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Culture in vitro de tissus de Carotte et organogenése

Par Paul-Emile Pilet
Laboratoire de physiologie végétale!

Université de Lausanne

Introduction

La Carotte fut une des premieres plantes & étre utilisée pour la réali-
sation des cultures de tissus in vitro et ¢’est surtout gréce aux recherches
de Gautheret, dont une des plus anciennes publications consacrée a ces
problémes remonte & 1934, que peu & peu, dans les laboratoires de biologie,
ces méthodes furent introduites, offrant aux chercheurs un matériel de
choix pour des analyses morphologiques, physiologiques et biochimiques.

Ce travail est consacré & I’étude de I'influence de la composition du
milieu nutritif (acide f-indolyl-acétique: ABIA — adénine — cinétine) sur la
croissance et ’organogenése de souches de Carotte cultivées in vitro.

Nous tenons a remercier bien vivement notre colléegue le Prof.
R. J. Gautheret — chez qui, il y a quelques années déja, nous etimes le
privilége de travailler — pour ses précieuses suggestions et I'intérét qu’il a
porté a ces présentes recherches.

Quelques travaux

En consultant les publications consacrées & ces questions d’organo-
genese, nous trouvons de nombreux exemples ou des souches de tissus
cultivés in vitro, forment des organes déterminés (v. Gautheret 1959;
p. 328-338). D’une fagon générale, la production de racines est plus fré-
quente que celle de pousses feuillées, mais certaines colonies tissulaires
(scorsonere, chicorée, crepis, etc.) sont capables dans certaines conditions,
de reconstituer des plantes entiéres.

En ce qui concerne plus spécialement les tissus de Carotte, quelques
travaux ont été publiés a ce sujet, Levine (1947), observe la formation de
racines et de bourgeons foliaires et met en évidence 'action caulogéne de
IABIA : sur un milieu riche en ABIA, les tissus de Carotte ne donnent pas
de pousses feuillées, mais leur transfert dans un milieu dépourvu d’ABIA

! Ce travail a pu étre entrepris gréce & la collaboration technique de Mme Cl. Grand.-
champ et de M!les A, Roll, S. Delafontaine et A. Carrard. Les photographies qui
illustrent cette publication ont été faites par notre préparateur M. R. Magliocco.
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entraine un bourgeonnement immédiat. De plus, cet auteur montre que
certains carbures cancérigénes favorisent ’apparition de bourgeons sur des
souches installées de Carotte (Levine 1950 a et b et 1951). Gautheret a
cultivé pendant plusieurs années cette souche de Levine et a constaté
qu’elle était capable de bourgeonner & condition qu’on mette relativement
peu d’ABIA dans le milieu (communication personnelle). Wiggans (1954)
met en évidence I'action différée de I’adénine sur des tissus de Carotte et
montre que ces tissus ne donnent naissance & aucun bourgeon s’ils sont
cultivés sur un milieu contenant de ’adénine; ils en forment dés qu’on
transfert ces souches sur un milieu ordinaire. Nobécourt (1955) isole une
souche de Carotte capable de donner des pousses feuillées dans des con-
ditions, semble-t-il, de culture normale. Plus récemment, Steward et
ses collaborateurs (1958, 1960), analysant la croissance de souches de Ca-
rotte cultivées sur des milieux enrichis de lait de coco, obtiennent des
plantes complétes qui semblent provenir de «nodules» aux cellules géantes
et dont les parois possédent des caractéristiques (plus physiologiques que
chimiques d’ailleurs) de «cambium-like cells».

De nombreux travaux ont été réalisés pour isoler, du lait de coco, les
produits actifs (v. Gautheret 1959; p. 639-642). Citons en particulier les
expériences de Shantz et Steward (1952) qui ont évalué 'activité
biologique des diverses fractions du lait de coco en utilisant des fragments
de Carotte cultivés in vitro.

Reinert (1959) décrit une souche de Carotte qui, depuis des années,
ne formait que des racines lorsqu’elle était cultivée sur un milieu conte-
nant du lait de coco, et capable de former des pousses feuillées si on la
repique sur un milieu synthétique. Cet auteur observe, dans ce cas, I'ap-
parition d’un embryon adventif bipolaire qui se développe aux dépens de
la souche. Koblitz (1961) consacre enfin un gros mémoire 3 I’organo-
genese de souche de Carotte; il montre entre autres que, sur un milieu
contenant du lait de coco ou des substances de croissance (ABIA, 2,4-D,
ete.), aucune formation d’organe ne peut étre relevée. Par contre la ciné-
tine, combinée & du 2,4-D, induit I’apparition de racines. La fraction G.1,
obtenue & partir de I’endosperme solide de la noix de coco, favorise trés
nettement la rhizogenése de ces tissus de Carotte.

