans la troisieme fiole on ne met pas de potasse mais on introduit seulement les

tissus et on complete le volume ä 15 ml. avec du milieu de mesure.
Nous disposions generalement deux series de trois fioles sur les supports de

1'appareil. Les couvercles doivent etre enduits de graisse ä joints ou de silicone et

adaptes aux fioles respectives. Puis ces dernieres doivent enfin etre fixees aux mano-
metres correspondants. La temperature du bain thermostatique etait de 25°C.

Les manometres Etaient ensuite mis en mouvement et les robinets etaient main-
tenus ouverts. Ceci constitue la periode de stabilisation qui durait 20 minutes. Apres
quoi les robinets etaient fermes et les lectures etaient faites toutes les 10 minutes

pendant une heure.

Mesure de la photosynthese

Choix d'urte solution oil s'effectuent les mesures

Les cellules sont mises en contact avec une solution de carbonate et de bicarbonate-
Ce melange tampon permet d'obtenir une pression partielle de C02 constante dans

l'espace occupe par les gaz ä l'interieur de la fiole de Warburg. Dans cette fiole la

pression partielle de C02 est constante dc meme que le volume de ce gaz. Les variations
manometriques enregistrees sont done Celles de la consommation d'oxvgene aux-
quelles peuvent s'ajouter ä la lumiere les valeurs positives du degagement d'oxygene
produit par la photosynthese.

Le melange tampon a un pH beaucoup plus eleve que celui du milieu de culture.
C'est pourquoi nous avons realise une experience en vue de verifier si un milieu
alcalin n'exer?ait pas d'action inhibitrice sur les tissus [voir p. 34],

Ceci nous a amene ä faire l'essai de plusieurs melanges tampons et plus particu-
lierement ä comparer leur pH [voir p. 34 et tableau 1]. Finalement, apres plusieurs
essais, nous avons adopte le melange d'Emerson-Chalmers dans les proportions
suivantes:

K2C03 0,1 M 15 parties

NaHCOg 0,1 M 85 parties

le pH est de 8,75.

Operations

Au cours des premiers essais, les tissus etaient decoupes en tranches de 1/2 mm.
d'epaisseur. Apres la pesee, les tranches etaient soit introduites directement dans les
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fioles de Warburg, soit lavees ä l'eau pour limiter l'oxydation superficielle inherente

au decoupage. Par la suite nous introduisions dans les fioles des colonies intactes,
ägees si possible de trois semaines pour les raisons enoncees plus loin (p. 53).
Dans ce cas egalement, nous mettions au prealable 10 ml. de milieu de mesure dans
les fioles. Nous completions ensuite le volume ä 15 ml. en admettant que le poids
specifique des tissus est de 1. Apres quoi les couvercles de fioles etaient soigneusement

adaptes et celles-ci fixees aux manometres correspondants. Le thermobarometre
etait prepare de maniere identique. Apres un temps d'equilibre de 20-30 minutes dans
le bain thermostatique ä 25°C, les robinets etaient fermes et les mesures des variations
de volume gazeux etaient notees toutes les 10 minutes ou dans certains cas toutes les

15 minutes.

Calcul de Voxygene libere

Nous avons suivi la methode generale dont nous donnons le sommaire. Les

experiences comprennent en general 3 phases d'egale duree. C'est ce procede que
nous avons adopte. II s'agit d'une phase eclairee precedee et suivie d'une phase
obscure. En admettant que l'intensite respiratoire est constante, on mesure au cours
de la periode eclairee la valeur negative de la consommation d'oxygene ä laquelle
s'ajoute la valeur positive du degagement d'oxygene produit par la photosynthese.
Afin de diminuer l'erreur de mesure de l'intensite respiratoire, on calcule cette
derniere en faisant la moyenne entre deux lectures faites l'une avant et l'autre apres
la periode eclairee. Pour obtenir la valeur reelle de la photosynthese, on ajoute ä la

moyenne de l'intensite respiratoire la valeur de la photosynthese mesuree. Pour
simplifier le calcul on peut utiliser la formule proposee par Stauffer [64] qui permet
de tenir compte du sens negatif ou positif des valeurs des echanges gazeux ä la

lumiere.

Chapitre III. — INTRODUCTION AUX EXPERIENCES

1. Role de quelques facteurs externes sur la croissance.

Questions posees:

Effet du glucose offert

Cette question concerne un domaine qui a ete etudie dans les debuts des recherches

sur la nutrition des tissus cultives in vitro et en particulier dans les travaux de

Gautheret [15, 19]. Ces derniers ont ete effectues en cultivant les tissus sur des milieux
dont la source glucidique etait le saccharose, alors que nous avons utilise le glucose
dont la valeur nutritive est un peu plus faible mais qui a l'avantage d'etre un ose

simple.
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On pouvait done se demander quel etait l'effet de ce glucide sur des colonies
tissulaires. Nous avons choisi comme materiel d'etude une souche de tissu cambial de

Carotte et une souche de Crown-gall de Scorsonere. Leurs colonies ont des caracteres
tres differents mais presentent l'avantage de se cultiver facilement et assez rapidement.
Lorsqu'on precede ä l'entretien de ces souches tissulaires, on ne leur fournit pas la
meme dose de Sucre. Le milieu de culture sur lequel les tissus de Carotte sont entre-
tenus contient 2% de glucose; celui que Ton utilise pour une souche de Crown-gall de

Scorsonere en contient 5 %.

La premiere question que nous nous sommes posee etait de rechercher quelle
pouvait etre l'influence de doses de plus en plus elevees de glucose sur la croissance
des tissus choisis. II etait done possible de comparer le comportement de ces derniers
entre eux. On sait d'apres les premiers travaux [15] que le saccharose offert en doses

de plus en plus fortes ä des tissus de Carotte determine un maximum de croissance ä

3 %. On sait aussi que ces tissus ne proliferent pas en 1'absence d'une source glucidique.
II etait interessant de savoir quelle etait la plus petite dose capable de determiner une
croissance appreciable.

Effet de la lumiere

II etait interessant de savoir quelle etait finfluence de la lumiere sur les tissus

que nous avions choisis. Pour cela il etait necessaire de faire un choix et de determiner
des conditions experimentales constantes. Nous avons pu realiser ces conditions dans
des cabines climatisees dont l'eclairage etait defini et identique dans tous les cas
etudies. II est evident que lorsqu'on se pose cette question il faut tenir compte de la

nature plastidaire des tissus. Nous indiquerons cela plus loin. Mais d'emblee on
pouvait s'attendre k observer les effets de la photosynthese dans les cas les plus
favorables.

On sait que le tissu cambial de Carotte prolifere bien en lumiere diffuse. II en

est de meme pour les tissus de Crown-gall de Scorsonere. 11 fallait encore savoir si

des tissus cultives entierement ä l'obscurite ou ä la lumiere contrölee presenteraient
une croissance tres differente ou au contraire identique, voire analogue. A priori on
peut attribuer un role ä la photosynthese mais il faut encore savoir si eile se manifeste
reellement et si cette fonction est significative. Un choix a done dü etre fait quant ä la
duree d'eclairement. Nous n'avons pas etudie la croissance en fonction de la qualite
de la lumiere ni en fonction de la duree d'eclairement car cela nous aurait considerable-
ment complique nos experiences. Nous avons decide de donner une lumiere discontinue

aux tissus e'est ä dire une periode quotidienne de 14 heures d'eclairement et
une de 10 heures d'obscurite.

Nous avons signale divers travaux realise dans ce sens, en particulier ceux
dont les resultats demontrent l'effet de la lumiere sur le contenu glucidique des tissus.
Nous avons tenu ä verifier certains de ces resultats. Nous avons utilise pour cela les

souches tissulaires que nous entretenions.
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On pouvait penser que Ies tissus ne seraient pas indifferents aux effets de la
lumiere. Nous voulions d'abord nous assurer que tel etait bien le cas pour ensuite
mettre en evidence les relations qui pouvaient exister entre l'apport d'un glucide
exogene et Taction de la lumiere.

Effet de la combinaison des facteurs glucose et lumiere

La troisieme question qui a Oriente la partie experimentale est de savoir quelle
est Taction de doses de plus en plus fortes de glucose combinees ä la presence ou ä

Tabsence de lumiere. II y a lä en eflfet une reunion de deux groupes de facteurs qui
peuvent influencer la croissance d'une maniere importante. Deux raisons nous ont
conduit ä poser cette question. C'est du reste en faisant intervenir simultanement ces

deux types de variables que nous avons fait nos experiences.
Premierement les tissus sont consideres comme etant carboheterotrophes

puisqu'on leur fournit du glucose. Deuxiemement les tissus qui sont capables de

verdir sous Teffet de la lumiere peuvent presenter, face ä Toffre de glucose, des

reactions differentes ou au contraire semblables ä celles que manifestent des tissus

cultives ä Tobscurite. En d'autres termes ils seraient sensibles ou indifferents k Taction
de la lumiere.

Comme nous Tavons dejä dit, Toffre de glucose determine un optimum de

croissance ä une dose determinee. Pour les tissus cultives en lumiere diffuse, nous
voulions savoir si cet optimum se manifestait aussi bien pour les tissus maintenus ä

Tobscurite que pour ceux qui etaient cultives k la lumiere. Et dans cette eventualite,
s'il correspondait ä la meme dose de glucose dans les deux cas.

Par le fait que nous soumettions les tissus aux deux groupes de facteurs: glucide-
lumiere partielle et glucideo-bscurite complete, ('interpretation des resultats s'en

trouve plus compliquee, mais c'est bien sous cette forme combinee que les reactions
sont les plus frappantes.

II etait egalement important de suivre Involution de la nutrition glucidique dans
des conditions experimentales bien determinees et toujours semblables, ainsi que nous
le preciserons plus loin. C'est pour ces raisons que nous avons utilise un eclairage
artificiel et constamment identique ainsi qu'une temperature invariable.

La comparaison des resultats devait par consequent nous permettre d'apprecier
Tintervention de la photosynthese in vitro.

2. Role de la nature des tissus en fonction des questions posees.

Questions corollaires:

Tissu chlorophyllien

Le choix d'un tissu chlorophyllien nous permettait d'efifectuer des mesures de

croissance en relation avec la dose de sucre d'une part et la lumiere ou Tobscurite
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d'autre part. 11 s'agissait done de savoir si un tissu chlorophyllien reagirait de maniere

analogue ou parallele lorsqu'on le cultive ä la lumiere et ä l'obscurite sur des milieux
dont la concentration en glucose variait de 1 ä 6%.

Si le tissu etait place dans des conditions d'eclairement artificiel, on pourrait le

forcer ä developper son plastidome, done attendre des resultats plus caracteristiques
et peut-etre differents de ceux que Ton connaissait dejä au sujet de l'utilisation du

glucose. Cela nous a conduit ä poser d'autres questions: dosage des chlorophylles,
photosynthese, par exemple.

a) Dosage des chlorophylles

Puisque Ton obtient en chambre climatisee un verdissement assez appreciable du
tissu cambial de Carotte et superieur ä celui que Ton observe si on maintient ce tissu
ä la lumiere solaire diffuse ou indirecte, il etait necessaire de determiner sa teneur en

chlorophylle. Cela permettait dejä de preciser si ces colonies peuvent etre en mesure
de realiser un acte photosynthetique, uniquement sur la base des pigments qu'elles
contiennent. Etablir une comparaison avec la teneur en chlorophylle des tissus

foliaires ne parait pas valable ä cause de la dissemblance importante qui existe entre
les associations cellulaires considerees, ainsi que leur degre de differentiation.

Toutefois une indication sur l'etat chlorophyllien du tissu cambial de Carotte
dans nos conditions d'experience etait indispensable et nous avons entrepris des

dosages.

b) Photosynthese et respiration

Le fait d'utiliser des tissus qui verdissent ä la lumiere et qui possedent done une

quantite de pigments chlorophylliens mesurable ne permet pas de savoir si l'activite
photosynthetique depasse le point de compensation. II fallait done entreprendre des

mesures de photosynthese. Si ces mesures sont tres faciles ä realiser avec l'appareil de

Warburg sur des Algues unicellulaires, elles le sont beaucoup moins sur des tissus
cultives in vitro. De nombreuses objections theoriques et pratiques s'y opposent.
Elles ont ete recemment encore soulignees par Lioret [48]. Cependant des mesures
sont possibles et meme si elles ne rendent que partiellement compte des phenomenes

physiologiques elles sont tres utiles. Nous n'avons toutefois pas utilise de colonies
dissociees. Ces mesures portent d'une maniere classique sur les variations d'Oxygene
au cours d'une phase eclairee situee entre deux phases obscures. Une nouvelle

question se pose au sujet de la variation manometrique pendant les phases obscures.

