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Sur la culture in vitro des racines du Zea mays

Par P.-E. Pilet et J. Bonhote!
Laboratoire de Physiologie végétale
(Université de Lausanne)

Manuscrit regu le 16 novembre 1961

Avant-propos

Ce travail, illustre les diverses techniques que nous avons réalisées
pour cultiver, dans des conditions stériles (4in vitro) des racines du mais.
Dans cette note préliminaire, nous examinerons les conditions de crois-
sance: 1. de racines isolées cultivées en milieu liquide; 2. de racines for-
mées aux dépens de coléoptiles (culture en milieux solide et liquide);
3. de racines formées & partir de mésocotyles cultivés en milieu liquide.

Quelques travaux

C’est en 1922 qu’il faut situer, avec les recherches de Kotte et de
Robbins, les premiéres tentatives de culture ¢n vitro isolées (v. aussi
Gautheret, 1942, 1955; Burstrém, 1953; Street, 1957a). Mais c’est
White (1934) qui réussit & cultiver, d’une fagon illimitée, des méristémes
radiculaires (tomate). I’emploi de vitamine B, (Robbins et Bartley,
1937; Bonneret Devirian, 1939) devait améliorer les conditions de cul-
ture de ces organes (Burlet, 1936, 1940). La technique de préparation
fut également précisée (v. White, 1943) et de nombreux milieux furent
alors proposés pour des racines différentes (White, 1951; Street, 1957b).

I’étude de 'action des composés auxiniques sur 1’allongement de
racines cultivées in vitro a tenté un certain nombre de chercheurs. Citons
les observations de Geiger-Huber et Burlet (1936) et de Wurgler
(1942) sur les racines de mais, de Bonner et Buchmann (1938) sur celles
de pois, de Duhamet (1939) sur celles de lupin, de Wurgler (1950) sur
celles de blé, de Street et coll. (1954) sur celles de tomate, ete. (v. Street,
1957; Pilet, 1961c¢).

t Ce travail, qui fait I’objet d'une partie de la thése que M. Bonhéte prépare dans
notre laboratoire, a été réalisé avec la collaboration technique de Mlle A.-M. Roll. Les
photographies sont dues & notre préparateur M. R. Magliocco.



Par ailleurs, la rhizogenése de fragments de tissus cultivés in vitro a
suscité de nombreuses expériences (Gautheret, 1959, p. 328 et ss.;
Pilet, 1961c¢) et les racines isolées ont été, pour ces problémes, un maté-
riel de choix qui a permis de préciser les conditions physiologiques
(Delarge, 1941; Peckett, 1957; Goldacre, 1959) et chimiques (Tor-
rey, 1956) de la néoformation des racines.

Matériel et méthode

On utilise des semences de mais (Zea mays: hybride n° 255 de la Station fédérale d’essais
a Lausanne).

La technique de préparation des cultures s’inspire de celles qui ont ét¢ mises au point
par Gautheret (1942), par White (1943) et par Street (1957a). On donnera un bref
résumé de notre méthode:

1. les graines sont imbibées dans une solution d’hypochlorite de Na (0,1 %);

2. au bout de 24 heures, les graines sont mises & germer dans des boites de Petri, sur filtre
recouvrant du coton stérile humidifié;

3. deux jours aprés, on préléve le matériel; on use de la culture in vitro.

Ces essais ont porté sur:

a) pointes de racine 10 mm
b) pointes de coléoptile
b1 milieu solide 10 mm
b2 milieu liquide 15 mm

¢) fragments de mésocotyle (v. p. 13);

Figure 1

Culture in vitro (milieu liquide) de racines de mais. A Aprés 15 jours. B Apres 60 jours



4. l'ensemencement de ces fragments se fait dans le milieu de White IT (White, 1943) dont
voici la composition:
1000 ml eau distillée;

20 g saccharose, 100 mg nitrate de calcium, 80 mg nitrate de potassium, 65 mg chlorure
de potassium, 35 mg sulfate de magnésium, 12,5 mg phosphate monopotassique, 4,4 mg
sulfate de manganése, 3 mg glycocolle, 2,5 mg sulfate ferrique, 1,5 mg acide borique,
1,56 mg sulfate de zine, 0,75 mg iodure de potassium, 0,5 mg aneurine.

Pour obtenir un milieu solide, il faut ajouter 11 g d’agar-agar.