Matériel biologique

Parmi les quelque 20 variétés de Carotte dont nous pouvions disposer,
nous avons surtout utilisé, dans ces essais les variétés suivantes?:

2 Nous voulons remercier M. P. Cruchet, des Stations fédérales d’essais 4 Lausanne,
pour ses trés utiles renseignements.
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Variétés du Daucus caroia:

Corotbe HEEEAMEE SRIBIIOEE6 . . . i ov 00 s v st S a s o iy el souche NA
Carotte nantaise danoise 039 . ... .. .ttt ittt it ittt souche ND
Carotte de Buetande . oy . o et wiate s ey eievie tie et o sin o brp s s souche G
Carotte de. BerNotimi:, o\ v v v o s b e S e B e i e souche B
6= oo o Lol T T T RN M O PSRRI PRI sy SV Y S T souche F

En fait; toutes les observations rapportées dans cette étude portent
surtout sur la souche NA. :

Nous avons en outre comparé des résultats obtenus avec ceux que
nous a donné la souche isolée par Gautheret (1939a) qui provient d’une
Carotte variété Muscade (souche M) et qui s’est montrée trés sensible &
I'action des substances de croissance et de division.

Méthode de culture

Les conditions d’ensemencement sont celles qui ont été proposées par
Gautheret, les cultures se font dans un local lumineux (24 h/24 h) et
maintenu & +25°C2. ‘

La composition du milieu ordinaire utilisé dans la plupart de ces essais
est celle que propose Heller (1953). Ce milieu comprend :

Solution de macro-éléments Solution de micro-éléments (Eau Q.S.P.F. 11)
KCl (100 g/1) 7,5 ml ZnS0,-7 H,O (1 g)
NaNO, (100 g/l) 6,0 ml H,;BO, (1g)
MgS80,-7H,0 (100 g/l) 2,5ml CuS0,-5 H,0 (0,003 g) :
NaH,PO,-H,O (10 g/1) 12,5 ml AlCl, (0,03 g) 1 ml
CaCl,-2 H,0 (10 g/1) 7,5 ml NiCl,-6 H,O (0,03 g)
FeCl,;-6 H,O (1g/l) 1,0ml KI (0,01 g)

MnSO,-4 H,0 (0,01 g)

Ces diverses solutions sont mélangées et on ajoute del’eau (Q.S.P.F. 11).

Bien que d’une fagon générale, il ne soit pas indispensable d’utiliser
des auxines, des vitamines et des amino-acides pour entretenir le dévelop-
pement de souches de Carotte (Gautheret I’'a du moins montré pour la
souche M), nous avons enrichi le milieu ordinaire en ajoutant, comme 1’ont
proposé White (1934) et Morel (1948), de ’aneurine (10-7). Gautheret
(1959, p. 20) reléve que ce composé parait inefficace dans la culture des
tissus de Carotte (et c’est bien le cas pour la souche M). Pourtant nous
avons constaté, pour certaines souches du moins (NA, ND et F), que la
présence d’aneurine entraine une croissance plus homogeéne que celle qu’on
observe pour des souches cultivées sur un milieu dépourvu de ce composé.

Plan expérimental

Nous résumerons les quelques expériences qui ont été réalisées avec la
souche NA, puis répétées, mais sur une échelle plus restreinte, avec d’au-
tres souches.
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1. Culture (6 repiquages) sur milieu enrichi d’ABIA (1 mg/1) puis trans-
fert des souches sur milieu ordinaire.

