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Recherches cyto-histo-physiologiques
sur les racines du Lens culinaris Mep.,
traitées par Pacide p-indolyl-acétique
et ’hydrazide maléique’ ;
PAR

Louis MARGOT
(Séance du 22 février 1956)

—_—

AVANT-PROPOS

Parmi les recherches de physiologie végétale qui se sont pour-
suivies ces derniéres années a l'Institut de botanique de I'Université
de Lausanne, la question des hormones de croissance a fait l'objel
J'un certain nombre de travaux relatifs au développement des ra-
cines du Lens culinaris MED.; c’est ainsi que I’examen des probléemes
modernes posés par les auxines a permis d’aborder I'étude du méta-
bolisme glucidique, de la vernalisation, de la polarité bioélectrique,
des phénoménes d’activation et d’inhibition de la croissance d’une
part et des troubles du développement (géotropisme et phototro-
pisme) d’autre part.

En ce qui concerne la croissance proprement dite des racines
de Lens, les travaux de M. P.-E. Pilet ont montré que ces organes
passaient par quatre stades successifs caractérisés chacun par un
élat auxinique propre : tout d’abord, la racine grandit peu (I),
puis sa vitesse de croissance augmente rapidement (II), pour dimi-
nuer ensuite progressivement (III); enfin, les auxines étant devenues
de plus en plus abondantes dans les tissus par suite d’'une accumula-
tion constante, le péricycle commence a se diviser, pour donner
naissance aux radicelles (IV). Des études variées ont recherché le
role des hormones de croissance dans cette succession de phénome-
nes, tendant a4 mettre en valeur l'action diphasique de ces substances,
généralement stimulatrices a de faibles doses, et inhibilrices pour
de plus fortes concentrations.

1 Travail publié avec 'appui des Fondations Forel et Agassiz de la Société
vaudoise des Sciences naturelles.
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Cependant, les travaux relatifs 4 la croissance ne concernent,
le plus souvent, que ['activité de la zone d’¢longation cellulaire des
pointes de racines, tandis que la zone de multiplicalion cellulaire
(nommée globalement méristéme) est beaucoup moins bien connue
dans son comportement. Dans le domaine particulier de linhibition
de la croissance méristématique, l'idée généralement admise veut que
le freinage de la mitose porte sur une ¢€tape (la préprophase) qui
précéde la prophase visible, tanl pour les substances de croissance
employées a doses sus-optimales, que pour les inhibiteurs de crois-
sance, tels que I'hydrazide maléique, par exemple.

Sur le conseil de M. Pilet, nous avons entrepris de vérifier par
des observations cytologiques ces résultats relativement récents, en
examinant le comportement du méristéme des racines a la suite de
traitements a Pacide p-indolyl-acétique (ABIA; et a I'’hydrazide ma-
léique (HM). A laide d’une technique appropriée, décrite dans la
premiére partie, nous avons observé l'activité mitotique quotidiennce
des pointes de racines (deuxiéme partie). La troisieme partie est
consacrée plus spécialement a l'action de I'ABIA sur la cinétique
mitotique, chez des racines considérées dans la premiére ou la se-
conde phase du développement; enfin, la quatriéme partie traite
de l'action de I'HM sur les mémes phases.

I.’anatomie des racines traitées & PABIA est assez bien connuc :
employée a des doses peu élevées, cctte substance ne provoque pas
de troubles notoires dans l'organisation des tissus. Mais il n’en va
pas de méme pour l'hvdrazide maléique, et c’est la raison pour la-
quelle, parallélement a nos recherches cyto-physiologiques, nous
avons réservé i la fin de la quairiéme pariie une place au probléme
de P'histologie des jeunes racines traitées par I'HM.

Qu’il nous soit permis de présenter A M. le professeur F. Cosan-
dey l’expression de notre profonde reconnaissance pour I'hospita-
lit¢ qu’il nous a accordée en tant quassistant dans son Institut. Sa
bienveillance sans cesse renouvelée, ses conseils et encouragements
ont contribué pour une bonne part a l'achévement de nos recher-
ches, et nous l'en remercions trés sincérement. Notre gratitude s’a-
dresse dans la méme mesure & M. P.-E. Pilet qui a bien wvoulu se
charger de la conduite de notre (ravail : tout au long de notre étude,
nous avonz pu profiter abondamment de ses connaissances, et, a
soa contact, nous nous sommes enrichi bien au deldA du cadre de
ces recherches, ce dont nous lui sommes tout particuliérement re-
connuissant. Nos remerciements vont enfin a tous nos collégues de
PInstitut qui, par leur aide, leurs conseils techniques. et leur dévoue-
ment, nous oni permis de mener notre travail & bien.