Culture de racines isolées

Pour des mesures prolongées, et surtout pour des expériences portant
sur des analyses chimiques, nous avons préféré (v. plus haut) cultiver nos
racines dans des ballons contenant un milieu liquide; les résultats ont été,
a part quelques rares exceptions, excellents (figure 1).
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Figure 2
Quelques caractéristiques physiologiques de racines de mais cultivées in vitro:

A Longueur (en mm) des radicelles formées

B Nombre de radicelles par racine

C Poids frais (en mg) par racine

D Longueur (en mm) d’une racine -
Valeurs moyennes
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Nous avons reporté dans la figure 2 quelques mesures concernant:

1. longueur des racines (D)
2. poids frais des racines  (C)
3. longueur des radicelles (A)
4. nombre des radicelles (B)

Ainsi qu’on peut le voir, ’allongement des racines est constant bien
<que, & partir du 10¢ jour de culture, la vitesse de croissance est sensible-
ment réduite; la courbe de poids frais traduit les mémes variations. En ce
qui concerne les radicelles, leur croissance, rapide au début (pendant trois
.jours), s’arréte presque complétement tandis que le nombre continue &
s’accroitre régulierement. Nous avons comparé la croissance de racines
cultivées comme précédemment avec celles qui ont été traitées par de
l’acide p-indolyl-acétique (ABIA) & la concentration de 1.10~% M; les
résultats contenus dans le tableau 1 permettent les quelques remarques
‘suivantes:

1. I’ABIA entraine une nette inhibition de I’allongement, qui cesse méme
complétement, et de I’augmentation du poids frais;

2. mais le rapport poids frais/longueur demeure toujours, pour les lots
traités, supérieur & celui des lots témoins.

Ceci signifie donc que I’ABIA a une action plus caractéristique (in-
hibition plus grande) sur ’allongement que sur I’accroissement du poids
frais.

Tableau 1
Croissance de pointes de racines de mais cultivées in vitro (milien liquide)
TE: milieu de White II
TR: milieu de White IT4+ABIA 4 1:10-°M
PF: poids frais moyen en mg

L: longueur moyenne en mm

Temps TE TR

PF L PF/L PF L PF/L
14 jours 26 i3 | o604 17,4 15 1,16 .
20 jours 34,4 60 0,564 21 17 1,23
28 jours 38 74 0,513 15 17 0,882
35 jours 41,2 73 | 0,564 | 17,8 17,5 1,01




Croissance de racines provenant de coléoptiles

Nous résumerons briévement 1’essentiel de deux séries d’expériences:
1. culture en milieu solide; 2. culture en milieu liquide.

Milieu solide (figure 3)

Figure 3
Culture ¢n wvitro (milieu solide) de
coléoptiles de mais:
A Aprés 1 jour
B Aprés 4 jours
C Apres 10 jours
D Aprés 20 jours

Les coléoptiles (10 mm) sont préparées dans le milieu (A); elles ne
tardent pas & libérer leur feuille primaire (B) et (C), alors que la feuille
secondaire (D) apparait plus tardivement. Parallélement, des racines se
forment & la base de la coléoptile (figure 4). Nous avons, sur ce matériel,
étudié ’action de ’ABIA et de I’acide gibbérellique (AGB). Nous donne-
rons (tableau 2) les valeurs correspondant 4 1’allongement des fragments
(LF) et des racines (LR) et au nombre de racines formées (NR).



Figure 4

Culture in wvitro (milieu solide) de
coléoptiles de mais. Aspect des

plantules:

A gauche aprés 4 jours
Au milieu apres 10 jours
A droite apres 20 jours

Tableau 2

Action de P’acide -indolyl-acétique (ABIA) et de PPacide gibbérellique (AGB) sur la
croissance et I’enracinement de fragments de coléoptiles de mais cultivés in vitro

LF: longueur des fragments en mm

LR: longueur moyenne des plus longues racines de chaque fragment
NR: nombre de racines sur chaque fragment

Les mesures sont faites aprés 20 jours de culture

Traitement LF LR NR
Témoin 63 38 4,2
+ABTA 1-10-5 M 30,3 12,5 4
+AGB 1:10°M 72,4 27,7 1,3

On peut tirer de ces résultats les conclusions suivantes:
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1. les fragments de coléoptiles présentent, sous I'action de ’ABIA, une
nette inhibition de leur allongement alors que I’AGB accélere leur
croissance;

2. I’ABIA inhibe la croissance des racines, comme le fait d’ailleurs I’ AGB,
mais dans une moindre mesure. Brian et coll, (1960) sur des tiges
sectionnées de diverses variétés de Pisum traité entre autres par
AGB (1.10-* M et 0,5.10~% M) obtiennent des résultats & peu prés
semblables a ceux que nous venons de rapporter;

3. entre le lot témoin et celui qui a été traité par PABIA, la rhizogene
est pratiquement identique, tandis que ’AGB provoque une nette
réduction du nombre des racines formées.

Milieu liquide (figures 5 et 6)

Figure 5
Culture n vitro (milieu liquide) de coléoptile; aspect des plantules aprés 18 jours:
. Mésocotyle
. Coléoptile

. Trois racines formées aux dépens du mésocotyle

. Une racine formée aux dépens de la coléoptile

St o W =~

. Trois feuilles

Dans de telles conditions, la formation et I’allongement des racines
sont plus caractéristiques et si 'on compare (figure 7) la croissance (lon-
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Figure 6

Cultures ¢n vitro (milieu liquide) de coléoptiles de mais. Aspect des plantules:

A Aprés 32 jours B Aprés 51 jours

gueur et poids frais) des racines formées et des feuilles que libérent les
coléoptiles, on constate que:

