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La culture des lissus vegetaux.
Par Pierre Nobecourt.

Charge de cours ä la Faculte des sciences, Grenoble.

Manuscrit re<;u le 14 octobre 1946.

On peut definir une culture de tissus : « un ensemble de cellules
somatiques qui, isolees d'un organisme complet, s'accroit sans se diffe-
rencier en organe morphologiquement caracterise ». La croissance peut
cesser au bout d'un certain temps, ce qui indique qu'il manque dans le

milieu nutritif une ou plusieurs substances indispensables : une croissance

limitee peut cependant s'effeetuer grace aux reserves de ces
substances contenues dans l'explant mis en culture. Au contraire, la croissance

illimitee indique que les cellules se trouvent dans des conditions
completement favorables. Seules, les cultures illimitees sont, selon

Carrel, de veritables cultures de tissus.
C'est Haberlandt qui, en 1902, eut le premier l'idee « de cul-

tiver en milieu nutritif convenable, les cellules vegetales isolees de

plantes superieures ». Mais ses tentatives, ainsi que Celles de nombreux
autres chercheurs, echouerent completement. Plusieurs botanistes arri-
verent cependant k cultiver des racines isolees, mais il s'agissait lä de

cultures d'organes et non de cultures de tissus. Ces cultures de racines
donnerent toutefois lieu k de tres interessants travaux et un resultat
capital fut obtenu lorsque White, en 1934, put realiser la culture
illimitee de racines de tomate.

Cependant plusieurs auteurs obtenaient des proliferations plus ou
moins considerables et prolongees de tissus vegetaux in vitro. Le
premier en date est le celebre phytopathologiste Erwin Smith qui, dans
le but d'etudier le cancer des plantes, observait la proliferation de
fragments aseptiques de pommes de terre places sur du coton humide en

atmosphere saturee.
Plus tard, au cours de nos recherches sur l'immunite chez les vegetaux,

publiees en 1927, nous remarquions que des tranches de carotte,
placees aseptiquement sur de la gelose au salep, proliferent en donnant
de volumineuses excroissances. Puis, en collaboration avec MIle D u s -
s e a u nous constations qu'elles proliferent de meme sur coton imbibe
d'eau distillee, par « croissance residuelle » aux depens des reserves
contenues dans les tissus preexistants (figures 1 et 2). Des faits analogues
etaient egalement constates par des medecins etudiant sur des vegetaux

le probleme du cancer.
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De leur cote, Gautheret (1934) et Gioelli (1938) reussis-
saient ä faire proliferer des fragments du tissu cambial de divers arbres,
en les placant sur du liquide de Knop glucose et gelose. Mais ces
cultures, de duree limitee, ne pouvaient etre repiquees.

Or, Kögl ayant mis en evidence, en 1934, les remarquables pro-
prietes de l'acide indol-/?-acetique, nous avons eu l'idee d'appliquer cette
substance k la culture des tissus vegetaux. Nous avons ete ainsi conduits
ä constituer, en 1937, un milieu de culture comprenant une partie solide
et une partie liquide. La partie solide est preparee en additionnant de
2 % de glucose une solution minerale derivant du liquide de Knop
complete par les elements oligodynamiques preconises par Albert
Berthelot, et en ajoutant de la gelose. Apres solidifcation en plan
incline dans des tubes ä essais, on ajoute la partie liquide au fond du
tube, d'oü eile diffuse dans la gelose, en agissant progressivement sur
les fragments vegetaux qui y sont places. De plus, sa presence entre-
tient un etat hygrometrique tres favorable a la proliferation. Cette partie
liquide a la meme composition que la partie solidifiee, mais elle con-
tient, en outre, de l'acide indol-acetique et du chlorhydrate de cysteine
(dont les travaux de plusieurs auteurs semblaient indiquer une action
favorisant la proliferation cellulaire). Sa sterilisation s'effectue par
filtration sur bougie, pour eviter toute alteration par la chaleur. Ce milieu
nous a permis d'entretenir une souche de tissus de carotte depuis le
6 septembre 1937 et de realiser ainsi, pour la premiere fois, la culture
illimitee d'un tissu vegetal.

Ces resultats ont ete contestds par Gautheret qui a pretendu
que le milieu de culture dont nous venons d'indiquer la composition, est
toxique pour les tissus vegetaux. Mais cette assertion ne repose sur
aucune base serieuse et, comme beaucoup d'affirmations de cet auteur,
est en opposition avec les faits.

