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(LAUSANNE, SUISSE)

Enracinement des feuilles du
Ramoiida Myconi (L.)

à l'aide d'un sel de l'hétéroauxine
PAR

Paul-Emile PILET

(Séance du 25 janvier 1950)

HISTORIQUE

Le problème de la rhizogenèse chez les feuilles est d'un
grand intérêt tant au point de vue pratique que .scientifique.
Mais il y a relativement peu de temps que les physiologistes se

sont mis à l'étudier.
En 1926, J. Loeb (15) passe en revue les principaux

facteurs assurant la régénération des racines chez les feuilles de

Bryophyllum calycinum Saltsb. En 1931, Hagemann (14)
s'attache à suivre l'orientation des cellules parenchymaleuses
de certaines feuilles qui formeront des méristèmes radicu-
laires.

Dès 1933, Prévôt et Bouillenne (25) entreprennent une
vaste étude sur la néoformation chez les feuilles de Begonia
Rex Putz. L'Ecole de Liège, dirigée par Bouillenne propose,
pour expliquer les phénomènes de rhizogenèse, la théorie de

la rhizocaline (2.3.4.5), théorie que Delarge en 1936 applique

à l'étude de la néoformation chez Crinus caperne L. (8)
et J. Moureau, en 1940, chez Coleus (16.17.18).

En 1907 déjà, Kupfer, puis Curtiss en 1918, et Popoff
en 1924, avaient étudié certaines substances organiques et minérales

ayant une action sur la formation des racines. Mais
avec le découverte des auxines le problème change. En 1929,
F.-W. Went (28) pose les bases de la théorie hormonale et
étudie l'enracinement chez Acalypha et Salix amygdalina; en
1934, il poursuit ses travaux sur Pisum (29). En 1935,
Czaja (7), Zimmermann et Hitchcock (34), en 1936 Thimann
(27) étudient l'action de certaines substances de croissance
sur quelques dicotylédones. En 1936, également, de Wil-
64-276 30
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demann et Verleyen (31) s'occupent du bourgeonnement des

tissus foliaires de monocotylédones.
En 1938, F.-W. Went étudie l'action de substances autres

que l'auxine sur la formation des racines (30). En 1938 encore,
Cooper (6), Dorfmüller (9) cherchent les conditions
d'enracinement de certains tissus.

Avec l'étude de la culture des tissus, Gautheret, dès 1935,
s'occupe de la rhizogenèse et des facteurs qui la règlent
(10.11.12.13).

Schopfer, en 1941, réalise à l'aide de substance de croissance

la rhizogenèse des feuilles de Sansevieria zeylanica
Willd. (26). d'Amato et Avanzi, en 1948, étudient la
rhizogenèse à'Allium cepa et les phénomènes qui en résultent tant
au point de vue cytologique qu'histologique (1).

J'ai, dès 1947, au laboratoire et au jardin botaniques de

l'Université, entrepris un grand nombre d'essais sur un matériel
difficile à bouturer dans le but de préciser les conditions
d'eiiiücinement et d'étudier les phénomènes physiologiques
résultant de la rhizogenèse. Des essais ont été entrepris sur
Cereus et Phyllocactus spec. (19), sur Salvinia natans L. All
(20), sur Thuja occidentalis L (21), etc.

METHODE
1. Matériel.

Pour étudier la rhizogenèse chez les feuilles, nous avons
utilisé celles du Ramonda Myconi L. Schultz Gesneraceae :

Gesnereae. Le bouturage de ces feuilles est relativement
facile, sans substance de croissance, mais les racines, peu
nombreuses, mettent beaucoup de temps à se former.

2. Substances de Croissance.

Diverses substances ont été proposées, Schopfer (26), Pilet
(19.20.21) ont étudié le rôle de l'a.naphtacétylglycinate de K,
Wurgler, l'acide phénoxyacétique et ses dérivés (32.33),
Cooper (6), Went (28.29.30), etc., l'acide b.indolylacétique.
C'est le sel de K de ce dernier acide que j'ai utilisé. L'acide
b.indolylacétique existe dans la plante en proportions plus ou
moins variables; on l'a appelé, à la suite des travaux de

Kögl, Erxleben et Haagen-Smit, l'hétéro-auxine.

3. Traitement.
Nous choisissons des feuilles intactes de 7 cm de longueur;

chaque feuille est divisée en sept parties égales (bandes trans-
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versales de 1 cm de large). On trempe la base de chacune
de oes bandes dans une solution de b.indolylacétate de K de
concentration connue. Le trempage se fait à l'obscurité
complète, à une température constante de 20° -|- 1 et dure 24 heures

(V. les fig. 1 et 2).
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A : Feuille entière,
stance de croissance

teneur. 3. Sable stérile

Fig. 1.