1

"'Jl
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jusqu’au 18¢ jour, et nous prendrons un exemple parmi beaucoup
d’autres, trois feuilles se sont développées et quatre racines se sont
formées; trois de ces racines sont apparues sur le mésocotyle et une
sur la coléoptile (le long de I'une de ses nervures). L’étude anatomique
de ce phénoméne fera 1’objet d’une prochaine publication ;

du 18¢ au 32¢ jour, les racines déja formées s’allongent et quelques
nouvelles racines apparaissent (figure 6A);

du 32¢ au 51¢ jour, une nouvelle feuille se développe (figure 6B) et les
racines deviennent plus abondantes;

les radicelles commencent relativement t6t & se former, mais elles
n’apparaissent que sur des racines ayant atteint une certaine longueur;

la rhizogenése se fait essentiellement (4 1’exception de ce que nous
venons de voir en 1) aux dépens du mésocotyle.



Comme précédemment, nous avons étudié l'action de ’ABIA sur
Pallongement, le poids frais et le nombre des racines formées. Les
résultats, contenus dans le tableau 3, autorisent les remarques sui-
vantes:

1. la concentration 1.10~® M n’a pratiquement pas d’effet sur la rhizo-
genése mais stimule 1’allongement des racines;

2. la concentration 1.10-5 M, par contre, accélére trés sensiblement
Papparition des racines qui s’allongent toutefois moins que celles qui
avaient été traitées par ’ABIA 1.10-8 M (longueur moyenne).

Tableau 3

Croissance de racines développées a partir de coléoptiles cultivées in vitro en milieu
liquide, en présence ou non d’ABIA

TE: milieu de White IT

TR: milieu de White IT 4} ABTA (différentes concentrations)
L: longueur en mm

PF: poids frais en mg

NR: nombre de racines

Les mesures sont faites aprés 18 jours de culture

Caractéristiques TE TR

1.10-¢ M 1.10° M
L. moyenne 19 155 55
L. totale 75 621 720
L. maximale 25 461 205
PF 70 74,6 47,8
NR 4 4 13

Croissance de racines provenant de mésocotyles

Nous prélevons sur de jeunes plantules de mais, cultivées aseptique-
ment, des fragments de 10 mm au niveau du mésocotyle, et dont la base
est & 30 mm approximativement du sommet de la coléoptile (figure 8).
Ces fragments sont déposés dans des solutions (White IT) auxquelles on a
ajouté de ’ABIA (1.10-% M). Ainsi qu’on peut le voir (figure 9), ces frag-
ments donnent naissance & un intense réseau de racines dont 1’allongement
est d’ailleurs limité.
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Variations de longueur (L en mm) et de poids
frais (PF en mg) de racines et de feuilles
501 00 développées aux dépens de coléoptiles
cultivées in vitro (milieu liquide)
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Figure 8
Cultures in wvitro (milieu liquide) de mésocotyles
de mais. Mode de préléevement des fragments:
A Graine
B Racine
C Mésocotyle
D Coléoptile
E Fragment du mésocotyle (10 mm de long) et
prélevé a 20 mm du sommet de la coléoptile
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Figure 9

Cultures in vitro (milieu liquide White IT4+ABIA 1.10-5 M) de mésocotyle de mais:

A Aspect du fragment au moment de 1’ensemencement,

B Aspect du méme fragment aprés 105 jours de culture

Discussion

Le développement des racines isolées souléve un certain nombre de
problémes relatifs au réle joué par les auxines endogénes dans les proces-
sus de croissance de ces organes (Pilet, 1961¢). A ce propos, Van Over-
beek (1938, 1939) a déja tenté de résoudre quelques-unes de ces questions.
Pourtant, la physiologie des racines isolées différe souvent de celle des
racines appartenant a des plantes intactes (White, 1951; Gautheret,
1955; Street, 1957a).

Tout d’abord, les variations d’allongement de ces racines, placées en
présence de composés auxiniques ne sont pas du méme ordre (Duhamet,
1939; Street, 1954; Street et coll.,, 1954; Wurgler, 1950) que celles
qu’on peut observer sur des racines intactes (Pilet, 1951, 1953, 1954a).
Il serait d’ailleurs intéressant de connaitre, comme nous 1’avons fait pour
des racines complétes (Pilet, 1951, 1958, 1961 a) I’état auxinique de ces
organes.

D’autre part, les observations rapportées dans ce travail et relative-
ment & diverses techniques de culture, permettent — sur un plan physio-
logique et biochimique — de mieux saisir la «réactivité» de ces racines
cultivées in vitro.

Enfin, les méthodes proposées dans ce travail nous ont permis de
suivre la formation de racines aux dépens des racines elles-mémes, des
coléoptiles et des mésocotyles. Nous avons vu, dans les essais rapportés
ci-dessus, le réle joué par PABIA dans ces processus et ces observations
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confirment en tous points nos recherches antérieures (Pilet, 1954a;
1954b, 1957). L’étude morphologique de ces phénomeénes pourra nous
apporter des renseignements utiles quant a la rhizogenése auxinique
(Torrey, 1956; Peckett, 1957).
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