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Contribution ä la localisation de la biogenese des pigments
anthocyaniques du meristeme de la coiffe de

Chrysanthemum Leucanthemum L. par la methode de culture
d'organes in vitro

Par Francois Beguin

Institut de botanique de l'Universite, Neuchätel

Manuscrit re§u le 19 octobre 1964

Introduction

Diverses experiences recentes, concernant surtout la biogenese.des al-
caloides, ont mis en evidence un certain degre d'autonomie physiologique
de la racine (Mothes, 1953).

Le probleme, tres complexe, des relations physiologiques de la racine
et du reste de la plante demeure cependant confus.

La presence, dans le dermato-calyptrogene de certaines plantes, d'un
pigment anthocyanique tres localise a dejä retenu l'attention de nombreux
auteurs. Weber (1954) y voit une preuve de l'activite biosynthetisante de

la racine et surtout de ses parties les plus jeunes.

Le fait que ce pigment existe chez les racines de toutes les plantes d'une
meme espece, et que cette propriete peut servir a caracteriser certains

groupes systematiques, montre qu'il s'agit d'un carcictere d'organisation
profond et plus ou moins independant des circonstances externes, con-
trairement ä ce qu'on peut observer au niveau d'organes tels que tige et
feuille. II faut citer ä ce propos les observations de Favarger (1957) qui
ont revele la presence de pigments anthocyaniques dans le dermato-
calyptrogene de toutes les Saxifragacees herbacees etudiees ä ce point de

vue, alors qu'aucune des Saxifragacees ligneuses examinees n'en presen-
tait. Plus recemment, le meme auteur (1962) montre que toutes les Melasto-
mataceae examinees en presentaient ä l'exception du genre Memecylon.

Toutefois, les observations effectuees jusqu'ä present sur des plantes
entieres ne permettent pas d'evaluer l'etendue du pouvoir de synthese
du meristeme radiculaire. En effet, l'apparition de l'anthocyane peut re-
sulter simplement de la transformation d'un precurseur incolore forme
ailleurs dans la plante, soit aux depens des reserves hydrocarbonees et
azotees des cotyledons, soit aux depens des produits de la photosynthese.
C'est pourquoi il nous a paru interessant de rechercher si la production
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d anthocyane apparait et se maintient dans les racines isolees, cultivees
en milieu synthetique.

Nous tenons ä remercier M. le professeur C. Favarger. Tout au cours
de ce travail, il a su eveiller notre curiosite et notre sens critique. Nous
lui savons gre des innombrables conseils qu'il nous a donnes, ainsi que de
la critique attentive qu'il a accordee ä nos resultats et ä notre manuscrit.

Materiel etudie

Nos experiences ont porte sur les akenes de Chrysanthemum Leucan-
themum L. ssp. heterophyllum Willd. La radicule de cette plante peut etre
eonsideree comme relativement «grosse» par rapport a celle des autres
plantes possedant de l'anthocyane dans la coiffe (Melastomatacees, Saxi-
fragacees).

bious avons verifie (Blank, 1947) la nature anthocyanique du pigment
etudie en soumettant les racines aux vapeurs d'ammoniaque; on observe
un virage de la coloration du pigment du rouge au violet, correspondant
a la transformation du sei d'oxonium en anthocyanidine libre.

Technique

Nous avons eu recours a la culture pure de meristemes radiculaires
isoles de la plantule.

Ce genre de culture est souvent utilise et les methodes en sont eprouvees.
Cependant, un probleme particulier est apparu, lie a notre travail: le
pigment anthocyanique se forme des le debut de la germination. Aussi,
avons-nous ete oblige d'isoler la radicule tres tot, immediatement apres
le gonflement des akenes, ce qui necessite une delicate dissection d'em-
bryon. D'autre part, la radicule doit etre coupee tres pres de sa pointe
sinon l'hypocotyle, qui se differencie, verdit tres rapidement ä la lumiere,
si bien que la racine n'est plus soustraite a l'influence des substances
resultant de 1'assimilation chlorophyllienne.

Nous avons done mis au point une technique dont nous decrirons
brievement les principales operations.

Disinfection des akenes

Elle est effectuee selon la technique decrite par Gautheret (1937). Les ak&nes sont
immerges 12 heures dans une solution aqueuse d'hypochlorite de calcium, renouvelee toutes
les heures pendant les trois premieres heures. De plus, nous faisons agir le vide, ce qui
active la dissociation de l'hypochlorite avec production de chlore naissant et favorise la
penetration de celui-ci dont les proprietes antiseptiques sont considerables.
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Excision de Vembryon, coupe de la radicule et mise en culture des meristemes isoles

L'excision des embryons s'effectue ä l'aide de deux brucelles fines; on saisit l'akene par
deux de ses cotes voisines qu'on ecarte. Le fruit est ainsi fendu sur toute sa longueur,
liberant l'embryon entoure de l'unique tegument de la graine. Les embryons sont
immediatement transportes hors de l'aire de dissection (inevitablement souillee par les

embryons avortes et infectes, rencontres dans certains akenes), dans un champ sterile. II faut
d'autre part veiller a ce que les plantules ne se dessechent pas. On enleve alors le tegument
de la graine, et le meristeme radiculaire coupe a l'aide d'un scalpel sterile a. un tiers de

millimetre environ de la pointe de la radicule (fig. 1 a), est ensemence sur le milieu de culture
sterilise.