Peu apres nous, White obtenait la culture indefinie d'autres
tissus, derivant de la tige de l'hybride. Nicotiana glauca X N. Langs-
dorffii sur le milieu ä l'extrait de levure qu'il employait pour la culture
des racines, ä demi-solidifie par la gelose, les tissus se developpant mal
en milieu liquide. Par la suite, il remplaga l'extrait de levure par un
melange d'aneurine (vitamine Bi) et de glycine (glycocolle).

Nous avons constate que la cysteine, qui figurait dans notre milieu
primitif, est inutile pour la culture des tissus de carotte. Le seul facteur
de croissance necessaire est l'acide indol-acetique. Nos essais pour le
remplacer par des substances chimiquement voisines : acide indol-/3-pro-
pionique, tryptophane, ont echoue. Toutefois d'apres Gautheret,
l'acide naphtyl-acetique peut remplacer l'acide indol-acetique.

Nos cultures de tissus de carotte synthetisent de l'aneurine, meme
k l'obscurite; il est done inutile d'en mettre dans le milieu de culture.
Ce fait indique, en outre, que chez les plantes superieures, contraire-
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ment ä ce qui est generalement admis, l'aneurine n'est pas exclusivement
synthetisee par les organes chlorophylliens.

Nous avons aussi realise, en collaboration avec Mme Kofler, 14

culture indefinie de tissus derivant de la tige d'un rosier hybride de

Wichuraiana (var. New-Dawn). Ces cultures ont d'abord ete faites par
la meme methode que les cultures de tissus de carotte, sur milieu ä base

d'acide indol-acetique. Puis, nous avons constate qu'en l'absence de tout
facteur de croissauce, elles peuvent proliferer de fagon prolongee et

peut-btre meine illimitee, car les cultures sans facteur de croissance se

developpent actuellement depuis plus de 18 mois.

Les cultures de tissus d'hybride de Nicotiana realisees par White,
n'ont aussi pas besoin d'acide indol-acötique. Actuellement, cet auteur
les effectue sur un milieu ou l'extrait de levure, primitivement utilise,
est remplace par un melange d'aneurine, glycine, pyrimidine et acide

nicotinique. Les deux dernieres substances sont des facteurs complemen-
taires, car White a longtemps opere ses cultures sans eux.

Ces faits montrent que les cultures de tissus vegetaux ont, selon les

cas, des besoins differents en facteurs de croissance: ils sont ä rappro-
cher de ceux mis en evidence, notamment par les travaux de Schopf er,
dans la nutrition de divers champignons et micro-organismes.

Examinons maintenant les caracteres morphologiques de cultures
de tissus. Les cultures de tissus de carotte presentent l'aspect d'un
agregat de petits mamelons (figure 3). A leur surface se trouvent des

cellules disposees en files ramifiees tres irrögulierement, formant, par
leur enchevetrement, une sorte de feutrage. Des formations analogues
ont ete observees depuis longtemps dans les phenomenes de cicatrisation
en atmosphere saturee d'humidite. Elles avaient ete assimilees par

Pfeiffer, puis par Gautheret, aux cellules migratrices des

cultures de tissus animaux. Cette assimilation n'est pas justifiee, car il
s'agit ici de cellules completement immobiles. Par la suite, Gautheret,

abandonnant cette fagon de voir, a appele ces formations des

« pseudo-thalles »; les auteurs americains les ont nommees « cellules

algoi'des ». Ces expressions ne sont pas satisfaisantes, car il y a des

thalles et des algues ayant une structure fort differente et nous les avons
remplacees par l'appellation de « cellules buissonnantes » qui nous parait
bien evoquer leur aspect.

A l'interieur des mamelons se trouve un parenchyme, renfermant de

l'amidon et, si la culture a ete faite ä la lumiere, des chloroplastes. Dans

ce tissu, se differencient des nodules de cellules vasculaires a peu pres
isodiametriques ä epaississements lignifies, reticules.

Les cultures de tissus de Nicotiana, de White, ont une structure
analogue, mais ne contiennent pas ou presque pas de chlorophylle, meme
ä la lumiere.
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Dans nos cultures de tissus de rosier, on trouve aussi des cellules
buissonnantes, du parenchyme riche en amidon et des cellules vasculaires;
la chlorophylle y est rare ou absente, les cultures ont habituellement une
teinte creme. En outre, les tissus ont souvent une grande tendance ä
s'etaler sur la gelose en couche parfois tres mince, rappelant un peu par
cela, les cultures de tissus animaux (figure 4).

Les cultures de tissus ont permis d'etudier les phenomenes relatifs
ä l'histogenese et ä l'organogenese. Nos connaissances sur les agents
intervenant dans ces phenomenes sont encore fort incertaines: il n'est
pas douteux que les methodes de culture de tissus n'aient lä d'utiles
applications.