2. Culture (6 repiquages) sur milieu enrichi d’adénine (20 mg/l) puis
transfert des souches sur milieu ordinaire.

3. Culture (6 repiquages) sur milieu enrichi d’ABIA (1 mg/l) puis
transfert des souches sur milieu contenant de ’ABIA et de la cinétine dans
les proportions suivantes:

a) ABIA: 1,5 mg/l Cinétine: 0,01 mg/l
b) ABIA: 1,5 mg/l Cinétine: 0,10 mg/l
c¢) ABIA: 1,5 mg/l Cinétine: 1,00 mg/l
d) ABIA: 1,5 mg/l Cinétine: 10,00 mg/1

4. Etude comparée des diverses souches et analyse de leur comporte-
~ment physiologique.

Produits employés

Outre le milieu ordinaire (v. p. 191), nous avons utilisé:

1. Pacide B-indolyl-acétique (PM: 175,2) synthétisé par F. Hoffmann-La Roche (Bile);
2. Padénine (I) (6-amino-purine) puriss. (40079) de Fluka (Buchs);

3. la cinétine (IT) (6-furfuryl-amino-purine) préparée par la Cal. Foundation for Bio-
chemical Res. et qui nous a été aimablement offerte par 1’Etablissement Abbot & Ce
(Chicago).
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Action Ba PABIA ot di Padinine

A partir d’une souche installée (NA), on ensemence une soixantaine de
tubes contenant le milieu ordinaire auquel on ajoute de ’ABIA (1 mg/l),
apres 6 repiquages (toutes les 3 semaines environ) (figure 1A), on trans-
fert les souches sur milieu ordinaire (figure 1B); au bout de 15 jours, on
observe l’apparition de racines et de pousses feuillées (figure 1C). Une
série d’expériences similaires est faite avec de 'adénine (figure 1D, E et F).
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Figure 1

Souche de Carotte (NA) cultivée sur milieu contenant de I’ABIA (A), puis, aprés un certain

nombre de repiquages, transférée sur un milieu dépourvu d’ABIA (B); apreés quelques jours,

apparition de racines et de pousses feuillées (C). Mémes essais sur milieu enrichi d’adénine
(D); repiquage sur milieu privé d’adénine (E) et observation aprés quelques jours (F)

On remarquera tout d’abord qu’en présence de ’ABIA, les souches ne
donnent ni racine ni pousse feuillée, alors qu’en présence d’adénine, ces
mémes souches forment des pousses feuillées dont la croissance est d’ail-
leurs limitée (figure 2).

Figure 2

A gauche, souche de Carotte (NA)
développée sur un milieu contenant
1 mg/l ’ABIA. A droite, la méme
souche cultivée sur un milieu en-
richi en adénine (20 mg/l). Les
photographies ont été prises 21 jours
apres le dernier repiquage

Si on transfert ces souches, cultivées, dans un milieu enrichi d’ABIA,
sur un milieu ordinaire, on voit apparaitre trés t6t d’abondantes racines et
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des bourgeons qui donneront des tiges et des feuilles (figure 3). Sur 42 de
ces souches, nous avons évalué le nombre des racines et des pousses formées
(figure 4). Ainsi que le montre le graphique, on peut constater que:

Figure 3

Souche de Carotte (NA), cultivée d’abord sur

milieu contenant de I’ABIA (1 mg/l: 6 repiqua-

ges), puis transférée sur milieu ordinaire. La

photographie a été prise 30 jours aprés le dernier

repiquage et 18 jours aprés I’apparition des pre-
miéres racines

N / SOUCHE

1 1 l I | | l I | l

0.2 -4 B 810 12 %1618

Figure 4

Formation de racines et de pousses feuillées sur des souches de Carotte (NA) cultivées sur

milieu contenant de ’ABIA (1 mg/l: 6 repiquages), puis transférées sur milieu ordinaire.

N représente le nombre d’organes formés par souche. Le jour O correspond. & celui ol est
apparue la premiére racine. Moyenne calculée pour 42 souches
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1. les racines apparaissent d’abord et ceci presque immédiatement
apres le transfert;

2. 'augmentation du nombre des racines est limitée dans le temps; en
effet, aprés dix jours de culture, le nombre des racines ne s’accroit prati-
quement plus, tandis que ces racines continuent a s’allonger (v. aussi
figure 9);

. 3.au moment ou la rhizogenése commence & ralentir, les pousses
feuillées apparaissent et leur nombre augmente rapidement.

