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Effets physiologiques et ultrastructuraux du fluor
sur des tissus de Ronce cultivés in vitro

par Paul-Emile Pilet et Jean-Claude Roland

Institut de Biologie et de Physiologie végétales
Université de Lausanne,

Laboratoire de Cytophysiologie végétale,
Université VI de Paris

Manuscrit recgu le 24 mai 1972

Avant-propos

Le rdle joué par le fluor sur la physiologie des plantes supérieures a donné
lieu & de trés nombreuses publications (Thomas et Alther, 1966). La plupart
traitent de problémes pratiques en rapport avec la présence de ce polluant
a proximité de certaines usines (Semrau, 1957). Les données fondamentales
relatives aux propriétés biologiques du fluor sont par conséquent peu abondantes
et ceci d’autant plus qu’il est rare que cet élément, combiné ou non, agisse
isolément (Bohne, 1970). A cet égard diverses interactions entre le fluor et
d’autres agents polluants de I'atmosphére ont été signalées (Pilet et Chollet, 1968).
Parmi les fonctions dont la cellule végétale est le siége et au niveau desquelles

le fluor intervient, la croissance reste ’une des moins connues. On sait toutefois
qu’a certaines doses, le fluor est un poison de I'auxesis (Alther, 1961; Chollet,
1972). Christiansen et al (1949) et Bonner et Thimann (1950) furent parmi les
premiers a établir un rapport entre cette propriété et les effets du fluor sur
les échanges respiratoires, rapport qui devait étre maintes fois confirmé (Pilet,
1964). L’intervention de ce polluant sur la croissance d’organes et de tissus

~ végétaux a été mise en relation avec diverses réactions biochimiques. 11 a été
démontré, par exemple, que le fluor agit sur le taux en auxines endogénes en
influencant la biodestruction de ces hormones (Pilet et Collet, 1964; Chollet, 1972)
et en modifiant, en particulier, ’activité de certaines peroxydases (George, 1953).
C’est par I'intermédiaire de la synthése des protéines surtout que le fluor parait
contrdler la croissance cellulaire. Marks et al (1963, 1965), sur des cellules
animales, ont établi que le fluor inhibe I’élaboration des protéines en agissant
sur les polysomes qu’il est capable, pour certaines doses, de dissocier. A 1’échelle
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des acides nucléiques — et en confirmation des précédentes observations — il a
été constaté, sur des racines, que le fluor modifie le taux en RNA (Pilet, 1968)
intervenant essentiellement sur les ribonucléases (Pilet, 1969, 1970).

Le fluor agit sur la différenciation des tissus et, pour certaines concentrations,
en active le vieillissement (Penot et Diouris, 1969). On ne sait pas encore claire-
ment a quel niveau de I'ultrastructure cellulaire se situe son action. Il a été
toutefois observé que le fluor pouvait intervenir sur le noyau et dérégler la
mitose (Mohamed, 1969); il modifie également — comme 1’a constaté Mohamed
(1970) sur des plantules de mais — la forme des chromosomes,

La plupart des travaux qui font état des propriétés biologiques du fluor
en rapportent les effets a sa concentration exogéne. Or, 'importance des
phénomeénes observés dépend essentiellement de la pénétration et de 'accumulation
du fluor dans les tissus. Le taux en fluor endogéne n’est pas nécessairement dans
le méme rapport que celui du fluor administré dans le milieu (Brewer et al, 1960;
Pilet, 1963, 1967).

Le but de cette étude est d’établir le rdle joué par ce polluant — i différentes
concentrations endogénes — sur la croissance et ["ultrastructure cellulaires.

Alors que divers essais ont été réalisés sur des tissus animaux cultivés in vitro
(Albright, 1964; Matthews, 1970), aucun travail, 4 notre connaissance, fait état
de recherches de ce genre sur des tissus végétaux en croissance in vitro. C’est
pourquoi, étant donné les avantages que présente ce type de matériel pour ’étude
de la physiologie cellulaire (Gautheret, 1959), nous avons choisi d’utiliser des
explantats de Ronce.