Les travaux qui ont eu lieu dans cette direction ont ete surtout,
jusqu'ici, effectues avec des cultures de duree limitee. Citons-en quel-
ques-uns.

G i o e 11 i, operant avec le tissu cambial de quelques arbres, prin-
cipalement Sterctdia platanifolia, a examine Faction, sur les tissus
neoformes, de divers facteurs (temperature, lumiere, pression osmotique,
etc.); il a notamment mis en evidence Faction de la lumiere sur la ligni-
fication des membranes. Gautheret a etudie les conditions du bour-
geonnement du tissu cambial d'orme sur divers milieux et soumis ä
divers agents physiques, ainsi que les conditions de proliferation et
d'organogenese dans divers tubercules.

Nous-m§me, en collaboration avec Mme K o f 1 e r avons etabli les
conditions precises de la proliferation du parenchyme vasculaire du
tubercule de topinambour, qui a lieu soit sous Faction de l'acide indol-
acetique, soit simplement sous Faction d'une atmosphere ä peu pres
saturee; nous avons decrit la structure des neoformations ainsi obtenues
et etudie les phenomenes de polarite qui se manifestent dans ce tissu.
Ces recherches rectifient l'erreur de Gautheret qui affirme que les
tissus de topinambour ne proliferent qu'en presence d'aeide indol-ace-
tique (figure 7). Mme K o f 1 e r a, en outre, etudie les conditions de la
rhizogenese dans les tissus du tubercule de topinambour et a montre
qu'on peut provoquer une abondante formation de racines sur le paren
chyme vasculaire de ce tubercule.

Nous-mSme avons aussi montre que, contrairement aux affirmations
de Gautheret, les tissus du tubercule de chou-rave produisent des
racines ou des bourgeons, soit spontanement, soit sous Faction d'uD
milieu nutritif (figures 5 et 6).

Mais toutes ces experiences faites avec des cultures de duree limitee,
malgre leur interet, ont l'inconvenient de laisser subsister une influence
des tissus primitifs explantes. White, operant sur des cultures ayant
subi de nombreux repiquages, elimine completement cette influence. Utili-
sant une souche de tissus de Nicotiana qui, cultivee depuis plusieurs an-
nees sur milieu gelose, n'avait donne que des masses morphologiquement
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Figure 1 (ä gauche).
Tranches longitudinales de Carotte proliferant sur coton
imbibe d'eau distillee. — Ces tranches sont completement recou-

vertes de cellules buissonnantes.

Figure 2.

Tranche transversale de carotte ayant prolifere sur coton
imbibe d'eau distillee.

P. Nobecourt, phot.

Figure 3.

Cultures de tissus de carotte ä differents etats de d6veloppement, sur notre
milieu ä l'acide indol-acetique. — Ces cultures donnent parfois naissance ä

des racines, comme le montre le tube situe ä droite.
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Figure 4.

Culture de tissus de tige de rosier. — Les
tissus s'etalent ä la surface de la gelose.

Figure 5.

Tranche mince de lubercule de ehou-rave,
donnant de nombreuses et longues racines
ramiliee-, sur notre milieu ä l'acide indol-

ac6tique.

Figure 6.

Tranche de ehou-rave, ayant donne une
multitude de racines sur coton imbibe d'une
solution d'acide indol-acetique (concen¬

tration 10~4).

Figure 7.

Tranches minces de topinambour, ayan
produit de volumineuses proliferations, su
Knop saccharos6 gelose (sans hetero-auxinp/

P. Nob6court, phot.
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indifferenciees, il a constate qu'en immergeant ces tissus dans le meine
milieu non gelosb, ils donnent naissance ä des tiges et des feuilles.
Skooga obtenu le meme resultat en reduisant l'intensite de l'eclairage
des cultures.

Nos cultures indefinies de tissus de carotte produisent parfois aussi
des racines differenciees (figure 3, ä droite). Ces racines, tant qu'elles
sont adherentes aux mamelons indifferencies qui les ont produites,
peuvent s'accroitre et se ramifier dans le milieu de culture. Mais, si on
les en separe, leur croissance s'arrSte bientbt, car notre milieu, ne con-
tenant pas d'aneurine, est impropre ä leur culture, eonformement aux
resultats etablis par les physiologistes americains. Transportees dans du
liquide de K n o p glucose, additionne d'aneurine et d'elements mineraux
oligodynamiques, elles se developpent indefiniment. En vieillissant, elles

produisent, 5a et lä, de petits mamelons chlorophylliens qui, repiques
sur notre milieu k l'acide indol-acetique, redonnent une serie de cultures
de tissus morphologiquement indifferencies. On assiste ainsi au passage
des cultures de tissus aux cultures d'organe et inversement, chacune de