Institut de botanique.

L.ausanne, le 25 octobre 1955.
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PREMIERE PARTIE

Techniques

1. Matériel.

Ainsi que nous l'avons relevé dans l'avant-propos, les re-
cherches de notre laboratoire ont porté sur le Lens culinaris
Mep., qui est un matériel facile a cultiver, tant par la crois-
sance rectiligne de ses racines, que par le pourcentage élevé
de ses germinations. L’étude cylo-physiologique des pointes
de racines qui nous a été proposée nous a conduit a utiliser la
méme plante, puisque nous savions par les travaux antérieurs
quelles étaient les condilions du développement radiculaire
(80, 85, 98). En outre, les cellules possédent 2n = 14 chromo-
somes (SAKAMURA, 1920, cité par Herrz, 44), nombre assez
bas pour permettre une étude précise du comportement de la
mitose. (et argument d’ordre morphologique justifie le choix
que nous avons fait.

2. Technique de culture.

La mise en germination des graines a toujours été précédée de
leur imbibition dans de l'eau tiede ct a l'obscurité pendant 48 heures,
aprés controle du pouvoir germinatif de chaque lot a laide du
chlorure de 23,5 - triphényltétrazolium a 10, (cf. PiLer, 80). A
la suite de cette opération préliminaire, les graines étaient placées
dans le milieu de culture approprié.

Le développement des racines de Lens en fonction des facteurs
externes susceptibles de l'influencer a été étudié méthodiquement par
PrLer (80) qui a mis au point une méthode généralement employée
au laboratoire, et plus récemment, par PiLET et WENT (98). Ainsi,
la plupart des cultures ont été faites en boite de Petri, sur papier-
filtre, ou en sciure humide, milieux que nous préciserons lors de cha-
(que expérience. Nous ne sommes donc pas revenu sur l'analyse des
conditions de température, d’humidité ou d’éclairage, mais nous
mentionnerons chaque fois les limites dans lesquelles nous nous
sommes placé, nous bhornant ainsi & renvover aux études susmen-
tionnées. ' :

3. Traitements.

Ils ont été effectués au moyen d’acide 3-indolyl-acétique (ABIA)
¢t d’hydrazide maléique (HM}. Les concentrations, comme les ap-
plications ayant varié, nous préciserons- également les conditions
pour chacun des essais.
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Fic. 1. — Les phases de la croissance radiculaire.
L = Longueur totale des racines, en mm. — dL/dt= Vitessc d’allongement, en mm/24 h.
TA = Teneur en auxines, en mol. ABIA /200 mgr de poids frais, pour des fragments prélevés i 5.10—! mm
du sommet et longs de 25.10—1 mm.
T = Temps en jours, compté A partir du début de la germination (racine : 1,101 mm).

(D’aprés P.-E. PiLET : Mém. Soc. vaud. Sc. nat. 10, 137, 1951. — Experientia VII/7, 262, 1951.
Phyton (Austria) 4, 247, 1953. — Bull. Soc. Bot. suisse 66, 26, 1956.
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4. Choixz des racines.

a) Avanl (railemenl : Dans la pluparl des cas, les lols de grai-
nes ont été cependant traités au moment de la mise en culture, et
il est clair qu'aucune question de choix n’intervenait. Mais dans quel-
ques expériences, nous avons soumis au traitement des racines agées
de quelques jours, ce qui nous a obligé a agir avec prudence : en
elfet, des racines peuvent avoir méme longueur et un Age différent,
ou méme Aage et longueur différente, et, de ce fait, présenter un
comportement tout autre: cette méme remarque nous oblige ainsi
a tenir compte de la teneur des racines en auxines (PILET, 80, 82, 83),
¢l de leur activité enzymatique (PiLET, 91; PILET et GALSTON, 94).
C'est la raison pour laquelle lous les traitements auxiniques n’ont
élé effectués que sur des racines de¢e méme iage et de méme longueur.

b) Aprés traitement: Nous aurons l'occasion de comnstater que
l'aclivité mitotique de la racine décroit au fur et a mesure que cette
derniére s’allonge [cf.chap.1(3)]. Cependant, elle est sensiblement
la méme chez les racines d’Age égal, tandis que chez des racines
irés jeunes, des différences minimes de longueur ne correspondent
pas a des aclivités méristématiques différentes. Pour l'examen du
laux des mitoses, nous avons toutefois prélevé régulierement des ra-
cines de méme longueur.