Cette variation qui se traduit par une diminution d'Oxygene dans l'enceinte de mesure,
done par une absorption tissulaire, correspond-elle ä la valeur de la respiration
mesuree dans les conditions habituelles? En effet, l'emploi de l'appareil de Warburg
necessite l'immersion des tissus dans des solutions tampon qui ne sont pas les memes
si l'on desire etudier la respiration ou la photosynthese. Or la respiration est estimee par
difference entre les variations manometriques issues d'une fiole dans laquelle le
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gaz carbonique est absorbe et celles qui proviennent d'une fiole dans Iaquelle les

echanges gazeux sont libres. La photosynthese est estimee par une autre methode dans

Iaquelle l'anhydride carbonique est maintenu constant au moyen d'un melange tampon

carbonate-bicarbonate. Cette solution qui sert de milieu pour les mesures est

differente du milieu de culture, son pH est tres eleve. C'est pourquoi nous avons
voulu comparer les valeurs de la respiration, manifestee dans les conditions de mesure
de la photosynthese ä celles que l'on obtient normalement.

c) Role d'un milieu fortement alcalin

Ainsi que nous venons de le dire, les mesures de photosynthese s'effectuent dans

un milieu fortement alcalin. Comme les operations durent environ deux heures, on
pouvait se demander si ce milieu n'allait pas influencer les fonctions physiologiques et
fausser encore les resultats. La culture du tissu cambial de Carotte se fait sur un
milieu acide (pH 5,5), il etait done important de savoir si un milieu alcalin avait une
action defavorable sur celui-ci. Nous devions en particulier nous assurer qu'un milieu
de culture tamponne ä un pH eleve n'etait pas toxique. Pour repondre ä cette question
nous avons dü cultiver des explantats issus d'une souche de Carotte sur un milieu
tamponne ä pH 9.

Tissu de Crown-gall non chlorophyllien

Les questions generates que nous nous sommes posees s'appliquaient en premier
lieu ä un tissu chlorophyllien. II etait interessant d'avoir des indications sur le

comportement d'un tissu non chlorophyllien, c'est ä dire un materiel biologique de

reference et d'etablir ainsi des comparaisons. Quelle serait la croissance d'un tel tissu

en fonction d'une dose de glucose de plus en plus forte, quelle serait l'influence de la
lumiere ou de l'obscurite? Nous avons tout d'abord choisi un tissu facile ä cultiver et

permettant de realiser des experiences comparables ä celles que nous avions commen-
cees avec les tissus de Carotte, c'est ä dire une souche de Crown-gall de Scorsonere.
Ces tissus ne verdissent pas ä la lumiere, ils se cultivent aisement et meme plus
rapidement que ceux de Carotte. Le fait qu'il s'agit de tissus tumoraux dispense de

leur founir un facteur de croissance mais par contre cela ne permet pas d'etablir des

comparaisons tres rigoureuses. Nous avons dejä Signale que le milieu de culture
confectionne pour l'entretien de cette souche contient davantage de glucose (5 % au
lieu de 2%). Cette difference tient compte de la croissance optimum des tissus qui
ne se manifeste done pas avec une dose identique de sucre. Cela indique une
dissemblance supplemental entre les deux regimes proposes.

Tissus carotenogenes

Nous esperions utiliser un tissu dont les caracteres cytologiques et physiologiques
se rapprochent encore plus de ceux du tissu cambial vert de Carotte. Nous avons alors

Archives des Sciences. Vol. 20, fasc. 1, 1967. 3
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choisi une souche tres carotenogene de ce meme tissu qui a ete isole par Eichenberger
[13] consideree comme etant le resultat d'une mutation. Ce tissu est de meme nature,
de meme origine et se cultive egalement en presence d'un facteur de croissance.

Toutefois on ajoute au milieu de culture 5 % de glucose au lieu de 2 %. En vue d'utiliser
cette souche pour une experience, nous avons dü proceder ä des repiquages frequents
en raison de sa nature noduleuse. En effet, la souche de tissu cambial vert de Carotte

que nous utilisions nous donnait des colonies compactes susceptibles d'etre decoupees

en explantats faciles ä calibrer. La souche carotenogene proliferait tres bien mais elle

ne donnait pas de colonies charnues. Ces dernieres paraissaient plutot composees, c'est
ä dire constitutes par un agregat de nodules dont la cohesion etait fragile. Elles
etaient done impropres, dans cet etat, ä etre utilisees pour fournir un grand nombre
d'explantats calibres. Nous avons done repique cette souche fiequemment pendant
deux ans pour obtenir finalement des colonies compactes. C'est ce qui nous a permis
de realiser quelques essais complementaires.

En choisissant cette souche, nous nous sommes pose la question suivante: Quelle
est Taction de la lumiere et de Tobscurite sur la croissance des explantats?

Les resultats que nous attendions pouvaient etre rapproches assez aisement de

ceux que nous avions obtenus precedemment avec une souche chlorophyllienne.
Mais auparavant il etait necessaire de connaitre la nature des pigments plasti-

daires des colonies oranges. Nous avons fait quelques extractions qui nous ont fourni
des premieres indications. Par la suite, nous avons entrepris, en collaboration avec
G. Turian, [53] des analyses plus completes dont nous donnons les resultats resumes

en annexe. Les conclusions auxquelles nous avons abouti nous ont fourni un element
interessant pour comparer les effets de la lumiere et de Tobscurite entre une souche

verte et une souche orange de tissu cambial de Carotte.

Consommation de glucose et composition glucidique des tissus. (Effet du glucose utilise)

Une derniere question qui s'est presentee ä propos des tissus chlorophylliens de

Carotte etait la suivante: Quelle est la consommation de glucose de ces tissus Est-elle
la meme ä la lumiere et ä Tobscurite Est-elle invariable en fonction de la dose Offerte

Cette question est importante car eile permet de mieux saisir le role du glucose dans

la croissance ainsi que celui de la lumiere. On pouvait emettre les hypotheses suivantes:

Premierement, la consommation du glucose est la meme ä la lumiere et ä Tobscurite.

Deuxiemement, la consommation n'est pas la meme dans les deux cas. Elle pourrait
alors etre plus faible ä la lumiere qu'ä Tobscurite en raison de Tapport cause par la

photosyn these.

Parallelement, nous devions alors preciser la nature et le taux des glucides
solubles retrouves dans les tissus. Cela nous permettait egalement de faire une

comparaison avec les resultats obtenus par Goris [26] qui a etudie les transformations
glucidiques. Pour repondre ä cette serie de questions il etait necessaire d'adapter
les conditions experimentales, ainsi que nous 1'indiquerons plus loin.
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Chapitre IV — DESCRIPTION DES EXPERIENCES

1. Action du glucose sur des tissus verts de Carotte cultives ä la lumiere et ä Vobscurite.

Principe

Nous voulions etudier l'effet du glucose fourni en doses croissantes ä des explan-
tats exposes ä la lumiere ou maintenus ä l'obscurite.

Des fragments prepares ä partir d'une souche de tissu cambial de Carotte ont
ete mis en culture sur le milieu gelose de Gautheret. La source d'hydrate de carbone
a done toujours ete le glucose melange aux solutions nutritives dans les proportions
suivantes: 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 5; 6g%. Pour quelques experiences, nous avons
aussi utilise des doses plus faibles: 0,25; 0,5; 0,75 g%. Une moitie des fragments
etait cultivee ä la lumiere, l'autre etait mise ä l'obscurite.

Mode operatoire

Pour chaque dose de sucrc, nous utilisions 24 tubes de culture qui etaient repartis
en deux lots de 12 tubes chacun. L'un d'eux etait place ä la lumiere (14 heures par
jour), l'autre etait dispose dans des boites en bois ou en carton pendant toute la
duree de l'experience dans une cabine climatisee ä 23°C. *) Pour chaque experience

nous utilisions 18a 24 lots d'explantats prepares comme nous l'avons indique, e'est
ä dire 216 a 298 fragments de tissu au total.

La duree de culture a ete de 60 ä 63 jours pour les deux premieres experiences.
Ensuite, nous avons reduit cette duree ä 47 et 50 jours.

Nous avons realise une experience de ce genre qui nous donnait comme premiere
indication des resultats concernant le poids frais et le poids sec (A 110). Nous avons
voulu repeter cette experience pour en confirmer la validite. Or il s'est avere que cette
repetition livrait des resultats assez analogues mais non superposables (A 111). Ceci

nous a incite ä repeter encore ce type d'experience un certain nombre de fois (A 116 —-

A 119) si bien que nous disposions finalement de 6 resultats par condition expe-
rimentale, e'est ä dire des valeurs fournies par environ 72 explantats, tout au
moins pour toutes les doses de glucose comprises entre 1 et 4 g% ainsi que pour
5et6g%.

Expression des resultats

Pour chaque experience de ce type nous avons determine le poids frais de tout
explantat qui avait prolifere ainsi que le poids sec de l'ensemble de ces fragments.
Dans certains cas nous avons egalement pratique des dosages d'azote total et d'azote

1 Voir technique de culture, p. 16.
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proteique ä partir du materiel seche. Nous avons groupe les resultats de plusieurs
experiences puisqu'elles etaient comparables pour en faire des moyennes. Certains
tableaux ou graphiques coriespondent done ä une experience donnee ou ä plusieurs.x)

2. Action du glucose sur des tissus de Crown-gall de Scorsonere cultives ä la lumiere et
ä l'obscurite.

Principe

Nous voulions realiser une deuxieme serie d'experiences semblables aux pre-
cedentes mais plus particulierement en vue d'etablir des comparaisons avec les resultats
obtenus au moyen de tissus chlorophylliens de Carotte. Nous avons done utilise des

tissus provenant d'une souche de Crown-gall de Scorsonere. 11 s'agissait de cultiver
des explantats sur des milieux glucoses de 1 ä 6 g %, ä la lumiere et ä l'obscurite.

Mode operatoire

Chaque experience se deroulait de la meme fagon que celles que nous avons
entreprises avec des tissus de Carotte. Pour chaque concentration de glucose nous

preparions 24 tubes de culture selon les techniques habituelles, en disposant des

explantats calibres de tissus sur le milieu de culture solide. Ces tubes etaient aussi

repartis en deux lots dont l'un etait place entre deux tubes lumineux pendant 14 heures

par jour et l'autre dans des boites obscures, sur des rayons de la chambre climatisee

k 23°C.

Apres avoir obtenu les premiers resultats et pour des raisons que nous preciserons

plus loin, nous avons ete oblige de modifier legerement la taille et le poids des explantats.

Nous avons done decoupe dans les colonies initiales des fragments de 7 mm de

cote au lieu de 6 mm.
Tous les explantats qui avaient prolifere etaient peses separement puis tous ceux

d'un lot2) etaient reunis et desseches au four ä 97°C pour pouvoir ensuite determiner
leur poids sec.

Nous avons repete 4 fois cette experience afin d'en verifier les resultats. La
culture a dure pour la premiere 54 jours et pour les suivantes 45, 31 et 35 jours,
(exp. A 210-214).

3. Croissance comparee d'une souche carotenogene et d'une souche chlorophylienne de

tissus de Carotte.

1 Une analyse graphique des resultats individuels d'une experience a ete soumise ä

MIle V. Uehlinger, Dr es sc., statisticienne, que nous remercions ici vivement. La dispersion des resultats
itait suffisamment faible pour qu'il ne soit pas necessaire d'appliquer un test particulierpour toutes les

experiences, dont les resultats exprimes par des moyennes sont significatifs.
2 C'est-ä-dire ceux qui correspondaient ä une meme dose de glucose cultives soit ä la lumiere

soit ä l'obscurite.
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Premiere experience. Principe

Estimant que les colonies d'une souche carotenogene de tissu cambial de Carotte
(souche d'Eichenberger) etaient assez semblables aux colonies d'une souche verte que
nous utilisions, nous avons decide d'en comparer la croissance.

Nous avons fait un essai preliminaire qui consistait ä comparer le poids frais et le

poids sec de ces deux types de colonies. Comme il est assez difficile d'obtenir des

explantats calibres de tissus provenant de la souche carotenogene, soit parce qu'elles
sont souvent necrosees soit parce que les colonies sont un peu granuleuses, nous ne

pensions pas utiliser ces tissus pour des experiences quantitatives. Iis avaient par
ailleurs une proliferation relativement lente, ce qui n'est pas non plus sans rendre leur
emploi mal commode. Cependant, en vue de determiner la teneur en pigments de ces

tissus [52], nous avons dü repiquer la souche assez frequemment pendant ä peu

pres deux ans. Cela nous a permis d'obtenir des colonies plus compactes et moins

granuleuses. Nous n'avons fait que comparer, pour commencer, deux series d'explan-
tats. Pour les raisons que nous venons d'indiquer, nous ne disposions par au moment
voulu des deux souches pretes ä etre repiquees simultanement. C'est pourquoi nous

avons pese un certain nombre de fragments qui n'avaient pas le meme age mais qui
avaient atteint le volume maximum, c'est ä dire les parois du tube de culture.

Conditions experimentales

Milieu de culture: milieu de Heller solidifie par de la gelose (1 %).

Concentration de glucose: 5 %

Age des colonies :souche chlorophylienne: 57 jours
souche carotenogene: 77 jours

Les colonies etaient placees dans la chambre climatisee ä 23° C. Une moitie des

explantats de chaque souche etait cultivee ä la lumiere, l'autre etait maintenue ä

l'obscurite.

Deuxieme experience. Principe.

Nous avons ensuite realise l'experience suivante: A partir de chacune des deux

souches, trois groupes de 24 explantats ont ete prepares pour etre cultives en

presence de trois concentrations de glucose (3; 5; 6 g %) en vue de comparer le poids
frais et le poids sec de colonies de meme age.

Conditions experimentales

Milieu de culture: milieu de Heller solidifie par de la gelose (1 %).

Concentration de glucose: 3; 5; 6 g %.

Age de colonies: 58 jours.
Les tissus ont ete cultives en chambre climatisee ä 23°C selon les techniques

decrites. Un lot de 12 explantats pour chaque condition etait place ä la lumiere et un
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autre etait maintenu simultanement ä l'obscurite. II y avait done deux series de 36

tubes, pour cette experience.