ces cultures ayant ses exigences speciales pour se perpetuer, les unes

ayant besoin d'aneurine, les autres d'acide indol-acetique.
Ajoutons que nos cultures de tissus de carotte continuent a produire

des racines, meme si elles ont ete maintenues k Pobscurite totale pendant
plusieurs annees. Or, d'apres les experiences de Moureau sur les bou-
tur.es de Coleus, la differentiation des racines necessite 1'intervention
d'un facteur d'organisation forme dans les feuilles sous Paction de la
lumiere. On voit que, dans le cas des tissus de carotte, la lumiere n'est
pas indispensable ä la rhizogenese.

Signalons aussi que nous avons obtenu des productions de nature
caulinaire et foliaire ä partir de cultures de racines de carotte. Ce fait
fera ulterieurement l'objet d'une communication detaillee.

Faisons enfin remarquer que la distinction entre cultures de tissus,
cultures d'organes et boutures est parfois assez imprecise. Des fragments
de tissus de divers tubercules (salsifis, seorsonere, etc.), mis en culture,
peuvent donner non seulement des proliferations indifferenciees, mais
aussi des bourgeons feuilles et des racines, et sont analogues ä de veri-
tables boutures.

Les cultures de tissus vbgetaux ont ete l'objet de diverses etudes
concernant leur respiration, de la part dePlantefol,deLachaux
et, recemment, de White, qui a compare le comportement de cette
fonction dans differents tissus normaux et pathologiques. De son cote,
Cappelletti a etudie dans les tissus de carotte neoformes en
culture, et comparativement avec les tissus anciens, l'hydratation, la pres-
sion osmotique du sue et la teneur en Sucre.

En pathologie vegetale, la culture des tissus a dejä donne de tres
importants resultats; e'est d'ailleurs dans le but de resoudre des pro-
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blemes relatifs ä la Phytopathologie que nous avons ete amene, des 1926,
ä aborder la question de la culture des tissus. Cette methode permet
d'etudier Taction des agents pathogenes sur les tissus isoles. C'est ainsi
que G i o e 11 i, utilisant des cultures de tissus de carotte ou de Sterculia
platanifolia, a constate que ces tissus, selon leur nature et leur origine,
offrent une resistance differente aux micro-organismes; il a aussi etabli
que les toxines de certains champignons exercent une action inhibitrice
sur le developpement des tissus, tandis que les secretions d'autres
champignons, ainsi que Celles de Rhizobium et du Bacterium tumefaciens,
exaltent la proliferation cellulaire.

Les cultures de tissus peuvent aussi permettre le developpement
in vitro de parasites obligatoires: virus de la mosai'que du tabac (S e -

g r e t a i n), mildiou de la vigne (More 1).

Mais les plus importantes applications de la culture des tissus vege-
taux concernent le probleme du cancer. On sait que Erwin Smith
a montre que le Bacterium tumefaciens provoque chez de nombreuses
plantes des tumeurs que Jensen ale premier, en 1910, assimilees ä
un cancer vegetal. Mais cette opinion, adoptee par Smith, a ete tres
controversee. Or, White et Braun, inoculant le B. tumefaciens ä
des tournesols, ont pu obtenir, ä une assez grande distance de la tumeur
primaire formee au point d'inoculation, des tumeurs secondaires
(metastases) completement depourvues de bacteries. Ces metastases ont ete le
point de depart de cultures de tissus dont les caracteres sont, tres diffe-
rents de ceux des cultures des tissus normaux, et qui se developpent
environ douze fois plus rapidement. Ces cultures de tissu tumoral, aprös
plusieurs repiquages, sont susceptibles d'etre greffees sur des tournesols
sains et d'y reproduire des tumeurs indemnes de bacteries. White a
etabli, en outre, qu'elles ne contiennent pas non plus de virus filtrant
cancerigene.

Tout recemment, en soumettant k une temperature de 45° des
tumeurs provoquees sur Vinca rosea par le B. tumefaciens, il parvient
k y faire disparaitre les bacteries. Les tissus tumoraux ainsi debarrasses
de l'agent infectieux peuvent §tre cultives et ensuite, greffes sur d'autres
plantes de Vinca, redonner de volumineuses tumeurs.

Ces experiences demontrent que, sous l'influence du B. tumefaciens,
les cellules de la plante peuvent se transformer en veritables cellules
cancereuses capables de conserver leur faculte de proliferer indefini-
ment, meme lorsque la bacterie qui a declenche cette proliferation n'est
plus presente dans les tissus.

