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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.



8 D&VELOPPEMENT DES TISSUS v£GETAUX CULTIVfis IN VITRO DANS SES RAPPORTS

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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