Action de ’ABIA et de la cinétine

Comme nous I'indiquions plus haut, 4 séries d’essais ont été réalisés
avec des milieux contenant une méme concentration d’ABIA (1,5 mg/l),
mais des doses différentes de cinétine (de 0,01 & 10,00 mg/l). Les résultats
obtenus avec la souche NA sont résumés dans la figure 5, on peut
remarquer que:

1. comme on I'a indiqué plus haut, en présence d’ABIA seul, ces sou-
ches ne donnent aucune racine; ‘

2. si 'on ajoute & ce milieu un peu de cinétine (0,01 mg/l), alors des
racines se forment; :

3. si la concentration en cinétine est plus forte (0,10 mg/l), le nombre
des racines diminue sensiblement et quelques pousses feuillées a,pparals—
sent (figure 6);

ABIA |CINETINE

15 | 001 ;{T'R\
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s
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= /I Figure 5
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2 \J Schéma de 4 séries d’essais portant sur la culture
W ~ de souches de Carotte (NA), développées dans
= des milieux contenant de I’ABIA (1,5 mg/l) et
o _ diverses concentrations de cinétines (0,01 &
g 15 100 o 10,00 mgjl)
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4. pour des doses supérieures de cinétine (1,00 mg/l), la rhizogenése est
complétement inhibée, mais la formation des pousses est plus nette;

5. enfin, pour un milieu plus riche en cinétine (10,00 mg/1), les processus
d’organogenése sont inexistants et les souches prennent un aspect bru-
natre au contact avec le milieu de culture (figure 6).

Figure 6

Action combinée de IPABIA
(1,5 mg/l) et de la cinétine sur la
croissance de souche de Carotte
(NA). A droite, le milieu contient
peu de cinétine (0,10 mg/l). A
gauche, le milieu est plus riche en
cinétine (10,00 mg/l). Les photo-
graphies ont été prises 24 jours
aprés le dernier repiquage

Analyse comparée

Nous avons répété les mémes essais avec d’autres souches afin de voir
si le déterminisme organogénique observé dans certaines conditions était le
méme lorsque le matériel biologique changeait. Les résultats obtenus sont
donnés dans le tableau 1 et autorisent les quelques remarques suivantes:

1. certaines souches cultivées sur milieu enrichi d’ABIA puis trans-
férées sur milieu ordinaire, donnent des résultats analogues & ceux que
nous avons relevés pour la souche NA mais avec une amplitude plus faible
(souches ND et F); d’autres forment des racines, mais jamais de pousses
feuillées (souches G et M); enfin la souche B ne présente aucun phéno-
mene d’organogenese;

2. si ’'on réalise le méme essai mais ot ’ABIA est remplacé par 'adé-
nine, des conclusions analogues peuvent étre faites, & peu de chose pres;

3. en combinant I’ABIA & la cinétine, plusieurs souches se comportent
comme la souche NA si la cinétine est peu concentrée, & I’exception de la
- souche B; avec des concentrations plus fortes de cinétine, seule la souche
ND a présenté, comme la souche NA, des pousses feuillées.
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Tableau 1

Processus d’organogenése de souches de Carottes cultivées in vitro, en présence ou en
absence d’acide #-indolyl-acétique (ABIA), d’adénine et de cinétine.

Comparaison de quelques souches

R: Racines P: Pousses feuillées
Exp. I: 6 repiquages sur milieu contenant de ’ABIA (1 mg/1) puis transfert sur milieu
ordinaire
Exp. IT: 6 repiquages sur milieu contenant de ’adénine (20 mg/l) puis transfert sur
milieu ordinaire
Exp. III1: culture sur ABTA. (1,5 mg/l) et cinétine (diverses concentrations)
Souches Exp. I Exp. 1T : Exp. ITI
Concentrations de cinétine
0,01 mg/l | 0,10mg/l | 1,00 mg/l | 10,00 mg/l
S R S+ o + + 0 0
E = g e 0 =+ i 0
R + ++ + o 0 0
e P rs ¥ 0 0 4 0
Q R Fafe speidge e y 9 9
P 0 0 0
R 0 0
9 ? ?
- P 0 0 0 i
. R + + 7 0 > !
B + + 0 0 0
M* R S K - + 5 0
P 0 0 0 0 : 0
0 pas d’organogenése * Souche var. Muscade de Gautheret
+ organogenese faible
+ 4+ organogenése forte
? pas d’essais

Processus d’organogenése: discussion

Déterminisme et variétés de Carotte

En principe, la néoformation des organes par des souches tissulaires
est spontanée et Gautheret (1959, p. 329) pense qu’'une souche qui n’est
pas capable de former des bourgeons et des racines n’en donne pas davan-
tage sous I'action d’agents de croissance. Les présentes observations nous
entrainent a nuancer quelque peu les conclusions de Gautheret. Il est
exact, en effet, que certaines souches (souche B par exemple) ne présen-
tent jamais de phénomenes d’organogenese. D’autres peuvent former des
racines, dans certaines conditions, mais jamais de pousses feuillées (par
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exemple souches G et M). Certaines, par contre, peuvent comme la
souche NA, donner des racines et des pousses feuillées.