Rappelons que toutes ces operations sont effectuees immediatement apres le gonflement
des akenes, simultane a la disinfection.

Milieux et recipients de culture

Les milieux mis au point pour la culture indefinie des meristemes radiculaires et conte-
nant des elements traces (oligo-elements mineraux, vitamines, acides amines) peuvent etre
remplaces par des milieux plus simples si l'on veut observer seulement les premiers Stades
de la culture.

Ainsi, la base de notre milieu est le liquide de Knop dilue de moitie, auquel nous ajoutons
2 % de gelose et la concentration voulue de glucose.

Nous avons porte notre choix sur le milieu de culture solide pour les deux raisons prin-
cipales suivantes:

1. En milieu liquide, nous avons observe de nombreux meristemes anormaux des le deu-
xi&me jour de culture. Gautheret (1945), cherchant ä realiser la culture des tissus
vegetaux, avait dejä constate 1'action «toxique» d'une solution nutritive sur le fragment
de vegetal qui y etait immerge. L'auteur attribuait ce phenomene ä une «intoxication»
des tissus par le contact direct de la solution. II s'agit peut-etre aussi d'un defaut d'oxy-
genation; l'aeration des cultures en milieu liquide est difficile et necessite soit une agitation

permanente, soit le passage d'un courant d'air sterile. La pression osmotique pour-
rait enfin etre la cause de ces anomalies.

2. La culture en milieu solide place la racine isolee dans des conditions plus voisines de
Celles oü se trouvent les organes temoins rattaches au reste de la plante, dans le germoir.
Les milieux contenant la gelose prealablement lavee sont coules soit en boite de Petri,
soit en tubes a essais, puis sterilises dans 1'autoclave a 110 °C.

La croissance des racines est etablie en mesurant leur longueur a la chambre claire apres
etalonnage. La pigmentation anthocyanique est suivie chaque jour a la loupe binoculaire,
les meristemes etant aussi examines au microscope dans le liquide de Ringer.

Observations et interpretations

Nos tentatives de culture in vitro de meristemes radiculaires isoles de

l'embryon immediatement apres le gonflement ont donne des resultats
positifs (fig. lb).
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Figure 1

a) Embryon de Chrysanthemum Leucanthemum L. Le trait indique le niveau d'excision
de la radicule

b) Racine apres 12 jours de culture (21 °C, 2% de glucose, lumiere diurne). On distingue
la pigmentation anthocyanique ä l'extremite de la racine (fleche). Culture en tube ä essai
sur couche mince de milieu gelose, Photographie ä travers le verre et le milieu. Le trait

correspond a 2 mm

Comportement des meristemes radiculaires cultives in vitro,
apparition et maintien de Vanthocyane

Nous avons cultive les meristemes dans les conditions decrites, sur
milieu gelose contenant 2% de glucose, ä 21 °C et ä la lumiere diurne.
Nous avons ainsi pu definir certaines conditions de l'apparition et du
maintien de l'anthocyane dans les cellules du meristeme de la coiffe.
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Definissons:

T 100
1 0

ou:

T taux de croissance

1„ longueur de la racine au nliSme jour de la culture
10 longueur initiale de la radicule isolee de l'embryon
T taux moyen de croissance

s ecart type du taux de croissance

Les resultats (pour 20 racines) ont ete consignes dans le tableau suivant:

Jour T s Anthocyane
0 0 — 0
1 0 — 0

2 30 20 +
3 120 110 +
4 390 180 +
5 600 180 +
6 870 210 +
7 1080 270 +
8 1320 300 +
9 1500 330 +

10 1710 390 +
11 1950 480 +
12 2100 480 +
13 2200 470 +
14 2250 440 +
15 2280 440 +
16 2290 420 +

Si nous reportons ces resultats sur un graphique (fig. 2) nous obtenons
une courbe en S et nous pouvons mettre en evidence les faits suivants:

1. Pendant 24 ä 48 heures, la croissance de la racine est nulle; les cellules
du meristeme sont depourvues d'anthocyane. Ce temps de latence est
general: il s'observe aussi bien sur les racines coupees et ensemencees

apres germination que sur les radicules isolees de l'embryon. Nous
l'avons egalement observe en cultivant des racines de Lupinus albus L.