Nous avons dejä dit comment White avait realise la culture des
tissus de l'hybride Nicotiana glauca X N. Langsdorffii. Cet hybride pro-
duit spontanement des tumeurs qui ne sont pas d'origine parasitaire
(Kostoff,Whitaker, Levine, etc.); or, W h i t e a montre que
leurs tissus, apr&s avoir ete cultives in vitro pendant cinq ans, peuvent
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gtre greffes sur Nicotiana glauca et y donner naissance ä des tumeurs

sur cette espece qui ne produit jamais de tumeurs spontanees.
Ces recherches paraissent avoir demontre l'analogie fondamentale

du cancer vegetal avec le cancer animal et on peut penser que leur

developpement contribuera grandement ä la connaissance du mecanisme

intime de la formation des neoplasmes.
Les resultats dejä atteints grace ä la culture des tissus vegetaux

suffisent ä montrer l'importance de cette methode, qui offre aux cher-

cheurs de vastes champs d'etude. Car beaucoup de points ont ete insuf-

fisamment approfondis ou meme n'ont pas encore ete abordes. Les resultats

obtenus manquent de generality: la culture indefinie des tissus n'^a

ete reussie que dans quelques especes vegetales. En particulier, on n a

encore realise aucune culture de tissus de monocotyledone: peut-etre ces

vegetaux ont-ils des besoins speciaux en facteurs de croissance D'autre

part, certains types de tissus, le collenchyme par exemple, n'ont pas

encore ete obtenus en culture.
La culture des tissus permettra de realiser d'interessantes

experiences sur la nutrition. On pourra, plus aisement que dans la plante

entiere, examiner le röle de diverses substances, glucides, acides amines,

sels mineraux, etc., ou determiner quels sont les tissus oü s'effectuent
certaines syntheses, specialement Celles des substances vitaminiques ou

hormonales.
Les applications a la pathologie doivent aussi prendre une grande

extension. C'est surtout dans l'explication des phenomenes d'immunite

que la culture des tissus nous parait devoir etre tres utile. Chez les

vegetaux, les phenomenes immunitaires sont habituellement tres
localises: il faut done les etudier ä l'echelle cellulaire ou, tout au moins,

tissulaire.
C'est vraisemblablement aussi par la culture des tissus qu'on arrivera

ä connaitre les facteurs de l'histogenese et de l'organogenese. En sou-

mettant des cultures indefinies de tissus indifferencies ä diverses

influences physiques ou chimiques, on parviendra sans doute ä degager

les causes des multiples variations de forme et de fonction que l'on

rencontre dans les tissus vegetaux.
Enfin, il faudrait tendre k obtenir la proliferation de cellules pro-

venant de vegetaux superieurs, de fa<jon isolee ou presque isolee, ce qui

etait, semble-t-il, le but recherche par Haberlandt, et ensuite, k

partir de ces elements, analogues k des cultures de bacteries ou de

levures, essayer de reconstituer des tissus differences sans l'influence
de facteurs bien determines.

Les cellules buissonnantes de nos cultures de tissus de carotte, avec

leur aspect un peu levuriforme, nous ont paru se rapprocher de l'objectif
recherche. Malheureusement, nos tentatives pour les faire proliferer une

fois qu'elles sont separees du tissus sous-jacent, ont echoue jusqu'ici.
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Le but ideal que l'on peut assigner aux cultures de tissus vegetaux
semble done encore loin d'etre atteint. Mais rien ne permet de dire qu'il
ne pourra 1 etre: au contraire, les resultats rapidement acquis en quelques

annees, doivent nous faire envisager l'avenir avec confiance.

Zusammenfassung.

Das Problem der Kultur pflanzlicher Gewebe hat durch lange Zeit
den Bemühungen der Biologen widerstanden. Erst im Jahre 1937 hat
Nobecourt einen Nährboden auf Basis der Indolessigsäure
angegeben, der gestattet, Stückchen von Karotten durch unbegrenzte Zeit zu
kultivieren. Im Jahre 1938 ist dann White die zeitlich unbegrenzteKultur einer Nicotiana-Hybride auf einem Nährboden von Hefeextrakt
gelungen.

Die Kultur pflanzlicher Gewebe bietet zahlreiche Ausblicke auf
Fragen der Zellvermehrung, auf Fragen der Zellernährung, der Histo-
genese und der Organogenese.

In der Pathologie der Pflanzen gestattet sie die Produktion vonViren in vitro, ebenso das Züchten von parasitären Pilzen, die auf
keinem künstlichen Nährboden wachsen. Sie hat auch dazu geführt, den
Krebscharakter bestimmter pflanzlicher Tumore nachzuweisen.
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