4. Photosynthese d'une souche tissulaire de Carotte.

Principe

Afin de determiner le role de la lumiere sur les tissus chlorophylliens, nous avons
tente de mesurer l'intensite de leur photosynthese. Ces experiences ont ete accom-
pagnees d'une etude sur le comportement des tissus dans le milieu fortement alcalin
oil s'effectue la mesure. Nous avons en outre fait des dosages de chlorophylle de ces

memes tissus.

a) Dosage des chlorophylles

Nous avons dose les chlorophylles a et b des colonies de tissu cambial de Carotte

exposees ä la lumiere et cultivees dans les conditions decrites anterieurement [voir p.
15]. Les dosages n'ont pas ete effectues sur les tissus qui ont servi ä realiser d'autres
experiences car le prelevement d'une partie aliquote n'est pas possible mais sur ceux
dont nous entretenions regulierement la souche. Nous avons fait des dosages ä partir
de colonies d'äge variable issues soit d'un meme repiquage soit de repiqauges differents.
Nous n'avons pas recherche ä etablir systematiquement une correspondance entre la
production de chlorophylle et l'äge des colonies mais plutöt la composition pigmen-
taire des tissus ä la fin de nos experiences.

b) Effet d'un milieu de culture alcalin

Principe

Nous avons explique les raisons qui nous ont incite ä etudier l'effet d'un milieu
fortement alcalin sur la croissance des tissus. Nous avons compare la croissance de

colonies tissulaires de Carotte chlorophylliennes sur un milieu normal d'une part et

tamponne d'autre part ä un pH eleve. Nous avons done decide d'incorporer au
milieu de culture habituel le melange tampon que nous avons utilise pour effectuer nos
premieres mesures de photosynthese ä l'appareil de Warburg.

Mode operatoire

Au milieu de culture de Gautheret (milieu d'entretien, glucose 2 %), nous avons
ajoute la quantite convenable de melange tampon. Ce dernier etait sterilise ä part et

ajoute aseptiquement ä la solution gelosee pendant son refroidissement apres la
sterilisation ä l'autoclave.

Nous avons constate que si le melange tampon etait incorpore au milieu avant
le passage ä l'autoclave, l'effet combine d'un pH et d'une temperature elevee deter-
minait l'hydrolyse du glucose. II fallait done proceder k une sterilisation separee
de la solution nutritive et du melange tampon, puis ajouter ce dernier aseptiquement
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pendant que le milieu de culture etait encore liquide. L'adjonction du melange
modihait quelque peu l'equilibre ionique du milieu mais nous ne l'avons pas adapte
en consequence.

Le melange tampon que nous avons utilise etait le suivant:

K2C03 2,5 mMole/1.
NaHC03 9,75 mMole/1.

Une solution concentree etait preparee et sterilisee ä 120°C pendant 20 min.
puis ajoutee ä raison de 10 ml par litre de milieu. Le milieu-temoin etait simplement
preleve sur la solution nutritive aussitot qu'elle etait sortie de l'autoclave apres une
sterilisation de 20 minutes ä 115°C.

Le pH du melange tampon etait de 9,1; celui du milieu tamponne etait de 8,67 ä

34°C.

Les explantats ont 6te prepares selon la technique habituelle et ont ete laisses

39 jours ä la lumiere diffuse. Nous avons ensuite determine le poids frais de chaque
explantat qui avait prolifere et le poids sec de l'ensemble de ceux-ci pour chaque
condition.

c) Mesures de la photosynthese.

Principe.

Nous voulions estimer la valeur des echanges gazeux des tissus de Carotte places
dans les conditions de mesure de la photosynthese. Nous avons applique la methode
directe de Warburg avec l'appareillage adequat dejä decrit [voir p. 24], et avons
mesure la consommation d'oxygene au cours de deux periodes obscures encadrant

une periode eclairee.

Mode operatoire.

Nous avons realise 15 essais differents dont seuls quelques-uns nous ont fourni
des resultats favorables et que nous donnerons plus loin.

Les experiences n'etaient pas chaque fois identiques, c'est pourquoi nous en

indiquons sommairement le plan.
Le premier essai (B 110) a ete fait de la maniere suivante:

Une colonie etait coupee au microtome ä main en tranches de Yi mm d'epaisseur
environ. Ces tranches etaient lavees ä l'eau distillee plusieurs fois puis laissees immer-

gees une nuit et rincee finalement une k deux fois. Nous pesions apres essorage delicat
300 mg de tissus que nous plongions dans 2,7 ml de solution tampon d'Emerson-
Chalmers [14]: K2C03/NaHC03 0,1 M.

Pour les deux experiences suivantes (B 111 et 112) nous avons double le volume
du milieu dans lequel s'effectue la mesure. Nous avons depose dans deux holes 500 mg
et dans deux autres 1000 mg de tissus decoupes en tranches. Nous avons aussi intro-
duit dans une hole une colonie entiere.
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Au cours d'une autre experience (B 113) nous avons egalement decoupe des

colonies en tranches que nous avons ensuite lavees dans une solution de tampon
phosphate avant de les mettre dans le tampon carbonate-bicarbonate.

Estimant que le volume du milieu dans lequel s'effectuent les mesures n'etait
pas süffisant, nous l'avons porte d'abord de 3 ä 6 ml puis pour les trois experiences
suivantes ä 12 ml. (B113, 114, 115). Nous avons aussi reduit le temps de lavage des

tissus ä deux heures.

Par consequent, ä partir de la sixieme experience (B116), nous avons utilise
uniquement des colonies entieres de plus de 1 g, ägees environ d'au moins 44 jours.
Le volume total de liquide par hole etait de 15 ml. Considerant que les manipulations
de decoupage et de lavage ne permettaient pas de rendre compte de l'acte physiolo-
gique global accompli par des tissus intacts, nous y avons renonce.

Par la suite ,nous avons change la composition du melange-tampon car en nous
basant sur les travaux de Heller [33], nous avons constate que la solution que nous
utilisions avait une concentration en ions K+ et Na+ trop elevee. Nous avons realise
diverses solutions que nous avons melangees dans des proportions differentes. Nous
avons ensuite effectue des mesures de pH (Voir tableau 1).

Pour la septieme experience (B 117), nous avons utilise deux colonies entieres
de 0,342 et 0,506 g immergees dans le melange de Stauffer (Na2C03 — NaHCOj
0,1 M, dans les proportions 5:95).

Au cours d'une autre experience, (B 119) nous avons essaye les trois solutions
tampon suivantes:

a) Solution de Pratt modifiee KHC03 — NaHC03 (no. 5)

b) Solution d'Emerson-Chalmers modifiee K2C03 — NaHC03 (no. 6)

c) Solution dc Stauffer modifiee Na2C03 — NaHC03 (no. 4).

Nous avons egalement tente d'obtenir des solutions dont le pH soit moins
clove. Nous y sommes parvenu en ajoutant ä celles-ci un agent chelateur sous la forme
du sei de Sodium d'ethylene diamine tetracetique (EDTA).

Pour l'experience B 120, nous avons prepare les milieux de mesure suivants:

a) Solution tampon K2C03 0,138 g/1 pH 6,14

NaHC03 0,823 g/1

Solution nutritive glucosee a 2 %
Solution d'EDTA 100 cc d'une solution 0,1 M

b) Solution tampon idem
Solution d'EDTA idem

pH 6,72 (no. 7)

c) Solution tampon idem pH 8,50

Nous avons immerge 4 colonies dans des fioles contenant du milieu a) et 3

colonies dans d'autres, contenant du milieu b) et c), pour faire des mesures ä l'appareil
de Warburg.



AVEC L'UTILISATION DU GLUCOSE ET L'ACTION DE LA LUMIERE 37

Nous avons encore repete cette experience en y apportant quelques modifications
(B121). Nous avons utilise les solutions n°7 avecdes proportions un peu differentes qui
avaient un pH de 7,50 et 6,04 respectivment, ainsi que la meme sulution sans EDTA.

Enfin, pour les trois dernieres experiences, nous avons utilise le melange tampon
d'Emerson-Chalmers K2C03 — NaHC03 0,1 M, sol. n° 3 avec ou sans glucose.
Le pH etait de 8,65 ä 8,75. Dans certains cas nous avons ajoute en outre quelques
ml de solution minerale de Hi Her.

En faisant cette serie d'experiences nous avons done place les tissus dans des

conditions tres differentes en vue de trouver lesquelles seraient les plus favorables

pour realiser des mesures de photosynthese.

Tableau 1

Melanges tampons utilises pour les mesures de photosynthese

Melange et emploi Constituants, proportions et molarity pH

l. Melange de Pratt (58) KHC03 0,035 M
NaHC03 0,065 M

2. Melange de Stauffer (64) NaaC03 0,1 M 10

NaHC03 0,1 M 90

3. Melange de Emerson et k2co3 0,1 M 15 30 m/Mole K/l
Chalmers (14) 8,75

Exp. B 110 ä B 116 et NaHC03 0,1 M 85 85 m/Mole Na/1 J

B 123 ä B 125

4. Melange de Stauffer modifie Na,COa 0,01 M 5 1 m/Mole Na/ll
Exp. B 117 et B 119 NaHCOa 0,01 M 95 9,5 m/Mole Na/1 J 8,35

5. Melange de Pratt modifie khco3 0,0035 M 9 3,15 m/Mole K/l 1

Exp. B 119 NaHCOs 0,0065 M 1 0,065 m/Mole Na/1 j 8,00

6. Melange d'Emerson-Chalmers k2co3 0,05 M 2,5 2,5 m/Mole K/l ")

modifie 8,85

Exp. B. 119 NaHC03 0,01 M 97,5 9,75 m/Mole Na/1 J

7. Melange d'Emerson-Chalmers k2co3 0,05 2 m/Mole K/l v

Modifie + EDTA NaHC03 0,01 M 9,8 m/Mole Na/1 I 6,72
Exp. B 120 EDTA 0,01 M J

8. Melange d'Emerson-Chalmers k2co3 0,25 M 10 m/Mole K/l 1

modifie + EDTA NaHCOa 0,01 M 9,8 m/Mole Na/1 J 9,47 > 7,50
Exp. D 121 EDTA 0,05 J

9. Melange d'Emerson-Chalmers k2co3 0,05 M 2 m/Mole K/l 1
")

modifie +- EDTA NaHC03 0,005 M 4,9 m/Mole Na/1 J 10,07 16,04
Exp. B 121 EDTA 0,3 M J

5. Respiration de deux souches tissulaires de Carotte.

Principe

Des colonies vertes et etiolees de la souche de tissu cambial de Carotte que nous
cultivons ont ete placees dans les conditions de mesure adequate afin d'en determiner
la respiration au moyen de l'appareil de Warburg et selon la methode directe.
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Mode operatoire.

Les colonies etaient choisies specialement avant d'etre pesees. Nous ne prenions

que celles qui s'etaient developpees regulierement sur toutes les faces de l'explantat.
Les tissus etioles provenaient d'une souche chlorophyllienne ä l'origine mais

dont les explantats ont ete constamment ä l'obscurite en chambre climatisee. Ces

tissus cultives sont blancs ou jaunätres.
Les mesures ont ete faites dans tous les cas d'apres la technique que nous avons

adoptee (voir p. 23), Elles ont ete repetees ä 8 reprises.
Dans chaque cas nous prenions soin de verifier le pH du milieu dans les holes

au debut et ä la fin des experiences ahn de verifier si les resultats etaient exacts. En
efTet, le mouvement d'agitation auquel les holes sont soumises dans le bain thermo-
statique peut faire passer un peu de potasse de la tubulure ad hoc dans le liquide de

la hole, ce qui fausse completement les phenomenes respiratoires mesures.
Les lectures qui etaient faites sur les manometres nous permettaient d'apprecier

la consommation d'oxygene des colonies des deux souches considerees et de la

comparer ä celle des tissus places dans d'autres conditions pour l'etude de la photo-
synthese.

6. Consommation de glucose d'une souche tissulaire chlorophylienne de Carotte.

Principe

Nous voulions suivre la consommation de glucose des colonies que nous utili-
sions pour nos premieres experiences sur la croissance. Pour cela il etait necessaire

de cultiver ces tissus sur un milieu liquide et de proceder au dosage du sucre residuel.

Pour completer ces resultats que nous attendions, nous avons egalement entrepris
le dosage des glucides solubles des colonies. Cela devait nous permettre de preciser
d'une part la consommation de glucose et d'autre part la composition glucidique
intratissulaire en fonction du sucre fourni, de la lumiere et de l'obscurite.

Mode operatoire

Nous avons prepare un milieu de culture de Heller liquide avec les
concentrations de glucose suivantes: 1, 2, 3, 4, 5, 6%. Nous avons realise un essai prelimi-
naire en ajoutant 2 et 3 g % de glucose au milieu mineral.

Des explantats calibres etaient prepares ä partir de la souche chlorophylienne
de tissu cambial habituelle.

II fallait introduire dans les tubes de culture, avant de les steriliser, un support
en papier-hltre pour maintenir les fragments au bon niveau.

Pour chaque dose de glucose nous preparions 24 tubes repartis en deux lots

egaux dont l'un etait expose ä la lumiere et l'autre ä l'obscurite dans la chambre
climatisee ä 23° C.
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La culture a dure 43 jours apres quoi nous avons determine le poids frais de

chaque explantat qui avait prolifere. Ces derniers etaient ensuite stabilises.
Le milieu de culture reste dans les tubes etait repris, son volume mesure et complete

ä la valeur initiale .Les dosages etaient alors immediatement entrepris et nous
obtenions la valeur du glucose residuel par unite de volume correspondant ä une
co'onie. Par difference avec le poids de sucre fourni initialement, nous connaissions
la valeur du glucose disparu done consomme par les tissus. Nous avons ainsi procede
a 12 dosages.