Technique de bouturage.
B : Feuille sectionnée. C : Récipient contenant la sub-

D : Milieu dc culture (1. Récipient extérieur 2. R. in-
4. Tourbe. 8. Tessons. 6. Bouture.)
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Fig. 2.

V. Feuille entière. B : F. sectionnée photographiée une semaine après le dé¬

but de la culture (Fi). C : Idem mais quatre semaines après (Fé).
Les graduations représentent des cm.

4. Cultures.
Au bout de 24 heures, les bandes de feuilles sont retirées

de la solution de croissance et placées dans des récipients
particuliers (V. fig. 1). Le milieu qui recevra la bouture est
composé de sable stérilisé selon le procédé Pronto, afin d'éli-
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miner toute trace d'auxines dans le milieu (Wurgler, 33).
Un contrôle rigoureux de la température des oouches contenant

les cultures a été effectué. Les moyennes obtenues sont
les suivantes :

Température à 8 h. du malin 23° zE 2

Température à midi 27° i 2

Température à 5 h. du soir 25° i 2

Les cultures ont commencé au jardin de l'Université le
10 septembre 1949 K

5. Répartition des boutures.

Les boutures ont été réparties en six lots distincts
correspondant chacun à un traitement auxinique différent.

Lot. O Témoin Conc. en b.indolyl-acétate de K 0
Lot. A » » » » 1.0"1 Mol./litre
Lot. B » » » » 10-5 Mol./litre
Lot. C » » » 10-e Mol./litre
Lot. D » » » » 10-' Mol./litre
Lot. E » » » » 10-» Mol./litre

Chaque lot comprenant un certain nombre de boutures
réparties en six groupes :

le premier groupe FL a été. examiné sept jours après la
mise en terre des boutures, le second F2 deux semaines, le
sixième F6 six semaines après. Chaque groupe Fu F2, F6

comptait sept catégories de boutures, selon la position de la
bande transversale dans la feuille. La catégorie I comprenant
toutes les bandes prises à la base de la feuille, la catégorie VII,
au contraire constituée par l'ensemble des bandes prises aux
extrémités de ces feuilles (V. fig. 1 et 2).

FORMATION DES RACINES

1. Evaluation des racines formées..
Les bandes transversales des feuilles ont été examinées à

la loupe binoculaire. Les racines mesurant moins de 5 mm n'ont
pas été comptées, de façon à diminuer les causes d'erreur.
Les chiffres que nous donnerons dans les tableaux ci-dessous
correspondent à une moyenne de cinq mesures.

%'Je tiens à remercier ici tout particulièrement M. H. Michel, chef jardinier

pour les soins qu'il n'a cessé d'apporter à mes essais.
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F, I il m IV v VI VII F2 1 II m IV v VI VII
Lo — — — 1 — — — L0 — — 1 1 — — —
LA — — — — — — — Lv — — — 1 — — —
Lb — — 1 1 — — — L„ — — 1 2 — — —
Le — — 1 2 1 — — L< — 1 2 3 2 — —
L„ — — — 2 1 — — L„ — — 1 3 1 — —
LK — — — 1 — — — Le — — 1 2 — — —

F3 I n m IV V VI vu Fi I Il m IV v VI vit
Lo — — 1 2 — — — L0 — — 2 3 1 — —
LA — — — 2

'
1 — — La — — — 2 2 — —

L„ — — 1 2 1 — — L; — — 1 3 2 1 —
Le — 3 5 10 4 2 — Le 1 4 6 16 6 3 1

Ld — — 2 3 2 1 — Ld — 1 3 4 3 1 —
LE — — 1 2 1 — — L„ — — 2 4 2 1 —

F. I il in IV v VI VII Fe I il m IV v VI VII

Lo — 1 2 4 2 — — L0 — i 3 4 3 1 —
U — — 1 2 3 — — La — 1 1 3 3 — —
L„ — 1 2 3 2 1 — L1( — 1 2 4 2 1 —
Le 4 8 12 24 10 7 3 L,; 6 10 15 32 14 9 5

Ld — 1 4 6 5 1 1 Lo 1 3 5 8 6 3 1

L, — 1 3 5 2 1 — Le 1 2 3 5 3 2 —

2. Discussion des résultats.

Nous constatons que les lots non traités (L0) ont de la
peine à former des racines. D'autres, traités par des solutions
trop concentrées ont une rhizogenèse très faible, il y a
inhibition (La, Lb). Si la concentration n'est pas trop élevée, le

bouturage est très net (Lc) enfin les concentrations trop faibles
sont presque sans action sur la formation des racines (LD, LE).

Nous remarquerons d'autre part que l'apparition des racines
varie suivant la bande étudiée, elle est maxima pour la bande
centrale (IV). Ainsi la rhizogenèse passe par un maximum
si l'on va de la base de la feuille à son extrémité et ceci pour
tous les lots examinés.