Materiel et Methodes

Le matériel biologique employé dans cette étude a déja été employé pour des recherches
similaires relatives a I’effet de 1’acide abscissique sur la croissance et I’ultrastructure
cellulaires (Roland et Pilet, 1971; Pilet et Roland, 1971). Des morceaux de moélle de tige
de Rubus hispidus (explantats primaires) sont mis en culture puis repiqués et entretenus
a I’état de néoformations tissulaires (explantats secondaires). Les souches sont cultivées
(une quarantaine de jours) in vitro sur un milieu gélosé dont la composition est identique
a celle que proposa Benbadis (1964) pour des tissus similaires. Les premiers jours de la
culture (10 j.) se déroulent en lumiére falble et constante, aprés quoi les tissus sont mamtenus
a I’obscurité. Les tubes sont conservés a 22°C. Le fluor, sous forme de NaF, est ajouté a la
solution de base a 10~ et a 1075 M.

Il convient d’ajouter que les concentrations de fluor choisies sont nettement supérieures
a celles de ce polluant dans I’air (Dissler et Lux, 1967) ou dans le milieu de culture
(de Cormis, 1968). Des essais préliminaires, avec des doses de NaF plus faibles dans le milieu
ou se développent les néoformations de Ronce (10"" M et en dessous) n’ont pas permis
d’obternir des résultats significatifs. C’est pourquoi des concentrations plus elevees de NaF
ont été finalement adoptées.

La croissance est rapportée soit a 1a mesure du poids frais relatif, soit a I’analyse du taux
en protéines totales. Pour extraire et purifier les protéines, la technique de Lowri et al (195 1)
a été adoptee avec quelques modifications (Pilet ez al. 1970). Le dosage de I’azote protéinique —
d’aprés la méthode de Folin — se fait 4 254 nm.

Le taux en fluor endogéne est évalué, sur du matériel lyophylisé, a ’aide de la technique
d’Oelschléger (1962, 1967) quelque peu modifiée par Sulzberger (1967). Cette méthode
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repose sur la distillation des extraits selon Willard-Winter et un dosage spectrophotométrique
a l’aide d’un réactif formé d’alizarine-complexane et d’un sel de lanthane en présence
d’acétone (MacDonald, 1970).

Pour I’analyse de I’ultrastructure, des fragments d’explantats sont prélevés entre 2 et 6
semaines, fixés selon les méthodes habituelles de la microscopie électronique: fixation au
glutaraldéhyde dans le tampon cacodylate de Na; postfixation par le tétroxyde d’osmium,
inclusion dans 1’épon, Les coupes, réalisées au microtone Sorvall-Porter Blum automatique,
sont contrastées par des sels d’uranyl et de Pb. Les observations sont faites au microscope
Phillips 300.

Résultats et Discussion

Nous examinerons successivement quelques données relatives  la croissance
des explantats de Ronce, 4 leur teneur en fluor et a leur ultrastructure.

Variations de croissance

La croissance de tissus cultivés in vitro peut étre exprimée de diverses fagons
(Heller, 1953). I1 est bien évident que, de tous les paramétres envisagés, les moins
mauvais sont ceux qui rapportent ce phénoméne a des réactions physiologiques
(Lance, 1963), au nombre des cellules des explantats ou au taux en protéines
(Pilet et Roland, 1971). Malgré les échanges d’eau fort variables d’un explantat
a I'autre, la mesure du poids frais (Heller,1953; Bouriquet, 1959) qui pourrait
étre fort criticable, reste un moyen commode que nous avons adopté comparative-
ment a I’analyse de la teneur en protéines.

Tableau I

Effet du NaF et du NaC1 (10°>M) sur la croissance (variations du poids frais) d’explantats
de Ronce cultivés in vitro.