Par la suite, nous avons fait des extractions et des dosages des glucides solubles
des explantats selon la methode indiquee plus haut. Cette methode permet done
d'obtenir le poids de glucose, de saccharose et de fructose. La totalite des tissus
recoltes correspondant ä une dose de glucose etait utilisee pour chaque dosage. II
s'est trouve que pour les faibles doses de glucose fournies aux tissus, la limite de

sensibilite de la methode etait atteinte lorsque nous disposions de moins de 10 g de

matiere fraiche. Nous avons du recourir dans certains cas ä un microdosage selon

la methode de Bertrand.

Annexe

Effet d'une temperature differente sur les colonies de tissus de Carotte
cultivees ä la lumiere et ä l'obscurite.

Principe

Pour toutes nos experiences nous avons maintenu la temperature constante
ahn de ne pas introduire une variable supplemental. Toutefois nous voulions savoir
si l'effet d'une temperature elevee pouvait etre nefaste pour des colonies cultivees
ä la lumiere.

Mode operatoire

Nous avons prepare des explantats selon la methode classique que nous avons
places sur le milieu de culture habituel. Le glucose etait fourni en doses croissantes

allant de 0,25 g % k 6 g %. Pour chaque concentration de glucose nous avons

prepare deux lots de 12 tubes. L'un etait dispose ä la lumiere dans une cabine climatisee
k 31° C, l'autre etait mis ä l'obscurite dans une autre cabine dont la temperature
etait reglee ä 26° C. Nous avons determine le poids frais et le poids sec apres 79 jours
de culture dans ces conditions.

Chapitre V — RESULTATS

A. SOUCHE CHLOROPHYLLIENNE DE TISSU CAMBIAL DE CAROTTE.

Röle de la concentration du sucre offert aux tissus

Consideration preliminaire.
Pour les tissus cultives ä la lumiere on constate, si l'on choisit comme critere
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de croissance le poids frais, que celui-ci augmente en fonction de la dose de glucose,

passe par un maximum pour une dose de 3 ou 3,5 g% et diminue ensuite (voir fig. 1,

4, 6). Pour la dose la plus forte (6 %) la valeur de poids frais est superieure ä celle qui

Tableau 2

Poids sec % mg de poids frais

Moyenne des experiences
A 110, 111, 117

Moyenne des experiences
A 116, 118, 119

Concentration
de glucose

fourni en g % Tissus cultives Tissus cultiv6s

k la lumiere ä l'obscurite ä la lumiere ä l'obscurite

0,25 5,15 4,18 4,85 3,84
0,5 5,07 4,71 4,97 4,49
0,75 5,78 4,88 4,83 4,60
1 6,52 5,18 5,25 5,00
1,5 6,70 5,72 5,72 5,55
2 6,93 6,17 6,22 5,73
2,5 7,18 6,83 6,46 6,45
3 7,87 6,83 6,92 6,84
3,5 8,50 7,59 7,34 7,07
4 9,25 7,70 7,79 7,44
4,5 10,75 8,82 — —
5 10,46 8,81 8,86 8,80
5,5 12,08 9,87 — —
6 12,25 10,40 9,59 9,02

est obtenue pour la dose la plus faible (0,25 %). Cela confirme Ies travaux de Gautheret

[15, 19] ä ce sujet. Les tissus cultives ä l'obscurite ne presentent pas un optimum net

pour une concentration de sucre. Le poids frais augmente legerement puis semble

se stabiliser pour des doses comprises entre 2 et 4 g %; ensuite il diminue un peu aux
concentrations plus elevees.

Role de la concentration du sucre offert sur la teneur en eau et le poids sec.

A la lumiere, une concentration croissante de glucose diminue la teneur en eau

relative, (voir tableau 3, 4). L'hydration, c'est-a-dire la quantite d'eau par unite de

poids sec, diminue egalement (voir tableau 5).

A l'obscurite on observe egalement une diminution de la teneur en eau relative.
De meme pour 1'hydratation (voir tableau 5). Reciproquement, la matiere seche

augmente ä la lumiere en fonction de la dose glucose.
A l'obscurite on constate le meme phenomene. Les valeurs obtenues sont cepen-

dant un peu plus faibles qu'ä la lumiere.
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A 116

Poids frais
Tissus cultives ä la lumiere o o

• l'obscurite 0.--0

P. F

1 2 3 A 5 6

Glucose
Fig. 1.

Variations de l'accroissement (poids frais) de tissus de Carotte cultives in vitro
dans des milieux contenant diverses doses de glucose.

A 116

Poids sec
tissus cultives ä la lumiere o—«

•• l'obscurite 0--0

PS.

1 2 3 A 5 6

Gtucose
Fig. 2.

Variations de l'accroissement (poids sec) de tissus de Carotte cultives in vitro
dans des milieux contenant diverses doses de glucose.
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Tableau 3

Teneur en eau des tissus

Moyenne des resultats de trois experiences: A 116, 118, 119

Tissus cultives a la lumiere Tissus cultives a l'obscurit6
Concentration

de glucose
fourni en g % Teneur en eau absolue

en mg/colonie
% Teneur en eau absolue

en mg/colonie

0,25 689,9 95,96 543,3 96,15
0,5 763,9 95,14 658,4 95,66
0,75 974,9 95,30 672,8 95,43
1 939,8 94,88 718,2 95,02
1,5 1077,5 94,41 745,1 94,91
2 1136,1 94,08 743,6 94,32
2,5 1249,8 93,62 761,8 93,48
3 1280,4 93,35 775,5 92,93
3,5 1302,9 92,87 743,6 93,53
4 1251,7 92,37 677,1 92,57
5 1080,8 91,30 548,9 90,75
6 859,5 90,65 629,7 91,35

A 116

Azote par colonie
cultivee ä la lumiere Nj total o—o ^jProt a- - -a

•• I'obscurite Nj " •—».Nj » a—a

1 2 3 A 5 6

Glucose

Fig. 3.

Variations de la teneur en azote par colonie tissulaire de Carotte cultivee in vitro
sur un milieu contenant diverses doses de glucose.
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Tableau 4

Teneur en eau des tissus

Moyenne des resultats de trois experiences: A 110, 111, 117

Tissus cultiv6s a la lumiere Tissus cukiv6s a 1'obscurite
Con.entration

de glucose
foum en g % Teneur en eau absolue

en mg/colonie
% Teneur en eau absolue

en mg/colonie
%

0,25 496,2 94,83 577,9 95,51
0,5 548,7 94,90 689,5 95,29
0,75 598,5 94,22 681,5 95,11
1 634,6 93,55 804,2 95,76
1,5 786,0 93,29 750,7 94,24
2 944,8 93,05 737,8 93,85
2,5 1034,2 92,71 677,2 93,25
3 1117,4 92,17 775,2 92,78
3,5 1128,3 91,50 689,5 92,39
•1 989,9 90,64 734,4 92,30
4,5 940,9 89,23 485,1 91,18
5 890,4 89,73 632,5 91,25
5 858,7 87,92 458,1 89,70

Tableau 5

Hydratation des tissus

Poids d'eau par mg de matiere seche

Moyenne des experiences Moyenne des experiences
A 110, 111, 117 A 116, 118, 119

Glucose fourm
i % Tissus cultiv6s Tissus cultiv6s

ä la lurm&re a Tobscurite ä la lumiere a l'obscuntti

0,25 18,36 21,31 23,82 25,12
0,5 18,79 20,25 19,63 22,10
0,75 16,29 19,46 20,27 20,95
I 14,53 22,60 18,54 19,11

1,5 13,91 16,35 16,89 18,70
•> 13,40 15,27 15,90 16,65
2,5 12,72 13,82 14,69 16,04
3 11,77 12,85 14,06 13,15
3,5 10,77 12,14 13,03 14,48
4 9,69 11,99 12,10 12,48
4,5 8,30 10,34 — —
5 8,74 10,43 10,49 9,82
6 7,79 8,71 9,70 10,57
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Role de la lumiere sur la croissance (sensu lato) des tissus par comparaison avec

ceux qui sont cultives ä l'obscurite.

Nous considerons ce röle d'apres les criteres suivants: le poids frais, le poids
sec, l'azote et les sucres incorpores.

La masse tissulaire prise dans son ensemble est d'abord estimee par son poids
frais. II integre done 1'hydratation, le poids sec, l'azote et les sucres.

L'effet de la lumiere sur le poids frais est le suivant: quelle que soit la concentration

du sucre offert, le poids frais est plus eleve ä la lumiere. L'hydratation, le

poids sec, l'azote et les sucres ont egalement des valeurs plus grandes. On remarque
que la difference est surtout sensible pour des doses de sucre superieures ä 1,5%.

Nous avons choisi un autre moyen de comparaison qui consiste ä exprimer
le poids frais des tissus cultives ä l'obscurite pour 100 mg de matiere fraiche cultivee
ä la lumiere, ou l'inverse, soit le poids frais des tissus cultives ä la lumiere pour 100 mg
de tissus frais cultives ä l'obscurite. Nous avons fait de meme avec le poids sec.

Poids frais Moyenne de 3 experiences
A 110,111 ,117
tissus cultives a la lumiere

•' l'obscurite

P.F

Glucose
Fig. 4.

Variations de l'accroissement (poids frais) de tissus de Carotte cultives in vitro
pendant 60 ± 3 jours dans des milieux contenant diverses doses de glucose.

Moyenne des resultats de trois experiences.

L'examen du tableau 6 montre que les tissus cultives ä l'obscurite represented
125 et 85% du poids frais des tissus cultives ä la lumiere lorsque le milieu contient
0,5 % de sucre. Si la dose de glucose augmente, ce pourcentage diminue pour se stabi-
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liser ä partir de 2% de glucose ä une valeur variant entre 50 et 60%. II semble done

que pour de faibles doses, Taction du sucre ne soit pas tres remarquable.

Poids sec
A 110,111,117
tissus cultive's ä la lumiere

" L'obscurite*

P.s

Glucose

Fig. 5.

Variations de Taccroissement (poids sec) de tissus de Carotte cultives in vitro
pendant 60 ~t 3 jours dans des milieux contenant diverses doses de glucose.

Moyenne des resultats de trois experiences.

Par contre pour des concentrations plus elevees, il parait bien que la lumiere
influence la croissance puisque les tissus cultives ä l'obscurite ne representent en

moyenne que le 60% du poids des tissus cultives ä la lumiere.

Roles complementaires

Lorsqu'on compare les resultats d'une experience ä l'autre, on est oblige de prendre
en consideration simultanement les effets du glucose et de la lumiere ou ceux du

glucose et de l'obscurite. Dans certains cas nous avons done reparti les resultats en
deux groupes. L'un reunit les valeurs tirees des experiences A 110, 111, 117; il correspond

ä des cultures de 60 + 3 jours. L'autre comprend les resultats acquis au moyen
des experiences A 116, 118, 119; la duree etait de 47 + 2 jours (voir fig. 4 ä 7).

Ce qui parait constant, e'est que les phenomenes generaux se retrouvent dans

chaque experience ä quelques differences quantitatives pres. Les cultures realisees ä

la lumiere ont un poids frais qui semble dependre assez regulierement de la dose de

glucose fournie. Ce poids augmente jusqu'ä la dose de 3,5 % puis diminue.

Archives des Sciences. Vol. 20, fasc. 1, 1967. 4
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Tableau 6

Poids frais des tissus cultives a 1'obscurite
% g de tissus frais cultives ä la lumiere

Poids sec des tissus cultives ä rohscurite
% g de tissus sees cullives a la lumiere

Concentration
de glucose

fourni en g % Moyenne
des experiences
A 110, 111, 117

Moyenne
des experiences
A 116, 118, 119

Moyenne
des experiences
A 110, 111, 117

Moyenne
des experiences
A 116, 118, 119

0,25 111,63 78,59 96,89 74,69
0,5 125,19 85,71 116,61 75,56
0,75 112,79 68,94 95,31 66,81
1 123,80 76,30 81,45 74,15
1,5 94,55 68,78 81,21 62,46
2 74,42 64,74 68,51 62,51
2,5 65,10 61,04 60,28 62,34
3 68,91 60,84 63,55 64,77
3,5 60,52 56,76 54,20 51,35
4 72,85 53,97 59,93 52,43
4,5 50,46 — 41,40 —
5 69,84 51,08 59,50 54,24
5,5 63,17 — 51,60 —
6 52,70 72,70 47,73 67,23

Poids frais Moyenne de 3 experiences
A 116,118,119
tissus cultives a la lumiere

" I'obscunte

P.F

Glucose
Fig. 6.

Variations de l'accroissement (poids frais) de tissus de Carotte cultives in vitro
pendant 47 ± 2 jours dans des milieux contenant diverses doses de glucose.

Moyenne des resultats de trois experiences.
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Les colonies maintenues ä 1'obscurite ne manifestent pas une variation tres

grande en fonction du sucre offert. Leur poids frais aumgente legerement aux
concentrations de glucose comprises entre 0,25 et 1 %, puis se stabilise et diminue un peu

aux doses de 5 ä 6 %.

Poids sec
A 116 118 119

tissus cultives ä La lumiere
" I'obsurite

P.S.

Glucose

Fig. 7.

Variations de l'accroissement (poids sec) de tissus de Carotte cultives in vitro
pendant 47 ± 2 jours dans des milieux contenant diverses doses de glucose.

Moyenne des resultats de trois experiences.