3. Formation des racines en relation avec les nervures.

Nous allons examiner la répartition des racines pour des
bandes de feuilles bien déterminées. Pour cela nous prendrons
dans le groupe F5 le lot C. Nous allons chercher le nombre
des racines formées par nervure. Désignons par O la nervure
centrale, +1 -\-2 ...-f-5 les nervures partant du centre vers la
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droite et —1 —2 ...—5 les nervures partant vers la gauche.
Le signe 0 signifie l'absence de nervure et le signe — signifie
l'absence de racine.

F5LC Nervures : —5 —4 —3 —2 —I 0 + 1 +2 +3 +4 +5 Total

Bandes:

VII 0 0 0 — 1 2 10 0 0 0 4

VI 0 0 — 1 1 3 2 1 — 00 8
V 0 — 12 2 4 111 — 0 12
IV 0 12 2 3 10 2 2 11 — 24
III 0 1 2 5 11—00 10

II 0 2 3 1 1 — 000 7

I 0 0 1 2 0 0 0 3

A4§A

i 3

B

Fig. 3.

Etude du lot C fFe). A : Bande V. B : Bande III.

ti. Discussion des résultats.

Nous pouvons observer que l'enracinement est maximum
pour la nervure centrale et va en diminuant lorsqu'on s'en
éloigne. C'est donc au centre de la feuille que le pouvoir rhi-
zogène est le plus fort. A la suite de nos travaux précédents
(20, 21, 22, 23, 24) nous pouvons donc prévoir que c'est là

que la concentration en auxines actives est la plus élevée.
Ces observations confirment donc les travaux de Thimann (27),
Cooper (6), Went (30) et Schöpfer (26).
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ETUDE HISTOLOGIQUE

Afin de préciser l'origine des racines néoformées, nous
avons réalisé des coupes transversales et longitudinales de 15 à

20 p d'épaisseur. La coloration employée pour mettre en
évidence les différents tissus est celle que nous utilisons
toujours au laboratoire, c'esl la coloration double au carmin
aluné-vert de méthyle.

o.S

"1

Fig. 4.

Coupe transversale.
Fig. 5.

Coupe longitudinale.

1: Face supérieure. 2: Face inférieure. 3: Epiderme. 4: Stomate.
Parenchyme palissadique. ti : P. lacuneux. 7 : Poil pluricellulaire : 8. Liber.

9: Bois. 10 : Poil absorbant. 11 : Cal de cicatrisation. 12 : FiCorce.

1. Coupe transversale.

La coupe passe par la nervure principale (V. fig. 4). On
peut observer l'épiderme (3), le parenchyme palissadique (5)
sur la face supérieure, le parenchyme lacuneux (6) sur la
face inférieure et cinq faisceaux libéro-ligneux, le liber (8)
rejeté vers l'extérieur et le bois (9) central.

En examinant la naissance des racines et en étudiant les

coupes transversales de ces feuilles, on voit que les racines
proviennent de cinq faisceaux libéro-ligneux, chacun de ces
cordons vasculaires pouvant se ramifier et donner ainsi un grand
nombre de racines.
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2. Coupe longitudinale.
On peut constater que le faisceau libéro-ligneux se continue

dans la racine néoformée (V. fig. 5). On peut encore signaler
la présence d'un pseudo-cal (11) et l'apparition hâtée de
certains massifs radiculaires. Nous confirmons ainsi les résultats
de Delarge (8) et Moureau (16.17.18).

3. Discussion des observations.

Les racines apparaissent donc comme la continuation vers
le bas des éléments vasculaires; elles ne proviennent pas de

bourgeons méristématiques différenciés comme Bouillenne et
Prévôt l'avaient montré chez Begonia Rex (25). Ces racines
ne proviennent pas non plus d'une prolifération du limbe.
Comme les racines néoformées résultent d'une prolongation
des cordons vasculaires, elles ne sont pas géotropiquement
positives, mais sont inclinées soit à droite, soit à gauche, suivant
la position des nervures. Cette remarque avait déjà été formulée
par Loeb. à propos de la régénération des feuilles de Bryophyl-
lum calycinum (15). Nous avons remarqué enfin que la position
îles bandes joue un rôle : des bandes renversées donnent moins
de racines (Polarité

