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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.



AVEC L'UTILISATION DU GLUCOSE ET L'ACTION DE LA LUMIERE 27

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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