Poids frais

(mg/néoformation) %* %
0 jour 40 jours par rapport
(V,) (Vo) au lot témoin
Témoin 572 1133 + 98,1 0
t 51 + 120
+ NaF 516 652 + 26,3 — 73,1
+* 68 + 179
+ NaC1 601 1106 + 84,0 — 14,3
+ §3 + 124

*% =100 (V,0— Vo) / V,

Chaque valeur correspond 4 la moyenne de 5 analyses portant chacune sur 20 a 30 explantats.
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Le fluor étant administré, dans le milieu, sous forme de NaF, il convenait tout
d’abord de préciser le role éventuel joué par le Nat. Le NaCl a été choisi comme
substance témoin puisque le C1” n’a que peu d’effet sur les processus d’auxésis
(Pilet, 1968). Des essais ont donc porté comparativement sur des explantats
cultivés en milieu nutritif avec ou sans NaF ou NaCl; ces deux composés étant
fournis 4 une concentration de 1.10~>M. Les mesures concernent d’une part, des
explantats cultivés pendant 40 jours et, d’autre part, des néoformations prétes
a la mise en culture (0 jour). Les résultats donnés dans le tableau I montrent que
le NaF inhibe fortement ’augmentation du poids frais, alors que le NaC1 —
également inhibiteur — a un effet cinq fois moindre. On peut en conclure — étant
donné la légére action exercée par le chlore (Pilet, 1968) — que le sodium n’a
pas d’influence significative sur la croissance des tissus de Ronce et que, par
conséquent, les propriétés du NaF — relevées ici — sont bien dues essentiellement
au fluor,

Les résultats sur ’évolution du poids frais (valeurs moyennes par néoformation)
en fonction du temps de culture (0 4 40 jours) sont donnés dans la Figure 1.

On constate qu’aprés une période de latence (une dizaine de jours) au cours de
laquelle la croissance est trés lente (Pilet et Roland, 1971) et qui ne se marque
pas par un effet significatif du fluor, ’accroissement des explantats témoins est
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Figure 1:

Croissance (en mg de poids frais/néoformation) d’explantats de Ronce cultivés in vitro
pendant 40 jours en présence de NaF (107>M et 10°°M) ou sans NaF (10" *° M).
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trés rapide (pendant cing jours) — puis moins forte. Le fluor atténue I'amplitude
de ces phases et se manifeste par une constante inhibition d’autant plus grande
que sa concentration est plus élevée.

Les variations de la teneur en protéines totales (valeurs moyennes par néo-
formation) pour une période de culture comparable, sont rapportées dans la
Figure 2. On peut relever — pour les lots témoins, et aprés un temps de latence
identique a celui qui vient d’étre noté pour les modifications du poids frais —
une phase de croissance trés rapide, mais qui se prolonge plus longtemps (une
dizaine de jours). La encore, la fluor parait supprimer les phases d’auxésis
observées chez les témoins et se manifeste par des effets d’inhibition d’autant
plus marqués que sa concentration est plus grande.

Teneur en fluor

Les résultats de ’analyse de la concentration (donnée en ppm) du fluor
endogéne sont rassemblés dans la Figure 3. On peut constater que 'accroissement
du taux en fluor se manifeste exclusivement — et ceci pour les deux concentrations
testées — durant les dix premiers jours de la culture. Or, ce temps coincide
précisément avec la phase d’installation des explantats au cours de laquelle —
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Figure 2:

Croissance (en mg de protéines totales/néoformation) d’explantats de Ronce cultivés
in vitro pendant 40 jours en présence de NaF (10™>*M et 10°5M) et sans NaF (10 * M).
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comme on vient de le voir — le tluor n’a pas d’effet apparent sur I’évolution du
poids frais et sur les variations du taux en protéines. Aprés ces dix jours de

latence et bien que les tissus continuent a se développer sur un milieu riche en
NaF, le taux en fluor baisse progressivement. Il est clair que ces données ne
peuvent qu’étre relatives, car c’est précisément au moment oul nous observons

une diminution du taux en fluor endogéne que la croissance des tissus commence
a se manifester, Et I’on peut se demander alors si cette chute de la concentration
du fluor tissulaire n’est pas la conséquence d’une ,,dilution‘ au sein d’un explantat
devenu de plus en plus volumineux.