Réle de ' ABIA

L’action des composés auxiniques sur les cultures de tissus est com-
plexe (v. Pilet 1961; p. 471-484). Dans certains cas, les auxines favo-
risent la rhizogenése et freinent la formation des bourgeons (Gautheret
1946). Pour d’autres tissus, les auxines empéchent le développement des
racines (Jagendorf et Bonner 1953; Torrey et Shigemura 1957),
mais comme I’a montré Gautheret, les composés auxiniques n’empéchent
pas vraiment la rhizogenése; ils sont capables d’induire la néoformation
de méristemes radiculaires qui n’évolueront en racines que si I'on sup-
prime les auxines qui leur ont donné naissance. Ainsi, a cet égard, I’action
des auxines sur les cultures de tissus, semble trés proche de celle qu’on
observe sur les racines complétes; en effet, nous avons montré & plusieurs
reprises qu'une dose élevée d’ABIA stimulait le péricycle et favorisait la
formation d’ébauches radiculaires, tandis que seules des concentrations
trées faibles d’ABIA pouvaient stimuler ’allongement de ces racines
(Pilet 1951a et b, 1953, 1954).

Les faits précédemment relevés sont également valables pour les
bourgeons, comme 1’a montré Levine (1960), précisément sur des sou-
ches de Carotte.

Dans les essais rapportés dans ce travail, nos observations confirment
celles qu’on vient de rappeler. En effet, toutes les souches cultivées sur un
milieu riche en ABIA n’ont jamais donné de racines, certaines d’entre
elles, lorsqu’elles ont été transférées sur milieu ordinaire, ont alors formé
des racines et parfois des bourgeons. Remarquons, en outre, que ces néo-
formations d’organes semblent indiquer une certaine polarité physiolo-
gique (racines se formant presque toujours exclusivement dans le milieu
de culture, pousses feuillées dirigées en sens inverse) quin’est passans rap-
peler le sens de la polarité électrique observée sur ces mémes souches
(Pilet et Meylan 1955).

Réle de I’adénine

A part les recherches de Wiggans (1954) réalisées sur une souche de
Carotte et .qui avait mis en évidence I’action différée de ce composé sur la
formation des bourgeons, nous ne connaissons aucune publication qui
traite, pour ce matériel, de cette question. C’est Skoog (1950) qui, un des
premiers, a montré que I’adénine assure le bourgeonnement de souches tis-
sulaires cultivées in vitro; ses expériences portaient sur 'emploi de frag-
ments de tabac. Mayer (1956) constate, sur Cyclamen et Pelargonium,
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que l'adénine exalte la caulogenése de ces tissus cultivés in vitro. Dans nos
essals, nous avons pu observer (sur les souches NA en particulier) que
I'adénine favorise la formation de racines et de pousses feuillées lorsque
ces souches sont cultivées sur un milieu contenant 20 mg/l de cette subs-
tance; pourtant I'organogenése demeure tres faible. Par contre, lorsque
ces mémes souches sont transférées sur un milieu ordinaire, la néoforma-
tion des racines et des pousses feuillées est trés caractéristique. L’adénine,
comme 'avait déja montré Wiggans, se comporte ainsi comme I’ABIA,

Role de la cinétine

Ce composé, relativement & 1’étude de I'organogenése, a donné lieu &
d’innombrables expériences que nous ne saurions rapporter ici (v.Strong
1958, p. 98 — Pilet 1961, p. 380). Skoog et Miller (1957), sur des souches -
tissulaires de tabac, ont relevé 'action particuliére de la cinétine en pré-
sence d’ABIA. Ces auteurs ont montré qu’une faible concentration de
cinétine et une forte dose d’ABIA ont pour effet de favoriser la rhizoge-
nese. Avec une concentration plus élevée de cinétine, il apparait des bour-
geons tandis qu’une dose plus forte encore entraine une prolifération anar-
chique des cultures de tissus. Gautheret (1959, p. 305) fait & ce propos
les constatations suivantes: «Les tissus de Carotte qui sont trés sensibles &
Paction callogéne des auxines ne produisent que des cals insignifiants avec
la cinétine. Par contre, les tissus de Tabac, particuliérement le paren-
chyme médullaire, réagissent en proliférant intensément & condition
toutefois que la cinétine soit associée 4 une auxine qui, lorsqu’elle est em-
ployée seule, se borne & provoquer la croissance des cellules... On commet-
trait pourtant une erreur grossiére en admettant que ’auxine n’est qu’une
substance de croissance et la cinétine une substance de division vraiment
spécifique.» _