I.a récolte des racines s’est faite généralement durant des périodes
assez courtes, qui correspondaient précisément a la durée des essais,
soit, au maximum 12 jours; ce temps marque en effet la succession
des trois phases de la croissance radiculaire, susceptibles de nous
int¢resser (fig. 1) :

Comme nous le verrons dans l'’étude du comportement rythmique
des cinéses méristématiques, l’activité mitotique n’est pas du tout
constanie durant la journée; c’est pourquoi dans chaque série de
recherches, nous avons effectué les prélevements des racines a la
méme heure, soit généralement a 10 heures.

Enfin, nous devons remarquer ici qu’il n’est pas égal, au point
de vue mitotique, d’examiner des racines provenant de cultures ou
elles étaient serrées les unes contre les autres, ou, au contraire,
dispersées. En effet, il pourrait arriver que dans le premier cas,
ces racines aient poussé dans une région ou la teneur en eau, par
cxemple, différait de celle du reste de la culture : les résultats ac-
(uis par l'étude d'un tel groupe serré ne donneraient pas une image
exacte de l'essai réalisé. Nous avons pensé qu’il était préférable de
prélever des racines dans toute l’étendue de la culture, et mous ver-
rons au paragraphe 9 un exemple pratique qui nous permet de
justifier cette méthode.

5. Technique cytologique préparatoire.

Pour examiner l'activité mitolique d’une pointe de racine, on
peut procéder par dissociation de lextrémité de la pointe entiere,
aprés coloration, sur lame (dite méthode d’étalement) ou par la
technique habituelle d’inclusion, de coupe et de coloration.
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La premiére méthode, préconisée par LA Cour (33; est rapide;
elle a l'avantage de réduire considérablement la durée des manipu-
lations préparatoires. Nous avons estimé toutefois quelle ne répon-
dait pas au but que nous nous élions proposé, parce que, en disso-
ciant ainsi le méristéme, on conserve des cellules de la coiffe, ou
de régions déja différenciées, donc pratiquement hors du mérisléme.
En oulre, dés nos premiéres recherches, nous avons constalé que
certaines mitoses avaient un axe fusoriel désorienté relativement a
laxe principal de la racine (fig. 2A). Nous avions primitivement
I'intention de diriger notre étude dans cette voie, et il et été im-
possible de faire des mesures relatives a4 ces déviations par la mé-
thode de dissociation. Toutefois, les résultats statistiques ne nous
ont pas permis de tirer de nombreuses conclusions sur l'importance
de ce phénomene, mises a part nos recherches sur 'HA. Nous avons
donc choisi la seconde méthode, et pratiqué de la facon suivante :

Les pointes de racines, longues de 5 4 8 mm, ont été fixées pen-
dant 24 heures 4 l'aide de la solution de Nawaschine : formol a
16 9/ : 8 cc, acide acétique glacial : 2 cc, et acide chromique a 10 :
20 cc. Apres quoi, les organes étaient déshydratés a l'alcool, selon
les techniques courantes. Afin d’éviter le passage dans le xylol, qui
durcit généralement les organes, nous avons ulilisé l'essence de ce-
dre, d’abord en solution alcoolique de plus en plus saturée, puis
pure. Une variante permettant de raccourcir ce temps d’éclaircisse-
ment a donné de bons résultats avec l'emploi d’acétate d’amyle. En-
fin, les racines étaient incluses dans la paraffine.

Les coupes longitudinales, d’une épaisseur de 10 p ont été sé-
riécs, et nous avons choisi réguliérement les 10 coupes les plus
axiales. La ocoloration s'est effectuée au moyen de cristal-violet,
- selon les indications de GAGNEU (27) et JOHANSEN (47) : la méthode
est rapide et donne d’excellents résultats, les noyaux colorés en vio-
let se détachant sur un fond trés clair, si l'on a eu soin de diffé-
rencier trés rapidement A l'alcool, puis a l'essence de girofle. Nous
avons remarqué cependant que le cristal-violet n'est pas a recom-
mander pour des préparations durables, car il s’atténue au bout de
quelques mois déja.

6. La notion de méristéme.

Le terme de méristeme est une désignation complexe, qui, dans
son sens le plus large, représente l'ensemble des cellules d’un tissu
en voie de division. En ce qui concerne le méristétme radiculaire,
il est trés difficile de le localiser exactement, et nous avons remar-
qué qu’il existait une certaine confusion entre les auteurs; les con-
naissances acquises a son sujet étanl beaucoup moins nombreuses
que celles du méristeme caulinaire, par exemple.