Les resultats ne sont pas exactement superposables mais il ne fait aucua doute

que le lumiere favorise l'augmentation du poids frais. I' semble que les colonies

plus ägees ont un peu regresse puisque le maximum s'eleve ä 1,5 g pour les colonies
de 47 jours et 1,23 pour Celles de 60 jours.

Le poids sec varie dans des limites beaucoup plus etroites (voir tableau 2). A
la lumiere, en fonction de la dose de glucose, il augmente de fagon presque exponen-
tielle puis il se stabilise ä partir d'une dose de 3,5% ou augmente meme un peu. II
diminue legerement dans un groupe de trois experiences (A 110, 111, 117; voir fig. 5),
mais sans atteindre une valeur inferieure ä celle que Ton obtient avec 3 % de glucose.
A 1'obscurite, ces valeurs montrent aussi une augmentation en fonction de la dose
de glucose mais beaucoup plus attenuee. Le poids sec augmente jusqu'ä une
concentration de 3 % de sucre puis il ne varie plus beaucoup. Ces valeurs restent faibles.
11 semble que l'accumulation de matiere seche ne varie pas beaucoup entre des

cultures ägees de 47 ou de 60 jours.
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Pour ce critere egalement, on remarque que la production de matiere est forte-
ment stimulee par la lumiere, surtout aux concentrations elevees de glucose, sans

toutefois depasser un certain niveau. II semble que l'apport de sucre exogene se

manifeste surtout ä partir d'une certaine concentration et qu'il agisse en completant
I'autotrophie relative des tissus.

Les quantites d'azote dosees dans les tissus ne semblent pas etre tres nettement
influencees par les doses de sucre fournies. Chez les colonies eclairees on distingue
toutefois (voir fig. 3) un maximum pour la valeur de l'azote total ä une concentration
de 3% de glucose, suivi d'une baisse sensible. Chez ces memes tissus on voit que

A 116,118,119.
Tissus cultives

10CU7.

Eau 8. Mati&re seche
la lumiere

1 2 3 A

Tissus cultives ä l'obscurite
100 •/.

6 7.

5 67.
Glucose

Fig. 8.

Teneur en eau et en matiere seche de tissus de Carotte cultives in vitro
pendant 47 ± 2 jours dans des milieux contenant diverses doses de glucose.

Moyenne des resultats de trois experiences.

l'azote proteique s'eleve un peu puis se stabilise. Les tissus places ä l'obscurite ont
une quantite d'azote proteique preque constante, quel que soit l'apport de sucre.

Les quantites d'azote sont nettement plus elevees chez les tissus eclaires que
chez ceux qui proliferent ä l'obscurite.
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Part probable de la fonction chlorophyllienne.

Dosage des chlorophylles

Nous avons dose Ies chlorophylles a et b des colonies de tissu de Carotte expo-
sees ä la lumiere, cultivees dans les conditions decrites anterieurement. Nous avons
dejä signale [52] d'une part que le tissu cambial de Carotte elabore de la chloro-
phylle en quantite appreciable et d'autre part que la quantite de chlorophylle b est

importante par rapport k la chlorophylle a. Ces quantites respectives de pigments
photosynthetiques sont naturellemnt faibles par rapport ä la masse tissulaire mais
clles sont conformes ä la nature parenchymateuse des ceLlules. II ne semble pas qu'il
soit possible d'obtenir des souches encore plus riches en chlorophylle que celles

que nous avons utilisees. Par contre, il parait assez certain que le taux de chlorophylle

varie en fonction de 1'äge des cultures. En partant de colonies ägees succes-
sivement de 47, 96 et 101 jours qui provenaient d'un meme repiquage, nous avons

A116.118.119
Poids frais, lumiere, % poids frais.obscurite

200 */.

5 67.
Gl ucose

Fig. 9.

Variations de l'accroissement (poids frais et poids sec)
de tissus de Carotte cultives in vitro ä la lumiere pour 100 g de memes tissus

cultives ä l'obscurite dans des milieux contenant diverses doses de glucose.
Moyenne des resultats de trois experiences.
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constate que les tissus les plus jeunes renfermaient le plus de chlorophylle alors que
les tissus plus ages en contenaient le moins. Cependant ces resultats n'etaient pas
exactement comparables ä ceux d'autres dosages. Cela indique que les variations
entre les prises d'essai sont assez grandes selon les extraits. Ces variations sont dues

soit ä des pertes aui surviennent lors de l'extraction soit surtout ä cause de la variability

des echantillons eux-memes.

Tableau 7

Teneur en chlorophylles exprimee en mgjlOO g de differents lots de tissus de Carolte

Extraits
provenant d'une m8mc sferie d'explantats

Extraits
provenant d'explantats difftrents

Age en jours 47 91 97 49 96 101

Chy a 1,957 1,597 1,439 2,028 2,615 0,928
Chy b 0,966 0,627 0,703 0,554 1,063 0,454

Photosynthese B125' 3&6 o—o
Respiration D115 4 »—«

" D 301' 3 —
02 mm3/mg

Fig. 10.

Mesure de la photosynthese: Variations de la consommation d'oxygene par unite de tissus frais de
Carotte places ä l'obscurite pendant 30 minutes, ä la lumiere pendant 45 minutes, puis ä l'obscurite

pendant 45 minutes.
Mesure de la respiration: Variations de la consommation d'oxygene par unite de tissus frais de
Carotte chlorophylliens (triangles) ou etioles (carres) maintenus respectivement pendant 60 et

50 minutes ä 1'obscurite.
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II ressort de la lecture du tableau 7 que les quantites de pigment sont assez

variables, memes si les extraits correspondent ä des tissus qui out sensiblement
le meme age.

Ces dosages nous permettent de considerer la photosynthese des tissus de Carotte
sur la base d'une expression quantitative et non pas simplement en estimant l'in-
tensite de leur couleur.

Mesures de la photosynthese.

Resultats

De tous les essais que nous avons entrepris, seul quelques resutats suffisamment
demonstratifs seront commentes.

Certains melanges que nous avons faits pour les mesures de photosynthese
semblent avoir ete favorables aux tissus, d'autres au contraire, peu ou pas du tout.
Les resultats que nous avons compares entre eux (voir fig. 10), se rapportent tous ä

des colonies entieres plongees dans le milieu de mesure.
Pour les experiences B 110 ä 116, nous avons toujours utilise le melange tampon

d'Emerson et Chalmers (K2C03 — NaHC03). Nous avons utilise le tampon de

Stauffer sans succes pour deux experiences (B 117 et 118). Des le debut des mesures,
nous observions un degagement gazeux.

Pour l'experience B 119 nous avons prepare trois solutions differentes. Seul le

melange d'Emerson-Chalmers permettait d'observer une consommation d'oxygene
importante. Dans le melange de Pratt modifie, les colonies manifestaient des echanges
tres faibles et dans celui de Stauffer on n'observait que de tres petites variations
manometriques non constantes.

Tableau 8

Oxygine degage au cours de la photosynthese

Experience
O2 degage

ml 02/mg/min.
Respiration
O2 absorb^

ml 02/mg/min.

B 125 n° 3 0,001113 0,00104
B 125 n° 6 0,000595 0,000840
B 125 n° 2 0,000469 0,000526
B 119 n° 9 0,000667 0,000667
B 119 n° 11 0,000795 0,000767
B 116 n° 9 0,000726 0,000616

Les deux experiences suivantes, B 120 et 121 nous ont montre que l'emploi
d'un chelateur tel que l'EDTA n'est pas favorable. Le pH du milieu est bien
abaisse vers une valeur se rapprochant de celle du milieu de culture, mais les
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echanges gazeux sont perturbes. Nous avons observe par exemple dans certains

cas une elevation manometrique pendant la periode obscure au lieu d'une depression

indiquant une consommation d'oxygene.
Pour les trois derniere experiences, nous avons utilise uniquement le melange

tampon d'Emerson-Chalmers, dans des proportions qui etaient quelque peu modi-
fiees dans certains cas. Cela nous a permis de faire des mesures tout ä fait regulieres.

Les variations manometriques des trois premieres experiences etaient faibles.
Nous avons done augmente le volume du liquide dans les fioles et utilise des colonies

entieres. Ceci nous a donne de meilleurs resultats. II nous semblait que la lumiere
n'etait pas assez forte car nous n'observions pas de degagement gazeux au cours de

la phase eclairee. Nous avons fait faire des amenagements ä l'appareil dont nous
disposions pour obtenir finalement un eclairement d'environ 4760 lux ä 20 cm. La
derniere experience B 125 a pu etre realisee dans ces conditions et nous a donne de

bons resultats (voir fig. 10).

Au cours de nos dernieres experiences nous avons renonceä modifier les melanges

tampons et nous avons utilise celui qui nous paraissait le meilleur, bien que son pH

Tableau 9

Croissance du tissu cambial de Carotte sur un milieu tamponne
ä pH eleve. K2C03 — NaHCOa Experience A 115

Poids frais Poids sec

Nombre
de colonies

Milieu tamponnä j T6moin Milieu tamponn6 T6moin

0,9346 g 0,8076 g 58,02 mg 59,27 mg 21

soit eleve (8,75). Nous venions de constater, d'apres le resultat fourni par l'expe-
rience A 115, qu'un mi'ieu alcalin n'avait pas d'effet nefaste sur la croissance des

tissus (voir tableau 9).

La figure 10 indique les variations d'oxygene rapportees ä chaque colonie. On
constate que la consommation d'oxygene est tres inegale d'une colonie ä l'autre. Au
cours de la periode eclairee, les tissus ne parviennent que faiblement ä degager de

l'oxygene. On observe par contre, au cours de cette periode, une attenuation tres
sensible de la respiration. Cependant dans un cas on voit que cette derniere est

maintenue au point de compensation. Ces indications, quoique d'une faible importance

sur le plan energetique, sont cependant utiles sur le plan fonctionnel. On constate

que la consommation d'oxygene est fortement abaissee pendant la periode
d'illumination, ce qui permet aux tissus, sinon d'effectuer une synthese reelle, du
moins de diminuer leur heterotophie. Les mecanismes biochimiques de la photo-
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synthese sont possibles; ils se manifestent faiblement au cours de la periode d'illumi-
nation et on peut affirmer que ce processus favorise le developpement des colonies
lorsqu'elles sont cultivees ä la lumiere.

Respiration des tissus

En vue de contröler si la respiration s'effectuait normalement, nous avons
mesure la consommation d'oxygene dans les conditions habituelles de mesure, c'est-
ä-dire dans un milieu contenant un tampon phosphate. Nous n'avons pas suivi
revolution de la respiration en fonction du developpement des tissus, mais nous
l'avons comparee ä celle que Ton obtient lors de la mesure de la photosynthese au
cours des periodes obscures.

Nous avons utilise des colonies d'une souche de tissu cambial de Carotte chloro-
phyllienne et ceux d'une souche etiolee. L'examen de la figure 10 montre que la

respiration de ces deux tissus est identique et que de plus, la consommation d'oxygene

effectuee par les tissus chlorophylliens places dans le melange carbonate-bicarbonate

est tres comparable. D'autre part, les valeurs que nous avons obtenues
correspondent au meme ordre de grandeur que celles qui sont donnees pour d'autres tissus.

Conclusion

L'action de la lumiere sur les tissus verts de Carotte se manifeste par une
diminution de l'absorption d'oxygene, c'est-ä-dire que dans le bilan nutritif, les syntheses

ne sont pas süffisantes pour egaler les besoins. Cependant la photosynthese est
mesurable et s'exprime done normalement. La consommation d'oxygene obtenue
dans un melange tampon carbonate-bicarbonate parait tout ä fait normale lorsqu'on
la compare ä celle que l'on obtient dans les conditions de mesure differentes et

adaptees specialement ä la respiration des cellules (tampon phosphate). La critique
que l'on ne peut manquer de faire ä l'egard des mesures que nous avons decrites
reside dans le fait que la diffusion des gaz dans les tissus complique l'interpretation
des resultats tant de l'intensite respiratoire que de la photosynthese.

Nous considerons la colonie dans son ensemble formant pas consequent une
unite physiologique qui se comporte comme telle et dont nous etudions les reactions
globalement.

Si l'expression de l'intensite respiratoire parait ne pas etre le reflet exact des

phenomenes pris sous Tangle physico-chimique, eile n'en reste pas moins celle d'une
realite physiologique concernant l'ensemble de la masse tissulaire consideree. Si
la mesure des echanges gazeux ne semble etre que globale, on peut supposer que ces

derniers s'expriment de la meme fagon dans les conditions de culture. Les echanges

gazeux doivent etre probablement plus rapides et plus complets ä la peripherie
qu'au centre de la colonie. Apres avoir remarque une faible difference d'intensite
respiratoire entre les tissus coupes en tranches et les colonies entieres, nous avons
prefere utiliser ces dernieres comme etant des unites intactes. Nous pensons que si
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dans quelques cas les tranches de tissus manifestent une intensite respiratoire plus
elevee que des colonies entieres, il peut s'agir d'un phenomene extra-physiologique
dü au traumatisme.

Röle du milieu alcalin utilise pour la mesure de la photosynthese sur les tissus de Carotte.

II n'etait pas possible de savoir si le melange tampon utilise pour les mesures
de photosynthese avait un effet nefaste sur les tissus, sans cultiver ces derniers sur
un milieu de culture ä pH eleve. Ce que Ton peut dire a priori, dans le cas des mesures

manometriques, c'est que les tissus passent brusquement d'un tube de culture dont
le milieu a un pH d'environ 6 dans une hole de Warburg dont le pH est plus grand

que 8 et que ces manipulations peuvent causer un certain choc physiologique.
Nous avons done realise l'experience decrite precedemment (A 115), et nous

faisions parallelement des mesures ä l'appareil de Warburg en choisissant les diffe-
rentes solutions decrites.