2. Apres 48 heures, la croissance se manifeste en meme temps qu'apparait
le pigment anthocyanique. Les meristemes avortes ne presentent pas de

pigmentation. Ces faits sont a mettre en rapport avec ce que l'on peut
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observer lors de la germination dans les conditions habituelles, oü le
pigment apparait egalement en meme temps que commence la crois-
sance du meristeme radiculaire, et est absent des racines avortees.
D'une fa§on generale, on peut etablir une relation etroite entre l'inte-
grite et la croissance normale du meristeme, d'une part, et l'apparition
du pigment anthocyanique dans les vacuoles, d'autre part. Cette relation

avait deja ete mentionnee par Favarger (1957) au sujet des
Saxifragacees herbacees.

3. A partir du 3e jour la croissance est lineaire.

4. Vers le 13e jour, la croissance diminue pour cesser completement vers
le 15e jour de culture. La pigmentation s'attenue ä ce moment.

T (7.)t

2000 -

1000 -

0 1 2 3 4 5 10 14 jours

Figure 2

Courbe de croissance (en S) determinee ä partir d'un lot de 20 racines (21 °C, 2 % de glucose,
lumiere diurne). Les ecarts types sont indiques

Nous indiquerons maintenant brievement l'influence de certains fac-
teurs sur le comportement de la pigmentation anthocyanique des racines
en culture pure. Nous serons tres prudents dans nos affirmations en l'ab-
sence de determinations quantitatives de la teneur des meristemes en
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anthocyane. Erey-Wyssling et Blank (1943), dans leur etude sur le
chou rouge, nous rendent en effet tres attentifs au fait que la coloration
apparente ne correspond pas necessairement au taux reel de pigment.

Influence de la lumiere

Afin de determiner l'influence de ce facteur, nous avons dispose des
cultures de racines dans les trois conditions experimentales suivantes:
lumiere permanente, lumiere naturelle diurne, obscurite totale. La
temperature est maintenue constante (21 °C), de meme que la concentration
de glucose (2%).

En lumiere permanente, la croissance est nulle et l'anthocyane n'ap-
parait pas.

Les faits observes dans les deux autres conditions autorisent les re-
marques suivantes:

1. Dans les deux cas, la pigmentation anthocyanique apparait avec la
meme intensite et au meme moment, soit, comme nous l'avons men-
tionne plus haut, lorsque se manifeste le debut de la croissance.

2. Apres une semaine, l'examen microscopique des racines exposees a la
lumiere naturelle diurne et abandonnees a l'obscurite pendant la nuit
revele une pigmentation sensiblement plus intense et plus etendue que
chez les racines maintenues a l'obscurite totale. Nous avons pu faire
les memes constatations sur les racines rattachees ä la plantule, cons-
tatations deja mentionnees par Weber (1954) pour Impatiens Balsamina

L. Cette experience permet de supposer une relation entre la
formation d'anthocyane et le deroulement de reactions photochimiques.
Elle montre aussi que l'assimilation chlorophyllienne, si elle joue un

Figure 3

a) Image microscopique d'un meristeme radiculaire. Racine agee de 8 jours (21 °C, 2 % de
glucose, lumiere diurne)

b) Image microscopique d'un temoin de meme age. Le trait correspond ä 0,2 mm
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role, n'est pas la seule en cause parmi les phenomenes ou intervient la
lumiere.

3. Apres deux semaines, lorsque cesse la croissance, l'anthocyane dispa-
rait dans les racines tenues ä l'obscurite totale, tandis qu'elle persiste,
quoique attenuee, dans les autres.

4. A la lumiere du jour, l'intensite de la tache anthocyanique, observee au
microscope, est la meme chez les racines cultivees isolement et chez
Celles rattachees ä la plantule (fig. 3a et b).

Influence de la concentration de glucose

L'influence de ce facteur a ete etudiee en cultivant des racines dans les
conditions decrites sur des milieux contenant de 0,5% ä 5,0% de glucose.
La temperature est constante (21 °C).

A la lumiere comme ä l'obscurite, nous n'avons pu mettre en evidence
aucune difference sensible tant dans la croissance que dans l'apparition
et la localisation de l'anthocyane: le pigment apparait toujours au meme
moment et avec la meme intensite.

Ces observations sont en accord avec les resultats de Frey-Wyssling
et Blank (1943) dans leur etude deja mentionnee.

Influence de la temperature

Des cultures sont placees, outre ä 21 °C, aux temperatures constantes
de 11 °C et 33 °C. Elles sont maintenues a l'obscurite.