Une comparaison entre I’évolution du poids frais et du taux en protéines d’une
part et celle d’autre part, du taux en fluor endogene était nécessaire. Les résultats
de cette analyse — qui porte sur la phase de croissance des tissus (entre 10 et 30
jours de culture) — figurent dans le tableau II. Ils montrent clairement que
laccroissement du poids frais et de la concentration des protéines est d’autant
plus marqué que la réduction du taux en fluor est plus élevée, celle-ci étant, par
ailleurs, directement dépendate de la concentration du fluor exogeéne. L’effet
de dilution, évoqué plus haut, est donc bien réel.

FLUOR ENDOGENE EN ppm

0 10 20 30 40
JOURS

Figure 3:
Evolution de la teneur en fluor endogéne (en ppm) au cours de la croissance dlexplantats
de Ronce cultivés in vitro pendant 40 jours en présence de NaF (10™>M et 107 M).
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Tableau II

Evolution de la croissance (exprimée en poids frais et en protéines totales) et du taux en
fluor endogéne d’explantats de Ronce cultivés in vitro en présence de NaF,

NaF ) Valeurs a: Po*

10 jours 30 jours

(Vo) (Vi4)
Poids frais x=3 514 608 + 18,2
(mg/néoformation) x=5 610 9202 + 47,8
Protéines totales x=3 5,1 6,2 + 21,5
(mg/néoformation) x=5 6,8 11,6 + 70,6
Fluor x=3 67,2 36,8 — 45,2
(ppm) x=5 32,0 8,1 — 74,6
1) Concentrations: 1.107X M *%=100-(Vy,— V) /Vy,

(V. Tableau I).

Ultrastructure

Les transformations les plus caractéristiques portent sur les mitochondries
et le reticulum endoplasmique.

Dans les lots témoins (planches I et IIIA), les mitochondries sont abondantes,
Elles possédent un stroma dense et des crétes moyennement développées.
Dans les lots tra1tes (planches II, II] et IVA), le stroma est encore plus dense.
Les creétes s allongent s’enroulent et parfois se ramifient, Les mitochondries
elles-mémes prennent des formes souvent bifurquées. Ces transformations se
repérent dans les cellules encore jeunes et dont le cytoplasme est basophile
(planche II); elles se maintiennent au cours du vieillissement cellulaire. Il faut
noter, par ailieurs, que toutes ces altérations observées au niveau de la structure
mitochondriale doivent étre en relation plus ou moins directe avec les effets
exercés par le fluor sur les échanges respiratoires (Pilet, 1964).

Le reticulum endoplasmique, pour les lots témoins (planche IB) forme de
longues nappes souvent paralléles dans le cytoplasme pariétal. Ce reticulum
est presque toujours granulaire. Dans les lots traités, ’évolution du reticulum
est marquée par des modifications qui suivent celles des mitochondries.
Elles se manifestent essentiellement aprés un appauvrissement en ribosomes
libres du hyaloplasme (planches Il et IV). Ce reticulum se dilate, par places,
en vésicules sphériqués dont la membrane demeure cependant granulaire. D’autre
part, des contacts s’établissent entre le reticulum et le plasmalemme (planche II).
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Conclusions

Le fluor exerce donc un effet sur la croissance des explantats de Ronce
~cultivés in vitro. A des doses qui — il faut le rappeler — sont nettement
supérieures a celles qui caractérisent le polluant lorsqu’il intervient dans la
nature, le fluor inhibe notablement les processus d’auxésis et de mérésis.
Il réduit ’augmentation du poids frais et celle du contenu en protéines totales.
A ce propos, il convient de remarquer que le fluor agit sur la structure des
ribosomes et nous avons relevé, dans ce travail, qu’il en réduisait la densité.