Dans nos essais, une partie des observations de Skoog et Miller se
trouve confirmée. En effet, en présence de faible doses de cinétine et d’une
concentration relativement forte d’ABIA, les souches forment d’abon-
dantes racines. Sil’on se souvient qu’en présence de mémes doses d’ABIA,
ces souches ne présentaient aucune rhizogenése, on peut convenir que la
cinétine leve en quelque sorte l'inhibition produite par UABIA seul qui
resterait le composé assurant I'initiation des racines (puisque des souches
cultivées sur un milieu contenant de ’ABIA ne donnent des racines que
lorsqu’elles sont transférées sur milieu ordinaire). Ainsi la cinétine semble
entrer en antagonisme avec ’ABIA et cette observation confirme des
essais réalisés sur des fragments de racines du Lens (Pilet 1961¢). Si la
concentration de la cinétine augmente, la rhizogenése est réduite mais les
pousses feuillées apparaissent ; enfin pour des doses plus fortes de cinétine,
aucune organogenese n’est observable, ce.qui est en accord avec les résul-
tatas obtenus par Skoog et Miller.
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Observations morphologiques

Nous ne possédons que peu de renseignements sur ’analyse des pro-
cessus morphologiques de 1’organogenése des souches de Carotte. Il con-
vient pourtant de citer les recherches de Steward (1958, 1960) et de ses
collaborateurs qui ont étudié avec soin les phases essentielles de la «réor-
ganisation» des plantules formées aux dépens de souches tissulaires de
Carotte cultivées sur un milieu contenant du lait de coco. Les auteurs
notent la formation, au sein de la masse cellulaire, de véritables nodules
qui correspondent & des points de croissance et qui sont initialement
représentés par des cellules géantes dont les parois possédent certains
caracteres, plus physiologiques que chimiques d’ailleurs, et qui font de ces
cellules des «cambium-like cells».
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Figure 7

Etude morphologique de la néofor-
mation d’organes aux dépens de
souche de Carotte (NA). A: cellule
géante; B: cellule géante en voie
de division; C: formation d’une
masse cellulaire (embryo-like strue-
ture). 1 —point d’attache & lasouche
(collet); 2 — radicule; 3 — tigelle;
4 — point végétatif. Ces 3 dessins (a
la méme échelle) ont été faits &
partir de préparations microsco-

piques

Pour préciser les étapes de I’organogenese de ces souches de Carotte,
nous nous sommes bornés a 1’étude d’une série de coupes préparées a partir
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de la souche NA, cultivée dans un milieu contenant de ’ABIA (1 mg/l)
puis repiquée dans un milieu ordinaire. :

Tout d’abord, nous avons retrouvé les cellules géantes qu’avaient ob-
servées Steward et ses collaborateurs (figure 7A). Ces cellules, véritables
initiales, mesurent approximativement 420 x de longueur et 160u dans
leur plus grande largeur. Elles ne tardent pas a se diviser (figure 7B) et on
peut constater que ’amas cellulaire qui se forme conserve pendant long-
temps les dimensions de la cellule initiale primitive; les cellules qui appa-
raissent donc aux dépens de I'initiale ont une taille singulierement réduite
par rapport aux dimensions de la cellule-mére. Dans un stade plus avancé,
on voit se constituer une masse compacte qu’on pourrait considérer, avec
Steward, comme une sorte d’embryon (figure 7C) dans lequel les ébau-
ches d’une racine et d’une tige sont observables.