A 11 °C, la croissance est tres lente, mais la pigmentation anthocyanique

intense. Cependant, en l'absence de mesures quantitatives, nous ne
saurions nous prononcer definitivement sur cette observation. En effet,
comme nous l'avons dejä mentionne plus haut, la pigmentation anthocyanique

apparente ne depend pas seulement de la concentration du pigment,
mais aussi de 1'etat physiologique de la cellule (PH). Ainsi, Frey-Wyssling

et Blank (1943) ont determine une quantite egale d'anthocyane
dans les plantules de chou rouge maintenues a 10 °C et dans celles
maintenues a 30 °C alors que les premieres presentaient une coloration plus
intense.

A 33 °C, un petit nombre de meristemes seulement (2/10) presentent
une croissance normale; chez aucun de ceux-ci l'anthocyane n'apparait
a quelque moment que ce soit.

Pour terminer, nous insistons sur un point qui nous semble digne d'in-
teret: la localisation tres precise du pigment. Celui-ci est en effet localise au
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dermato-calyptrogene (les regions avoisinantes du peribleme et du plerome
sont toujours incolores). Par contre nous avons pu observer des traces
de pigment dans la racine differenciee (au voisinage des vaisseaux), dans
la region du collet et meme dans l'hypocotyle. Cependant, avec Favarger
(1957), nous insistons sur le fait que la region la plus fortement coloree est

toujours le meristeme de la coiffe. Cette remarque est en accord avec les

observations de Frey-Wyssling et Blank (1943) qui observent egale-
ment une localisation tres precise du pigment sur la plantule du chou

rouge, a savoir dans les cotyledons. II est interessant de remarquer que
cette repartition est en quelque sorte complementaire de celle que nous
observons.

Conclusions

Le probleme de la biosynthese du pigment n'est evidemment pas resolu.
Certains auteurs dont Keeble et Armstrong (1912, 1913), cites par
Frey-Wyssling et Blank (1943), ont emis l'hypothese que les pigments
anthocyaniques etaient formes par Oxydation de leur precurseur direct.
Nos tentatives de faire apparaitre la pigmentation caracteristique par
action d'un oxydant (eau oxygenee) ont donne des resultats negatifs.
Cependant, de tels tests ne permetfent pas de fournir un diagnostic definitif
en cas de reponse negative, pour des raisons de toxicite particulierement
(si les cellules sont tuees, leur membrane devient permeable et l'eventuel
pigment forme se dissout dans le milieu environnant). Des essais avec un
reducteur (acide ascorbique) ont egalement donne des resultats negatifs.

La signification physiologique du pigment n'est pas connue non plus.
Constitue-t-il une substance de dechet, resultant par exemple de la des-

amination des acides amines aromatiques comme le suggere Mrs. Onslow,

citee par Blank (1947) La question se pose en tout cas de savoir ä

quel titre l'anthocyane accompagne la croissance du meristeme et la division

de ses cellules.

Notre travail permet cependant de preciser ou de confirmer les points
sxdvants:

a) Les precurseurs de l'anthocyane et les systemes enzymatiques neces-
saires ä sa formation sont presents dans la radicule de l'embryon de

Chrysanthemum Leucanthemum. L'embryon est differencie biochimique-
ment a un stade precoce.

b) Au niveau du meristeme, le pigment est localise histologiquement au
dermato-calyptrogene.

c) La production d'anthocyane est en relation etroite avec l'integrite et
la croissance du meristeme.
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d) La racine est autonome quant ä la synthese de l'anthocyane.

Resume

La culture in vitro de meristemes radiculaires, isoles avant germination
de la plantule de Chrysanthemum Leucanthemum L., a ete realisee. Elle a
permis d'aborder le probleme de la differentiation biochimique de Tem-
bryon et de determiner, dans un cas precis de synthese, l'autonomie
physiologique de la racine.

Les relations entre l'apparition du pigment anthocyanique dans le der-
mato-calyptrogene et la croissance du meristeme radiculaire ont ete pre-
cisees.

L'influence de divers facteurs sur l'apparition et le maintien de la
pigmentation etudiee a ete examinee.

Zusammenfassung

Anhand von Gewebekulturen vor der Keimung isolierter Wurzeln von
Chrysanthemum Leucanthemum L. wurde die Anthocyanbildung im Meristem

der Wurzelhaube (Dermatokalyptrogen) untersucht. Der Keimling
ist schon in einem äusserst frühen Stadium biochemisch differenziert, und
die Wurzel ist in bezug auf die Anthocyansynthese selbständig. Die
Wachstumskurve der isolierten Wurzeln verläuft S-förmig; zwischen dem
Wachstum der Wurzelspitze und der Anthocyanbildung besteht ein enger
Zusammenhang. Unter den hier untersuchten Aussenfaktoren (Licht,
Temperatur, Zuckergehalt des Substrates) ist das Licht von besonderer
Bedeutung; es besteht zweifellos ein Zusammenhang zwischen der
Anthocyanbildung und dem Ablauf photochemischer Reaktionen, die mit
denjenigen der Photosynthese nicht identisch sind.
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