L'experience A 115 nous a donne les resutats suivants: Les colonies de tissu
cambial de Carotte ont ete cultivees sur une milieu tamponne (2,5 mMole de K/l
et 9,75 mMole de Na/1). Les valeurs de pH ont ete mesurees avant et apres l'experience

(voir tableau 10). Les explantats ont ete laisses pendant 39 jour ä la lumiere
solaire diffuse, sur ce milieu et ils y avaient tres bien prolifere. Tout au plus pouvait-
on remarquer que les cellules qui avaient ete au contact du milieu s'etaient necro-
sees un peu plus tot et en plus grand nombre que Celles des tissus temoins. Les valeurs
du poids frais et du poids sec sont tres voisines de ce qu'elles sont lorsque les tissus

sont cultives sur un milieu habituel. Le poids frais est un peu plus eleve que celui des

temoins. Les valeurs du pH qui sont presentees dans le tableau 10 permettent de

voir que l'effet tampon de la solution que nous avons utilisee n'est pas tres marque.
Gautheret [18] avait remarque que les tissus sont capables d'abaisser ou d'augmenter
le pH du milieu sur lequel ils se trouvent et de tendre ainsi ä le ramener pres de la

Tableau 10

Experience A 115. Croissance du tissu cambial de Carotte sur un milieu alcalin

Valeur de pH

Avant
sterilisation

Apr&s
sterilisation

Experience T6moin

Melange tampon 8,74 9,10
K2C03 — NaHCOa

Milieu de culture 5,18 5,10 ä 25° C 6,61 ä 48° C
6,32 ä 24° C

Milieu + melange — 8,67 ä 34° C 7,80 ä 40° C

tampon 7,45 ä 24° C
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valeur normale. En effet, le pH du milieu passe de 8,67 ä 7,80 en fin de culture. Cette
valeur est cependant plus elevee que celle du milieu temoin qui passe de 5,10 ä 6,61.
Les tissus ont done ete cultives entierement en milieu alcalin et cela permet de dire

que si ce milieu n'etait pas adapte aux colonies tissulaires de Carotte, il n'empechait

E 111

Poids frais moyen des colonies
cultive'es ä la lumiere

ä I'obscurite
milieu de Heller liquide. 43 jours

J I I I I I

1 2345 6%
Glucose
tourni

Fig. ll.
Variations de l'accroissement (poids frais) de tissus de Carotte cultives in vitro

sur un milieu liquide en presence de diverses doses de glucose.
Tissus et milieux ont servi ä effectuer des dosages glucidiques.

absolument pas la proliferation. Bien que la composition du melange-tampon utilise
dans cette experience ne füt pas exactement la meme que celle des melanges

proposes pour la mesure de la photosynthese, nous pensons que les effets que nous
avons obtenus peuvent etre generalises.

Absorption du glucose par les tissus et composition en glucides solubles de ces derniers.

Le calcul du glucose consomme par les tissus a ete effectue par difference entre
le glucose offert ä chaque colonie et le glucose dose dans le milieu de culture ä la fin
de 1'experience (E 111).

La courbe de croissance donnee par le poids frais ne presente pas un maximum
ä 3 % de glucose mais ä 2/ (fig. 11). Pour 6 % de glucose, le poids frais est plus faible
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que pour 1 %, tant chez les tissus cultives ä la lumiere que pour ceux qui sont main-
tenus ä l'obscurite. Ces resultats sont done un peu differents de la moyenne.

Tableau II
Glucose consomme par colon'e tissulaire de Carotte en fonction du glucose offert

Concentration
de sucre

dans le milieu

%

Sucre consomme pour 100 g
de sucre offert

Tissus cultiv6s
ä la lumiäre

%

Tissus cultiv6s
ä l'obscurite

%

i 23,60 17,00
2 27,50 18,00
3 21,87 12,40
4 18,80 12,40
5 17,44 8,00
6 15,20 8,00

E 111

Glucose absorbe' par colonie tissulaire
apris 43 jours de culture
ä la lumiere I I

ä l'obscurite <mm

Glucose absorbe
300_ mg

200

100

12 3 4

0,25 0,50 0,7 5 1,00

5 6 7.
1,2 5 1,50 g

Gl ucose
fourni

Fig. 12.

Glucose absorbe par colonie tissulaire de Carotte cultivee en presence de diverses doses de glucose
apres 43 jours de culture, ä la lumiere et ä l'obscurite.
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Nous avons constate que les colonies placees ä 1'obscurtie consommaient moins
de glucose que celles qui etaient exposees ä la lumiere (voir fig. 12). Cela n'avait rien
d'etonnant puisque les premieres ont un poids plus faible que les secondes. Plus la
concentration de sucre offert s'eleve, plus la consommation augmente. Ce qui nous

parait plus important encore reside dans la comparaison entre le glucose consomme

e m
Glucose absorbe par 100 g de tissus
frais äges de A3 jours
cultives ä la lumiere i i

a I'obscurite Mas

Glucose absorbe
30 g

20

10

1 2 3 A 5 6 7.
Glucose

fourni
Fig. 13.

Glucose absorbe par unite de poids de tissus frais de Carotte cultives
en presence de diverges doses de glucose.

ä la lumiere pour 100 g de matiere fraiche et le glucose consomme ä I'obscurite pour
la meme unite de poids frais. On voit en effet (fig. 13), que la consommation relative
n'est pas la meme dans ces deux conditions. II semble par consequent que la lumiere
favorise l'absorption du glucose, ce qui se traduit par une augmentation du poids
frais des tissus.

D'autre part on voit que les tissus ont consomme au maximum moins de 25 %

du glucose fourni ä la concentration de 1 g % et 15% si les tissus etaiten cultives

en presence de 6 g % de sucre (voir tableau 11).

Le quotient de consommation de glucose (voir tableau 12) diminue en fonction
du sucre offert. Cela fait apparaitre que l'ecart entre le sucre consomme ä la lumiere
et celui qui est consomme ä I'obscurite augmente progressivement (voir fig. 12,13).

Bien que les tissus fussent places dans des conditions d'eclairement differentes,
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Tableau 12

Quotient de consommation de glucose

Glucose consomme ä l'obscurite / 100 g de tissus frais

Glucose consomme ä la lumiere / 100 g de tissus frais

Concentration
de glucose

dans le milieu
Quotient

l 0,93
2 0,88
3 0,89
4 0,73
5 0,70
6 0,70

Glucose consomme ä l'obscurite par colonie

Glucose consomme ä la lumiere par colonie

Concentration
de glucose

dans le milieu
g%

Quotient

l 0,72
2 0,65
3 0,57
4 0,66
5 0,46
6 0,52

nous supposions que leur consommation de glucose serait assez silmiaire. Nous
pensions, en effet, que la photosynthese pouvait etre ä eile seule responsable de l'aug-
mentation du poids des tissus cultives ä la lumiere. Or il semble done que la lumiere
favorise l'absorption du glucose, ce qui se traduit par un accroissement ponderal
des colonies.

Les dosages des glucides intratissualires nous ont permis de confirmer en partie
ce que Ton savait dejä ä ce propos. Nous avons trouve davantage de Sucre totaux
chez les tissus eclaires que chez ceux qui etaient places ä l'obscurite. Chez les tissus
cultives ä la lumiere, aux faibles concentrations de glucose fourni il y a plus de

saccharose que de glucose et inversement aux fortes doses. Par contre, chez les

tissus maintenus ä l'obscurite il y a toujours davantage de glucose que de saccharose

(voir fig. 14, 16, 17).

Contrairement ä ce que Goris avait obtenu [26], nous avons trouve une quan-
tite de glucose assez semblable chez les tissus places dans les deux conditions.
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Le fructose est toujours tres faible et n'a meme pas pu etre dose ä partir des

tissus qui ont re^u peu de glucose. II y en a un peu plus chez les colonies eclairees

que chez celles qui sont placees ä l'obscurite. Cela confirme les constatations de

Goris [25],
Les quantites de sucre intratissulaires augmentent en fonction de la dose de

glucose presente dans le milieu. A l'obscurite, il semble que cette quantite se stabilise
ä partir d'une concentration de glucose Offerte de 4%. A la lumiere, il semble p'utot
que les sucres continuent a s'accumuler, ceci est particulierement net pour le saccharose.

On remarque qu'il existe une relation entre le glucose consomme et les glucides
solubles accumules. II semble que la lumiere associee ä une forte concentration de

glucose favorise l'absorption de ce sucre par les colonies ainsi que l'accumulation
intratissulaire des sucres totaux.

Lorsqu'on compare le quotient de sucre absorbe au quotient des sucres accumules

on constate qu'il n'est pas le meme. Cela montre que la proportion de glucose absorbe
est plus grande que celle des sucres accumules. En d'autres termes, il semble que la

E 111

Sucres solubles par colonie
Lumiere Obscurite'

S.totaux a a

Saccharose a <,

Glucose o

Fructose „

30 mc

20

10

2 3 A 5 8 7.
Glucose
fourni

Fig. 14.

Variations des sucres solubles extraits de tissus de Carotte cultives in vitro
en presence de diverses doses de glucose ä la lumiere et ä l'obscurite.
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Tableau 13

Quotient des Sucres accumules

Glucose fourni Sucres Stockes ä l'obscurit6/100 g de tissus frais

g % Sucres Stockes ä la lumiere/100 g de tissus frais

1 0,465
2 0,829
3 0,695
4 0,572
5 0,636
6 0,464

Glucose fourni Sucres Stockas ä i'obscuritd/colonie

g % Sucres Stockas ä la lumiere/colonie

1 0,656
2 0,737
3 0,657
4 0,852
5 0,683
6 0,657

E 111

Sucres totaux par colonie
ägee de 43 jours
cultivee ä la lumiere i i

a I'obscurite Mi

1 2 3 4 5 6 '/.
Glucose
fourni

Fig. 15.

Teneur en sucres totaux par colonie tissulaire de Carotte cultivee
en presence de diverses doses de glucose.
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lumiere favorise davantage l'absorption du glucose que son stockage, done qu'une
plus grande quantite de glucose est utilisee pour des syntheses. Cela permet de dire

que la lumiere stimule la croissance et non pas seulement la penetration de la solution
nutritive.

E 111

Saccharose par colonie
ägee de 43 jours
cultivee ä la lumiere l l

a lobscurite

30 mg

20 _

10_

JJ.
5 6 7.
Glucose
fourni

Fig. 16.

Teneur en saccharose par colonie tissulaire de Carotte cultivee in vitro
en presence de diverses doses de glucose.

B) SOUCHE DE TISSUS DE CROWN-GALL DE SCORSONERE

Variability des resultats

Les tissus de Crown-gall de Scorsonere ne verdissent pas de fagon nette ä la

lumiere. Par contre ils sont un peu suberifies alors que ceux du tissu cambial de

Carotte ne le sont pas.
Les resultats que nous avons obtenus ont ete tres irreguliers. Nous attribuons

cela ä deux causes. Tout d'abord le poids moyen des explantats initiaux etait assez

faible: 129,5 mg. Or la reprise des fragments est d'autant plus precaire que les

fragments sont petits [Duhamet 12]. D'autre part, la souche de tissu de Crown-gall de

Scorsonere, si eile peut proliferer abondamment et sans auxine, est quelquefois
difficile ä obtenir sous forme de colonies toutes semblables. Ces tissus presentent une

Archives des Sciences. Vol. 20, fasc. 1, 1967. 5
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Tableau 14

Croissance des colonies de Crown-gall de Scorsonere
Poids sec exprime en pour-cent du poids frais

Glucose
fourni

Exp. A 210 Exp. A 211 Exp. A 212 Exp. A 214

e % lumiere obscurity lumidre obscurity lumiere obscurity lumiere obscurity

1 5,12 4,70 7,36 11,50 6,47 8,00 5,12 5,28
1,5 5,48 6,55 8,17 8,93 8,17 9,74 — —
2 6,14 6,42 7,97 8,52 9,88 7,64 5,29 5,36
2,5 6,91 6,60 7,08 9,25 9,88 11,08 5,74 5,75
3 6,91 6,69 9,67 9,01 9,07 10,55 6,59 6,39
3,5 8,65 8,76 10,24 10,71 12,78 15,08 6,99 7,44
4 10,16 8,91 9,93 10,36 13,95 11,64 7,83 8,59
4,5 9,42 9,57 10,74 13,56 16,57 16.39 8,66 9,67
5 9,72 9,03 14,12 13,68 13,01 13,05 9,66 10,06
5,5 11,46 9,92 13,80 17,24 18,54 16,17 10,62 10,97
6 11,84 11,94 14,83 16,98 15,06 13,55 11,50 11,84
6,5 — 16,16 19,54 20,64 18,11

E 111

Glucose par colonie
ägee de 43 jours
cultivee ä la lumiere

ä l'obscurite

3ÜJ— mg

20 _

10 iiinill
1 2 3 4 5 67.

Glucose
fourni

Fig. 17.

Teneur en glucose par colonie tissulaire de Carotte cultivee in vitro
en presence de diverses doses de glucose.
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texture assez serree mais comme par ailleurs ils s'accroissent assez vite et dans toutes
les directions, on trouve au centre des colonies, des regions un peu moins hydratees

ou des sortes de cavernes faites d'un parenchyme plus ou moins spongieux qui parait
avoir une bonne vitalite au premier abord mais qui, en fait, ne prolifere pas ou mal.
Les parties peripheriques sont beaucoup plus fermes mais il n'est pas facile d'en

A 210
Poids frais

J I I I I

1 2 3 4 5 6

Glucose

Fig. 18.