INTERPRETATION

L'école de Bouillenne (2,3,4,5), pour expliquer la formation

des racines a songé à la rhizocaline. Complexe élaboré
dans les feuilles sous l'action de la lumière, la rhizocaline
serait d'abord mobile, et ne se transformerait en rhizocaline
fixe que sous l'action de l'auxine. Seule, la rhizocaline 'fixe
posséderait les propriétés rhizogènes. Prévôt et Bouillenne
(25), Delarge (8), Moureau (16,17,18) ont confirmé cette
manière de voir. Les travaux de Gautheret (10,11,12,13),
sans apporter de preuves à la théorie de la rhizocaline, parlent
en sa faveur. Pour l'Ecole de Liège, l'auxine n'agirait donc
qu'indirectement sur la formation des racines. Went (28,
29,30), Thimann (27), Cooper (6), Czaja (7) se sont opposés
à cette théorie. Nous pensons que la thèse de Bouillenne
est trop simple et qu'elle ne tient pas assez compte de la
concentration en auxines actives d'un organe. Il semble, à

la suite des travaux de d'AMATO et Avanzi (1), Dorfmüller
(9), Zimmermann et Hitchcock (34), Pilet (21,22,24) que
les auxines jouent un rôle actif dans la rhizogenèse. Nous

remarquerons que la teneur en auxines est grande pour la
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racine, plus petite pour la tige, plus faible enoore pour la
feuille (toute proportion gardée naturellement) quasi nulle pour
la fleur. La rhizogenèse décroît dans le même ordre, il est
en effet plus facile de bouturer, même sans substance tie

*K®

CnCa

©

—0

Fig. 6.

Voir texte p. 44Ü.

croissance, une tige qu'une feuille, une feuille qu'une fleur.
Pour expliquer le rôle de premier plan joué, lors de la
rhizogenèse, par les auxines, je proposerai le schéma suivant
(V. fig. 6). Dans une feuille normale la teneur en auxines est
plus forte au centre que dans les bords (V. les conclusions
présentées plus haut (4, p. 438). Représentons-la par la oourbe
(CN). Imaginons que le taux d'auxines nécessaire à la
rhizogenèse soit un peu inférieur au maximum (A), nous aurons
la droite T. Dans oe cas, la rhizogenèse est en partie possible
(entre I, trait foncé) si le taux nécessaire était par exemple
en T', il n'y aurait pas de rhizogenèse spontanée. (C'est le
cas pour la plupart des feuilles). Mais par l'adjonction de
substances de croissance, la courbe CN s'élève et on obtient la
oourbe (CA), la rhizogenèse s'en trouve considérablement
augmentée. Pour interpréter les phénomènes de rhizogenèse chez
les feuilles, il suffit de faire varier l'amplitude (A) de la
courbe (CN) ou la cote (B) de la droite (T).
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Une autre question, relative à la rhizogenèse mérite d'être
signalée. Pourquoi la régénération se produit-elle plus
facilement à la suite d'une mutilation autrement dit, dans le
cas qui nous occupe, pourquoi les racines n'apparaissent-elles
que lorsque la feuille est séparée de la tige Déjà, en 1926,
Loeii (15) y donne une réponsa précise : « Tant que la feuille
est en relation avec la tige, la matière qui s'y forme s'écoule
vers la tige dont elle détermine la croissance ». Bouillenne
et ses élèves, en introduisant dès 1933 la notion de rhizocaline,
semblaient avoir expliqué le phénomène. Mais un facteur, essentiel,

avait été oublié, c'est le milieu, qui, en effet, joue un rôle
important. Une feuille liée à la tige, mais placée dans du
sable humide contenant les substances de croissance donnera
des racines, tandis qu'une feuille mutilée, et à l'air, ne
présentera aucune rhizogenèse.

CONCLUSION

Nous résumerons Les points essentiels de notre travail :

1. La rhizogenèse chez les feuilles de Ramonda Myconi est
relativement faible.

2. Mais elle se trouve fortement augmentée après un
traitement au b.indolyl-acétate do K (sel de l'hétéro-auxine) à

la concentration de 10—6 Mol./l. et inhibée pour des concentrations

plus fortes.
3. La rhizogenèse est maximum au centre de la feuille,

les racines sont moins nombreuses si l'on part du centre pour
aller à droite, à gauche, en bas ou en haut.

4. Il apparaît, dans la nervure principale au plus cinq
faisceaux de racines qui se ramifient par la suite.

5. Chaque faisceau résulte de la prolongation vers le
bas des éléments vasculaires (au nombre de cinq dans la
nervure principale).

6. Les racines ainsi constituées aux dépens des nervures
ne présentent pas directement un géotropisme positif.

7. Les tissus parenchymateux de la feuille donnent
naissance à un pseudocal et on peut noter l'apparition de massifs
radiculaires constituant l'écorce de la racine future.

8. La polarité joue un rôle essentiel dans la rhizogenèse,
des bandes de feuilles renversées donnent moins de racines

que des bandes placées en position normale.
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9. L'interprétation du phénomène est difficile. La
présence d'une rhizocaline fixe dans les feuilles en est peut-être
l'explication, mais la teneur en auxines actives doit jouer un
rôle fondamental.

Septembre 1948 - Janvier 1949.

Laboratoire de Botanique
Université de Lausanne.
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