S
|

4 Figure 8
: Plantule de Carotte néoformée provenant
d’une souche (NA) cultivée sur milieu con-
tenant de ’ABIA (1 mg/l) puis transférée
sur milieu ordinaire. Dessin fait 7 jours
aprés le dernier repiquage. S: souche —
RP: racine principale — R, et R,: racines
secondaires — C: zone équivalente du col-
let — P, et P,: pousses feuillées secondaires
— B, et B,: bourgeons latéraux — EN:
entre-noeud — PV: point végétatif

La plantule néoformée (figure 8) se trouve en quelque sorte collée
contre la masse de la souche et aprés 7 jours, il est facile de distinguer les
divers éléments qui la constituent: racines principale et secondaires, pous-
ses feuillées et entre-nceud, point végétatif, etc.
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En plusieurs points de la culture, des cellules initiales géantes appa-
raissent, donnant ainsi naissance & un véritable bouquet de racines et de
tiges feuillées (figure 9) qui, en fait, ne partent que de quelques points
localisés de la souche tissulaire.

Figure 9

Souche de Carotte (NA) cultivée d’abord sur un
milieu riche en ABIA (1 mg/l: 6 repiquages), puis
transférée sur un milieu ordinaire. La photogra-
phie & été prise 32 jours aprés le dernier repiquage

En résumé, nous pouvons donner un schéma dans lequel figurent les
diverses étapes de cette organogenése (figure 10):

partant de la souche initiale (1) qui, entre le moment du repiquage et
celui ou les processus de néoformation se déclenchent, présente une crois-
sance appréciable (2), nous observons un stade o1 apparaissent les cellules
initiales géantes («cambium-like cells») (3 et 4); dans ce schéma, nous ne
considérons qu’une seule cellule, qui aprés s’étre divisée, donne rapide-
ment naissance & un «embryon like organy (5). Ce pseudo-embryon se dé-
veloppe et forme une racine (6) qui ne tarde pas & se ramifier (7), puis
donne (on a vu en effet que ’apparition des racines précéde celle des pous-
ses feuillées, v. p. 194) des tiges (8) terminées par des feuilles et peu & peu
une plantule se constitue (9).

Activité auxines- oxydasique

A plusieurs reprises (Pilet 1956, 1957a, 1958a et b), nous avons mon-
tré que les auxines dans les tissus cultivés in vitro, pouvaient se dégrader
in vivo, en présence de certaines enzymes (v. Pilet 1961, p. 301-356).
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Pour essayer de comprendre la nature des processus d’organogenése qui
caractérisaient ces souches, nous avons étudié quelle était I'importance du
catabolisme de ’ABIA pour les diverses régions de ces souches tissulaires.

Figure 10

Schéma représentant ’apparition, aux dépens de souches repiquées sur un milieu contenant

de ’ABTA, puis transférées sur des milieux ordinaires. 1: souche initiale — 2: croissance

(apres 8 jours) — 3: différenciation des cellules géantes — 4: apparition des «embryons-like

organes» — 5: croissance de ces embryons — 6: développement des racines — 7: ramification

des racines et croissance de la pousse principale — 8 : constitution de la plantule — 9: plantule
néoformée

La technique employée est & peu prés celle qui a été décrite dans un
précédent travail (Pilet 1957b) et que nous résumerons sommairement :
les fragments de tissus sont broyés (—23 °C) en présence d’une prise de
Si0, et quelques gouttes de solution-tampon KH,PO,~Na,HPO, (pH :6,1),
la mixture est centrifugée (4000 g; 15 mn), ’extrait est alors complété &
10 ml par la solution-tampon. A 2 ml de 'extrait, on ajoute 2 ml de la
solution-tampon, 4 ml d’eau et, au temps 0, on compléte & 10 ml par 2 ml
d’une solution d’ABIA (50ug/ml). Aprés 60 mn (la solution active est
congervée a l'obscurité et a 30 °C), on détermine au photocolorimétre
Klett-Summerson (filtre 535 millimicrons), la quantité d’ABTA détruite,
en utilisant un réactif préparé a partir de FeCl; et de H,SO,.
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Ajoutons que toutes les manipulations et les mesures sont faites en
lumiére verte. L’activité auxines-oxydasique sera exprimée par la quantité
d’ABIA détruit (en ug) pendant 60 mn et pour 0,1 mg d’azote protéinique.

Nous avons préparé nos extraits & partir de souches de Carotte (NA),
cultivées (6 repiquages) sur des milieux riches en ABIA (1 mg/l) puis re-
piquées sur milieu ordinaire. Dans chaque série d’essais, nous avons em-
ployé 2 lots de tissus:

1. des tissus prélevés sur la portion supérieure de la souche (PS);

2. des tissus provenant des régions inférieures de la méme souche (PI).