Variations de 1'accroissement (poids frais) de tissus de Crown-gall de Scorsonere cultives in vitro
dans des milieux contenant diverses doses de glucose.

Courbe en trait plein: culture realisee ä la Iumiere.
Courbe en tirets: culture realisee ä l'obscurite.

faire des explantats de forme reguliere. Ces reserves etant faites, on comprend mieux

pourquoi des resultats quantitatifs sont difficiles ä obtenir avec regularite si l'on
utilise une souche de Crown-gall de Scorsonere.

Röle de la concentration du sucre offert sur la teneur en eau et le poids sec

D'une maniere generale, on observe une augmentation du poids frais et du
poids sec en fonction de la dose de glucose.

La teneur en eau relative diminue (aussi bien ä la Iumiere qu'ä l'obscurite).
(voir tableau 15).

La matiere seche augmente en fonction de la dose de glucose mais pas de fa?on
tres reguliere, (voir tableau 14).
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Röle de la lumiere et röles complementaires sur la croissance des tissus

Dans un premier essai (A 210), nous avons remarque que le poids frais moyen du

groupe d'explantats correspondant ä une dose de glucose etait tres variable d'une
dose ä l'autre. Ce qui nous a paru le plus remarquable, c'est que les valeurs du poids
frais, du poids sec et de l'azote des tissus cultives ä la lumiere etaient generalement
plus elevees que Celles des tissus maintenus ä l'obscurite (voir fig. 18, 19, 20) Nous
avons alors repete cette experience dans le but de confirmer ces premiers resultats et

surtout pour essayer d'obtenir des valeurs plus regulieres.
Dans une deuxieme experience (A 211), nous avons ajoute au milieu de culture

de l'auxine (ABIA 10"8). Le poids frais et le poids sec etaient legerement plus eleves

que dans l'experience precedente. Comme dans I'experience precedente, les tissus qui
ont prolifere ä la lumiere ont une croissance plus elevee que ceux qui ont ete maintenus

ä l'obscurite. L'ecart parait meme plus important dans ce cas.

A 210
Poids sec

PS

1 2 3 4 5 6

Gl ucose
Fig. 19.

Variations de l'accroissement (poids sec) de tissus de Crown-gall de Scorsonere cultives in vitro
dans des milieux contenant diverses doses de glucose.

Courbe en trait plein: culture realisee ä la lumiere.
Courbe en tirets: culture realisee ä l'obscurite.

Le poids frais montre un maximum pour 4 % de glucose. Le poids sec augmente
assez regulierement ä la lumiere jusqu'ä la plus forte concentration de glucose.
A l'obscurite, cette valeur tend ä diminuer un peu.

La troisieme et la quatrieme experience (A 212 et 214) ont ete realisees en cultivant
les explantats sur un milieu sans auxine. Ainsi que nous l'avions dejä remarque, le
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Tableau 15

Croissance des colonies de Crown-gall de Scorsonire

Teneur en eau des tissus
Exp. A 210

Tissus cultivds ä la lumiere Tissus cultiv£s ä l'obscurit£
Glucose fourni

g %
g/colorue X g/colorue %

1 0,744 9,48 0,640 9,52
1,5 0,947 9,45 0,627 9,33
2 1,261 9,38 0,762 9,35
2,5 1,159 9,31 9,674 9,33
3 1,061 9,31 0,868 9,33
3,5 1,365 9,13 0,799 9,12
4 0,962 8,98 0,962 9,11
4,5 1,243 9,06 0,823 9,04
5 1,142 9,03 0,861 9,10
5,5 0,786 8,85 0,549 9,00
6 1,030 8,81 0,569 8,81

A 210
Azote par colonie
cultivee ä la lumiere ^totalo—o,N2 prot a. --a

" Tobscurite N2 " •

Glucose

Fig. 20.

Variations de la teneur en azote de tissus de Crown-gall de Scorsonere cultivds in vitro
dans trn milieu contenant diverses doses de glucose.
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A 21A

Poids frais

0,5

97.
I l I l I l

1 2 3 A 5 6

Glucose
Fig. 21.

Variations de l'accroissement (poids frais) de tissus de Crown-gall de Scorsonere cultives in vitro
dans un milieu contenant diverses doses de glucose.

A 21A

Poids sec

Glucose
Fig. 22.

Variations de l'accroissement (poids sec) de tissus de Crown-gall de Scorsonere cultives in vitro
dans un milieu contenant diverses doses de glucose.
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poids frais et le poids sec des tissus cultives ä la lumiere est plus eleve que celui des

tissus maintenus ä l'obscurite. La forme de chaque courbe de croissance n'est pas
reguliere. Pour les tissus cultives ä la lumiere, on voit que le poids frais passe par
un maximum pour 3% de glucose, et le poids sec pour 4%. Les tissus cultives k

l'obscurite n'ont pas un maximum net pour les deux criteres envisages.
La derniere experience (A 214) presente une particularity interessante, qui differe

des trois premieres (voir fig. 21 et 22). Le poids frais a un maximum pour 3% de

glucose. Les valeurs diminuent un peu aux fortes doses sans descendre au-dessous
de celles que l'on obtient pour 2 %. Le poids sec ne cesse d'augmentre regulierement.
On ne distingue pratiquement pas de difference entre ces valeurs, que les tissus soient
cultives ä l'obscurite ou non. Ceci est done en contradiction avec les premiers resultats.
Tout se passe comme si la lumiere n'avait pas influence la croissance. Ces resultats
sont conformes ä ceux que l'on pouvait attendre d'un tissu non chlorophyllien. Dans
ce cas, comme dans celui des tissus de Carotte etudies par Goris, il semble que la
lumiere, en l'absence de chlorophylle, n'ait pas d'action sur la croissance.

C) SOUCHE CAROTENOGfcNE DE TISSU CAMBIAL DE CAROTTE

jRöle de la lumiere

La croissance de ces tissus a ete comparee ä celle des tissus chlorophylliens.
Les premieres donnees ont trait ä des colonies d'äges differents mais elles nous ont
permis de remarquer que la proliferation etait tres differente d'une souche k l'autre.
Les colonies oranges ägees de 77 jours avaient un poids frais assez voisin de celui
des colonies vertes cultivees ä la lumiere, ägees seulement de 57 jours. Nous pouvions
dejä dire que la souche chlorophyllienne avait une « avance » de 20 jours sur la
souche orange, lorsque ces tissus etaient cultives ä la lumiere.

Cette premiere constatation nous a montre que l'effet de la lumiere ne se manifeste

pas de fagon semblable sur ces deux types de colonies. Les colonies oranges
avaient une croissance evaluee en poids frais qui etait beaucoup plus faible que celle
des colonies vertes.

Nous avons alors realise une seconde experience limitee ä trois conditions experi-
mentales pour chaque tissu. Cette restriction etait due au fait que nous avons signale,
ä savoir qu'il etait difficile d'obtenir des colonies oranges en bon etat, et en nombre
süffisant pour les decouper en explantats reguliers.

La lumiere semble agir sur les deux tissus differents dans le meme sens, mais

dans des proportions tres differentes. La souche chlorophyllienne a un accroissement
de poids frais et de poids sec plus eleve ä la lumiere qu'ä l'obscurite, ainsi que nous
l'avons indique auparavant. La souche carotenogene presente deux valeurs de poids
frais qui sont plus grandes k la lumiere qu'ä l'obscurite. Cependant l'ecart est minime
et il parait peu indique d'en tirer des conclusions tres categoriques. Toutefois, en
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admettant cette difference entre la condition eclairee et la condition obscure, et con-
trairement ä ce que l'on aurait pu attendre, la souche carotenogene presente, tout en

etant tres attenue, le meme phenomene que la souche chlorophyllienne, alors qu'elle
ne possede pas de chlorophylle. On est done tente, dans ce cas, de supposer qu'une
action de la lumiere s'exerce independamment de la photosynthese.

Röles complementaires de la lumiere et du glucose fourni
Les colonies vertes presentent les caracteristiques que nous avons indiquees

precedemment. Elles ont un optimum de croissance en fonction de 'a dose de sucre
fourni. Cet optimum correspond ä 3 % de glucose. La souche orange presente, eile

aussi, un optimum en fonction du sucre. Done en ce qui concerne l'utilisation du

Tableau 16

Croissance comparee de colonies tissulaires de Carotte chlorophylliennes et carotenogines
ägees de 58 jours

Exp. A 310

Souche chlorophylienne Souche carotdnog&ne

Glucose fourni
en g %

Tissus cultivds Tissus cuUivds Tissus cultiv6s Tissus cultives
ä la lumiere k l'obscurite k la lumiere ä l'obscurite

Poids frais par colonie exprime en grammes

3 2,177 0,630 1,055 0,775
5 1,692 0,747 0,880 0,762
6 1,122 0,485 0,480 0,473

Poids sec par colonie exprime en grammes

3 0,117 0,041 0,075 0,055
5 0,143 0,059 0,080 0,068
6 0,094 0,043 0,044 0,046

Poids sec en pour-cent du poids frais

3 5,37 6,51 7,12 7,08
5 8,47 7,90 9,09 8,94
6 8,38 8,97 9,17 9,72

glucose, bien que nous n'ayons pu entreprendre cette experience qu'en presence de

trois concentrations de ce sucre, les deux souches ont un comportement assez

semblable.
Pour les deux types de tissus, la teneur en matiere seche s'eleve lorsque la

concentration de glucose est plus forte.
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Enfin, on remarque que les valeurs du poids sec exprimees en% du poids frais
sont plus elevees chez les tissus oranges que chez les tissus verts. D'autre part, la
valeur du poids frais des tissus oranges cultives ä la lumiere pour 100 g de tissus

cultives ä l'obscurite est plus faible que la meme valeur donnee par les tissus chloro-
phylliens. (Voir tableau 16). Le poids sec montre une difference dans le meme sens.

Pour les tissus oranges, ces valeurs relatives permettent de mieux voir que les tissus

eclaires ont un poids legerement plus eleve que celui des colonies placees ä l'obscurite.

D. Annexe 1.

Etude des Carotinoides de deux souches tissulaires de Carotte

Nous utilisions des colonies « vertes » et « oranges » de tissu cambial de carotte,

pour nos experiences. Nous avons fait des extractions de pigments ä partir de ces

deux tissus differents et procede ä des analyses chromatographiques. Nous avons
dejä indique la teneur en chlorophylle des tissus verts (voir p. 50). La teneur en
Carotinoides des deux sortes de tissus de Carotte nous a donne des resultats comple-
mentaires. Ces travaux ont ete entrepris en collaboration avec G. Turian [53].

Carotinoides des tissus chlorophylliens

Nous avons identifie les xanthophylles ainsi que l'a-carotene et le ß-carotene

(voir tableau 17). Les colonies ägees ont un taux de pigments plus eleve que les

colonies jeunes. Les xanthophylles, qui dans ces dernieres se trouvent en quantites
plus faibles que les carotenes, depassent tres rapidement la teneur de ceux-ci dans
les colonies plus ägees. L'evolution du taux de ces pigments au cours du developpe-
ment des colonies, n'est done pas parallele.

Tableau 17

Teneur en carotenes et xanthophylles des tissus de Carotte exprimee en mg/100 g de poids frais

Carotinoides

Souche verte i Souche orange 2
Racine

de Carotte
potagere

49 jours 97 jours 67 jours 75 jours

Carotenes totaux 0,165 0,126 1,400 1,665 8,247
Xanthophylles totales 0,180 0,151 0,254 0,174 0,163
a-carotene — — 0,319 0,309 0,652
ß-carotene 0,165 0,126 1,081 1,046 7,595
Rapport xanthophylles/

carotenes 1,08 1,20 0,181 0,11 0,02

i Les risultats concernant la souche verte se rapportent a la mime sirie d'explantats.
'i Les r6sultats concernant la souche orange se rapportent ä deux series diflF6rentes d'explantats.
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Les xanthophylles ont iti dosies apres hydrolyse, done globalement. Nous
n'avons pas cherchi ä distinguer les xanthophylles libres des eventuelles xanthophylles
esterifiees que peuvent contenir les tissus.

Carotinoides des tissus carotenogenes. (Souche Eichenberger).

La principale caracteristique de la souche utilisee est l'absence de chlorophylles.
Aucune analyse n'a permis de reveler ces pigments. Par contre les tissus consideres

synthetisent abondament des Carotinoides. 1 La fraction principale est representee

par les carotenes. Les xanthophylles, toujours presentes, s'y trouvent en quantite
importante (9,5-15,4% des Carotinoides totaux). Les tissus oranges possedent 5 ä 6

fois moins de carotenes que la racine de Carotte potagere, mais ils contiennent par
contre une quantiti analogue de xanthophylles.

Conclusion

Les colonies vertes de tissu de Carotte ont un rapport xanthophylies/carotenes
clevi. Cela signifie que leur teneur en xanthophylle se rapproche plus de celle des

tissus de feuilles que de celle des tissus de racine de Carotte potagere. Les colonies

oranges ont un taux ilevi de carotenes et faible de xanthophylles. Pour ces tissus, le

rapport xanthophylles/carotenes est done bas. Les tissus isolis par Eichenberger ont
du subir une perturbation ginitique primaire qui est ä l'origine de la souche que nous
avons analysie. Cela se manifeste done par une diviation mitabolique favorisant une

carotinogenese accrue et supprimant la synthese des chlorophylles. Nous ne pouvions
connaitre cette derniere propriiti qu'apres avoir fait des analyses spectrophoto-
mitriques. Elle est tres particuliere et inattendue et eile nous a permis de comparer la
croissance des tissus chlorophylliens et des tissus carotinogenes cultivis ä la lumiere.
Nous disposions done de colonies qui itaient capables ou non de rialiser un acte

photosynthitique.