Les effets du fluor, sur les tissus de Ronce, ne sont pas immédiats. Mais la
période de latence 4 partir de laquelle la présence du fluor se manifeste coincide
précisément avec la phase d’installation des néoformations sur le milieu de
culture témoin. C’est d’ailleurs au cours de cette période que I’absorption du
fluor exogéne par les tissus est maximale. L’action du fluor sur la croissance
et sur 'ultrastructure se manifeste significativement alors que sa concentration
endogene décroit régulierement. Ce phénoméne peut étre expliqué par un
incontestable effet de dilution di 4 I’accélération de croissance des tissus traités
et qui persiste méme si, par rapport au lot témoin, ’augmentation du poids
frais demeure toujours plus faible.

Au niveau de l'ultrastructure, un certain nombre de modifications, sous
I'action du fluor, ont été enregistrées.

Elles portent. nous venons de le rappeler, sur la densité des ribosomes libres

qui décroit d’une part et, d’autre part, surtout sur les mitochondries et le reticulum
endoplasmique. Les mitochondries sont fortement altérées (crétes et stroma). Ces
changements de structure, visibles déja dans de jeunes cellules, doivent &tre
associés aux modifications, souvent relevées, qu’exerce le fluor sur la respiration.
Quant au reticulum endoplasmique, il est notoire qu’il réagit presque toujours

a toutes les formes d’agression extérieure.

Planche I.:

Ultrastructure cellulaire d’explantat de Ronce cultivé 3 semaines in vitro en milieu normal (témoin).
Abbréviations utilisées: en: enveloppe nucléaire; m: mitochondrie; n: noyau; nu: nucléole;

P: paroi; pe: plasmalemme; pl; plaste; re: reticulum endoplasmique; ¢: tonoplaste; v: vacuole,

A: noyau et cytoplasme périnucléaire. B: cytoplasme pariétal.

Planche I1.:

Ultrastructure cellulaire d’explantat de Ronce cultivé 3 semaines in vitro en présence

de NaF (10°° M).

Abbréviations utilisées: v. pl. . cm: corps multivésiculaire; g: dictyosome (appareil de Golgi);
pr: contact entre le plasmalemme et le reticulum.

A: Limite de trois cellules a des stades différents d’évolution. B: détail.

Planche I11.:

Mitochondries d’explantat de Ronce cultivé 3 semaines in vitro en milieu normal (A)
et en présence de NaF 4 107> M (B).

Planche IV.:

Reticulum endoplasmique d’explantat de Ronce cultivé 3 semaines in vitro et en présence
de NaF (1073 M).
Abbréviations utilisées: v. pl. 1. ¢: cavité dilatée d’une portion de reticulum granulaire,
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Resumé

A hautes concentrations (10~ et 10°M de NaF), le fluor inhibe la croissance —
exprimée en variations de poids frais et de la teneur en protéines totales — des
explantats de Rubus, cultivés in vitro. L’absorption maximale du fluor coincide
avec la phase d’installation (dix jours environ) des tissus. Le fluor provoque des
altération significatives des mitochondries et du reticulum endoplasmique.

Summary

At high levels (10 and 1073 M of NaF), fluoride causes an inhibition of
growth — expressed in terms of changes in fresh weight and total protein —
of the tissues of Rubus cultivated in vitro. The maximal uptake of fluoride
coincides with the first period (ten days) of the tissues culture. Fluoride reduces
the ribosomes density and significantly changes the structure and the forms
of the mitochondria and the endoplasmic reticulum.

Zusammenfassung

Fluor hemmt in hohen Konzentrationen (10°% und 10~°M NaF) das Wachstum
(ausgedriickt in Verinderungen des Frischgewichtes und des totalen Protein-
gehaltes) von Gewebekulturen von Rubus in vitro. Die maximale Fluorabsorption
fillt in die erste Phase (10 Tage) der Gewebekulturen. Das Fluor bewirkt
wesentliche Verinderungen der Mitochondrien und des endoplasmatischen
Reticulums.
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