D’autre part, des préléevements ont été faits pour des souches fraiche-
ment repiquées (apres 2 jours: lot I), pour des souches ayant déja formé

des racines (apres 6 jours: lot IT) et pour des souches portant des pousses
feuillées (aprés 18 jours: lot III).

Tableau 2

Catabolisme auxinique pour des souches (NA) de Carotte cultivées (6 repiquages) sur les
milieux riches en ABIA (1 mg/l) puis repiquées sur milieu ordinaire. Les valeurs sont
données en ug d’ABIA détruits pendant 60 mn pour 0,1 mg d’azote protéinique

Caractéristiques Lot I Lot IT- Lot IIT
PSt A 6,5 9,1 7.4
B 7,4 8,7 7,9
C 6,0 8,2 8,7
o P12 A 7,0 5,4 6,2
B 6,2 5,0 7,0
C 5,4 3,7 5,8

1 Zones supérieures de la souche.

2 Zones inférieures de la souche.

Lot I: aprés 2 jours de culture
Lot II: aprés 6 jours de culture
Lot III:  apreés 18 jours de culture

A, B et C: 3 séries de dosage

Les résultats, donnés dans le tableau 2, autorisent les remarques sui-
vantes:

1. pour le lot I, il n’y a pratiquement pas de différence entre la des-
truction de ’ABIA par des extraits provenant de PS ou de PI;
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2. pour le lot 1T, celui qui correspond & des souches portant des racines
mais pas encore de pousses feuillées, on peut constater que les extraits pro-

venant de PI sont nettement moins actifs que ceux qu’on a préparé a par-
tir de PS;

3. pour le lot III, ces différences d’activité sont encore caractéristiques
bien que plus faibles.

Ainsi, lorsque la souche a été cultivée un certain temps apres le dernier
repiquage, les régions inférieures possédent des systémes enzymatiques
relativement peu actifs, ce qui signifie que ces zones basales sont pro-
bablement plus riches en composés auxiniques (Pilet 1956, 1957 a, 1957 b).
Remarquons que c’est précisément & ce niveau que les souches forment
des racines; ce fait semble donc confirmer ce que nous avions observé sur
un matériel trés différent (Pilet 1951a et b, 1953) et nous pouvons ad-
mettre que les processus de rhizogenése sont déclenchés par I'existence
de doses relativement élevées d’auxines endogénes. Les essais de transfert
de souches d’un milieu riche en ABTA (ol les racines n’apparaissaient pas)
dans un milieu ordinaire (ol la rhizogenése avait lieu) sont en accord avec
ces résultats. Les racines se forment sous l’action de concentrations
élevées d’ABIA mais leur croissance est inhibée si le taux en ABIA est
trop grand (Pilet 1953). Une remarque doit encore étre faite qui concerne
I’Age physiologique des tissus examinés. A plusieurs reprises (Pilet 1956,
1957a, 1961b), nous avons montré que des tissus jeunes possédaient des
enzymes peu actives alors que les tissus 4gés contenaient des enzymes qui
I'étaient davantage.

Ces faits peuvent, & premiére vue, paraitre en contradiction avec nos
présentes observations. Il convient pourtant de remarquer que c’est sur-
tout en surface, et pour la plus grande partie de la souche, que se trouvent
des cellules en voie de prolifération, alors que les extraits ont été préparés
& partir de la masse compléte de la souche, ceci pour différentes zones. Un
gradient «auxines-oxydasique» a cependant pu étre mis en évidence qui
indique nettement que le catabolisme auxinique se déroule avec une in-
tensité différente suivant les régions de la souche considérée. Si 'on se
rappelle, de plus, que la plantule néoformée est issue d’un pseudo-embryon,
lui-méme formé & partir d’une cellule initiale, il n’est pas exclu d’envisager
que cet amas cellulaire primordial est placé sous I'influence de ce gradient
auxines-oxydasique observé dans la masse totale de la souche. Dans ce
cas, les parties basales du pseudo-embryon auront véritablement, et du
point de vue du métabolisme des auxines, un caractére racine alors que les
régions supérieures de ce méme pseudo-embryon évolueront en pousses
feuillées parce qu’elles peuvent étre assimilées & un véritable apex végé-
tatif.
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