Annexe 2

Croissance des tissus de Carotte ä des temperatures differentes.

Nous avons rialisi toutes nos expiriences en plagant les tissus dans une cabine
climatisie ä 23° C. Toutefois, sur la base des travaux effectuis par de Capite [8],

nous voulions savoir quel serait l'effet d'une tempirature ilevie sur des tissus
cultivis ä la lumiere et ä l'obscuriti.

De Capite avait remarqui l'existence d'un optimum de tempirature ä 26° C

pour des tissus maintenus ä l'obscuriti et de 31° C pour des tissus cultivis en lumiere
continue. Nous avons cultivi des explantats d'une souche de tissu cambial de Carotte

1 Le spectre d'absorbtion d'un extrait dans l'ether de petrole revele la presence de Carotinoides
ä 450 et 470 millimu et l'absence complete de chlorophylle ä 660 millimu.
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A 112

Poids frais
tissus cultives a la lumtere ä 31°C o—o

l'obscurite" ä 26#C o o

P F

Glucose
Fig. 23.

Variations de l'accroissement (poids frais) de tissus de Carotte cultives in vitro dans des milieux
contenant diverses doses de glucose et ä des temperatures differentes ä la lumiere ou ä l'obscurite

A 112

Poids sec
tissus cultives 'a ta lumiere ä 31°C o—o

" l'obscurite a 26°C »--o

P s

Glucose
Fig. 24.

Variitions de l'accroissement (poids sec) de tissus de Carotte cultives in vitro dans des milieux
contenant diverses doses de glucose et ä des temperatures differentes ä la lumiere ou ä l'obscurite.
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sur le milieu de culture habituel (milieu de Knop) additionne de glucose (0,25 g % —
6 g %). Une partie des tubes prepares etait placee dans une cabine dont la temperature

etait reglee ä 31° C et en lumiere continue. L'autre etait mise ä l'obscurite
continue et ä 26° C. Les fragments initiaux pesaient en moyenne 130,7 mg.

Les tissus ont prolifere ainsi pendant 79 jours. Nous en avons determine le poids
frais et le poids sec. Ces valeurs sont assez irregulieres. Nous pensions que le poids
frais des tissus cultives ä la lumiere ä 31° C serait plus eleve que celui des tissus main-
tenus ä l'obscurtie ä 26° C. Or nous avons observe le contraire (voir fig. 23,24).
Le poids sec par contre, etait sensiblement le meme dans les deux conditions.

II semble que la lumiere n'a pas manifeste son effet stimulant car les tissus ont
un poids frais et sec plus faible que ceux que nous avions obtenus en cultivant les

memes tissus ä 23° C en lumiere discontinue.
Cela montre que les phenomenes que nous avons decrits ne peuvent etre

considers qu'en choisissant une temperature bien determinee. D'autre part, il ne semble

pas que la temperature de 31° C soit favorable aux tissus cultives ä la lumiere. Les

tissus cultives ä l'obscurite ä 26° C ont en regle generale des valeur de poids frais et
de poids sec assez semblables ä Celles que l'on obtient si on les met ä 23° C.

CHAPITRE VI — DISCUSSION ET CONCLUSIONS

A) TlSSU CAMBIAL DE CAROTTE CHLOROPHYLUEN.

Les experiences que nous avons entreprises sur la croissance de ces tissus nom-
prenaient deux variables. D'une part la concentration du sucre offert et de l'autre
la presence ou l'absence de lumiere. Nous savions, d'apres les premiers travaux
realises dans ce domaine [Gautheret, 19], que ces tissus ne sont pas autotrophes mais

semi-autotrophes. Leur regime physiologique est par consequent mixte. Nous avons
considere en outre dans nos experiences, un regime purement heterotrophe. II n'etait
done pas possible de dissocier a priori les deux variables qui agissaient sur les colonies.

C'est ce qui rend l'interpretation des resultats plus difficile mais c'est aussi une
condition biologique de base qui nous etait imposee.

Nous pouvons dire que les tissus chlorophylliens ont une croissance evaluee

en poids frais, poids sec et azote nettement favorisee par la lumiere, quelle que soit
la dose de glucose Offerte. Notons cependant qu'aux faibles doses de sucre, jusqu'ä
1 %, cet effet n'est pas tres constant. Le poids frais des tissus eclaires passe nettement

par un optimum ä 3,5% de glucose environ. Cet optimum ne parait pas tres marque
chez les tissus cultives ä l'obscurite.

Lorsqu'on suit revolution du poids sec des tissus cultives ä la lumiere, on constate

que les valeurs augmentent progressivement et semblent se stabiliser aux doses



AVEC L'UTILISATION DU GLUCOSE ET L'ACTION DE LA LUMIERE 73

de glucose comprises entre 5 et 6 %. Ceci suggere que la lumiere agit en augmentant
l'accumulation de matieres seches.

Simultanement, nous avons remarque que l'absorption de glucose par les tissus

augmente en fonction de la dose Offerte. Le quotient de consommation de glucose

nous montre que la consommation de ce sucre augmente ä la lumiere. Cette
augmentation est elle-meme liee ä la concentration du sucre fourni. En effet, plus il y
a de glucose dans le milieu de culture, plus il est consomme. Cependant, la proportion
entre le sucre consomme et les glucides solubles totaux accumules n'est pas la meme.
Une partie de celui-ci doit etre utilisee dans la respiration et dans la constitution des

parois. Cette utilisation doit etre plus grande ä la lumiere qu'ä l'obscurite.
Le fait de retrouver une forte quantite de saccharose dans les tissus peut s'ex-

pliquer selon l'idee de Leloir et coll. [41] par le schema suivant:
UDP — glucose + fructose saccharose + UDP. Goris [26] avait dejä emis

une hypothese dans ce sens puis Hassid et Putnam [31] ont precise les systemes

enzymatiques qui dirigent les transformations glucidiques.
Recemment, Schopfer[60] etudiant la croissance d'Algues unicellulaires a prouve

qu'un effet synergique dans un regime mixte doit etre examine avec soin. Au lieu
d'observer dans un regime mixte une Synergie totale entre l'autotrophie et l'hetero-
trophie, il a constate que le rendement est moins bon dans ce cas que si chaque
Systeme fonctionnait seul. Cela permet de penser que les tissus cultives in vitro ä

la lumiere pourraient egalement ne pas avoir un rendement aussi bon que ceux qui
sont maintenus ä l'obscurite, bien que leur croissance soit nettement superieure.

Nous avons tente d'apprecier les possibilites de photosynthese par la methode

manometrique. Cette methode appliquee depuis longtemps aux cultures de tissus

vegetaux n'est pas employee sans reserves. Recemment, Lioret [47] a insiste sur les

erreurs qui peuvent etre commises dans la determination de l'oxygene et surtout dans

celle de ['anhydride carbonique. Neanmoins les mesures des echanges gazeux four-
nissent des donnees tres utiles et nous n'avons pas renonce ä poursuivre nos premiers
essais. La fonction photosynthetique peut se manifester faiblement chez les colonies

que nous cultivions. Nous supposons que la lumiere n'agit pas seulement sur un
Systeme biochimique mais sur plusieurs et que l'augmentation du poids des tissus

est due ä plusieurs effets. II peut y avoir par exemple une photo-utilisation du
glucose. Nous avons en outre dejä signale que la lumiere stimule la reduction des ions

N03 et facilite l'incorporation dans les protides de produits intermediaires de la

photosynthese. Elle accelere egalement la genese des acides amines [Champigny 9].

Or nous avons pu mettre en evidence que les quantites d'azote des tissus exposes ä

la lumiere sont plus elevees que Celles des tissus maintenus ä l'obscurite.
Puisque les tissus sont capables d'absorber de plus en plus de glucose au fur

et ä mesure que sa concentration augmente dans le milieu, cela peut conduire, ä la

lumiere, ä une isomerisation plus rapide des Sucres intratissulaires en rapport avec

un metabolisme augmente. S'il y a plus de glucides formes, il y a d'une part plus
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de reserves solubles et d'autre part davaritage de restes glucidiques susceptibles
d'etre incorpores dans le metabolisme des protides.

Nous pouvons penser que la lumiere catalyse les reactions generates du
metabolisme et tout particulierement la formation de l'acide adenosine triphosphorique
au cours de la photophosphorylation. L'ATP se forme selon l'hypothese d'Arnon
[1] selon le schema suivant:

Lux
nP + nADP >• nATP

Cette reaction est elle-meme couplee ä celle de la photoreduction de la pyridine
nucleotide:

TPN P -J- A DP -L H20 TPNH2 4- ATP 4- /202

Maclachlan et Porter [48] ont montre que des disques de feuilles de Tabac sont
capables de synthetiser du saccharose Iorsqu'on leur fournit des solutions de

glucose ä la lumiere et en condition anaerobie. La phosphorylation du glucose devait
etre due, dans ce cas ä des reactions induites par la lumiere qui se deroulaient en
l'absence d'air. II s'agissait d'une formation d'ATP par photophosphorylation
cyclique.

Par ailleurs nous pouvons admettre que Taction de la lumiere peut se manifester

indirectement par Taction de Tauxine. Pilet [55] indique que cette derniere

a des proprietes tres etendues et Ton constate qu'elles se manifestent parfois de

maniere divergente. La lumiere agit sur la degradation de Tauxine in vitro, en
presence d'un photorecepteur. L'auxine aurait des proprietes d'extensibilite des parois,
elle favorise avant tout Tentree de Teau dans la cellule. D'apres Goris et Duhamet
[29] elle augmente legerement la teneur en Sucres des tissus de C'arotte. Elle pourrait
done augmenter la permeabilite des cellules aux glucides [Gautheret 19]. Si Tauxine
favorise Tentree de Teau et des glucides dans la cellule, et si Ton suppose que Tacti-
vite metabolique est plus grande ä la lumiere qu'ä 1'obscurite cela pourrait se tra-
duire par une plus grande utilisation du glucose et une augmentation de la croissance.

B) Tissus de crown-gall de scorsonere.

Les resultats que nous ont fourni nos experiences realisees au moyen de ces

tissus sont contradictoires. Dans trois cas il semble que la lumiere influence la croissance

et dans un cas cela ne se remarque pas. Nous pensons que nous ne devons

pas pour autant negliger de prendre en consideration ces resultats car ils indiquent
justement qu'un effet different de la photosynthese peut se manifester dans certains

cas, sans que cela soit tres net. En effet, la croissance des tissus de Crown-gall, bien

qu'elle soit irreguliere, montre dans trois experiences, qu'elle est legerement plus
elevee ä la lumiere. Dans une autre experience, nous remarquons que les tissus ont
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une croissance analogue tant ä la lumiere qu'ä 1'obscurite. Nous supposons que le

gain de poids frais et de poids sec des tissus eclaires qui peut se manifester, pourrait
etre du ä une photophosphorylation et ä une stimulation de certains actes meta-

boliques.

C) Tissus cambial de carotte carotenogene.

Ces tissus que nous avons utilises avaient une croissance plus lente que les tissus

chlorophylliens. Toutefois nous avons note une legere augmentation du poids des

colonies exposees ä la lumiere. Ceci pourrait s'ajouter ä ce que nous avions dejä
observe en cultivant les tissus de Crown-gall de Scorsonere. Cependant nous preci-
sons que cette souche n'avait pas une croissance aussi reguliere que la souche chloro-
phyllienne car nous avons constate que d'autres colonies oranges, dont la proliferation

etait peut-etre stimulee par des repiquages plus frequents, avaient prolifere
plus rapidement.

Sommaire

Nos recherches ont porte principalement sur le comportement des colonies
tissulaires de Carotte chlorophylliennes. Nous avons etudie l'effet du glucose lie
ä celui de la lumiere ou de 1'obscurite. Cela nous a montre que ces tissus reagissent
differemment .Nous avons constate que l'absorption de glucose varie en fonction
de la dose fournie et qu'elle n'est pas la meme ä la lumiere ou ä 1'obscurite. En
outre nous avons pu constater que la photosynthese se manifeste in vitro.

Les colonies carotenogenes ainsi que Celles de Crown-gall de Scorsonere nous
ont servi ä etablir des comparaisons. Les premieres ne presentent pas de chloro-
phylle a et b. Elles ont une croissance analogue, ä 1'obscurite, ä celle des colonies
vertes. II semble que leur poids augmente tres legerement si elles sont exposees ä

la lumiere. Les secondes paraissent dans certains cas proliferer mieux si elles sont
eclairees.

Nous pensons pouvoir preciser quatre notions:
La croissance des tissus chlorophylliens est fortement stimulee par la lumiere.

Cette stimulation semble se porter sur une accumulation de matiere seche, par
l'intermediaire des differentes etapes du metabolisme.

La lumiere favorise egalement l'absorption du glucose par les tissus.

La photosynthese se manifeste chez les tissus chlorophylliens meme si la teneur
en pigments n'atteint pas une valeur elevee. Cette fonction peut done ajouter ses

produits ä l'apport exogene du glucose.
La faible augmentation du poids des tissus non verts constatee ä la lumiere

suggere que d'autres mecanismes que la photosynthese peuvent entrer en jeu mais

avant tout que le fonctionnement cellulaire est meilleur dans les conditions d'eclaire-
ment et probablement grace ä des processus de photophosphorylation.
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