Au point de vue morphologique, Esau (24) a désigné par mé-
ristéme apical (ou apex radiculaire) l'ensemble des cellules initiales
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¢l de leurs dérivées immédiales, lanl que celles-ci ne sont pas netle-
ment différenciées. Cet aubeur a insisté sur le fait que le méristéme
ne se délimite que trés mal puisque la différencialion cellulaire se
déroule de facon conlinue, tant morphologiquement que physiolo-
giquement. Au point de vue cytologique, Karpan (49) a proposé le
lerme d’euméristéme, pour nommer un Llissu dont les cellules, ayant
un protoplasme abondant et des parois minces, sont isodiamélriques.
Les  cellules initiales, qui ne sonl pas isodiamétriques, devraienl
¢lre exclues de cette dénomination. En outre, elles se divisent tou-
jours de la méme maniere, ce qui n'est pas le cas pour leurs dérivées.

Enfin, les recherches physiologiques de PiLET (80, 81,89), et de
Pier el MEyYLAN (96), ont permis a ces auleurs de constaler que
c’est au niveau des cellules en voie de division que la circulation
latérale des auxines est la plus abondante. Cette région se caraclé-
rise donc physiologiquement par un gradient propre. Toutefois, il
n'est pratiquement pas possible de séparer nettement la zone de
division de celle de l'élongation cellulaire, des mitoses se rencontrant
encore abondamment dans les régions ou les cellules ont commencé
leur é€longation.

Nous inspirant de ces quelques remarques, nous avons décidé
de tenir compte a la fois des critéres morphologiques, cytologiques
¢l physiologiques, et de désigner dans ce travail par méristéme
le tissu en voie de division, dérivé des initiales, et comprenant des
cellules isodiamétriques. Nous insistons encore sur la difficulté a
fixer la limite proximale, l'importante notion physiologique déve-
loppée ci-dessus ne pouvant étre utilisée comme critére chez des tis-
sus fixés.

7. Morphologie chromosomique.

La détermination du nombre chromosomique de Lens a été
établie en 1920 par Sakamura (cité par Heirz, 44). Herrz (44) a
confirmé le nombre 2n = 14, et une description détaillée du dérou-
lement de la mitose a été donnée par Miranpa (72). " Enfin, SENN (105)
également, a été amené a confirmer les travaux précédents en éta-
blissant unc carte phylogénétique de la famille des Légumineuses. Il
a précisé que 2n— 14 est commun a toutes les variétés de Lens.
Nous n’avons donc pas jugé utile de reprendre I’étude de la cinéti-
que chromosomique de Lens, ni la description du noyau au repos.

8. L’index mitotique.

a) Travaur antérieurs : plusieurs auteurs se sont intéressés
a la numération des cinéses méristématiques, et un - certain
nombre de méthodes ont été proposées dans I'intention d’éta-
blir leurs fréquences. Un des premiers modes d’expression
a été formulé en 1917 par Mivor (71), qui a défin1 le
pourcentage du nombre total des mitoses comptées dans un
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méme tissu, par le terme d’« index mitotique ». Par la suile,
cette notation a été modifibe et surtout précisée, et 1'index
mitotique a été considéré depuis comme étant le rapport

nombre de cinéses
1000 cellules

index mitotique =

Dans ses recherches sur la durée des phases mitotiques
chez I’Allium cepa, LauveHLiN (58) a examiné un nombre de
champs suffisant pour y compter 1000 cellules, & l'aide des
méthodes classiques de coupe et d’inclusion. Ces champs étaient
oompris entre la pointe de la racine et une distance de celle-ci
égale 4 deux diamétres radiculaires.

Une autre méthode a été proposée par Pires Soares (99) :
dans ses travaux sur les cultures de tissus animaux, cet auteur
définit I'index mitotique comme étant le rapport du nombre
de cinéses au nombre de cellules en repos. Nous estimons que
cette notation est critiquable, car elle conduit inévitablement
a des erreurs d’'interprétation : un index de 100 % ne corres-
pond ainsi qu'a la moitié des cellules en voie de division, ob-
jection relevée d’ailleurs par DEysson (16).

On peut évidemment utiliser la notion d'index mitotique
sans préciser le nombre de cellules compté réellement. Ainsi,
I'on peut rapporter les résultats, soit a 100 cellules, soit a
1000 celiules; mais dans les deux cas, ioute méthode aura une
valeur trés restreinte si l'on ne recense pas un nombre de
cellules supérieur & 100 ou & 1000. MErTEs (67) a bien indiqué
ses résultats relativement a 1000 cellules dans ses recherches
sur les racines d’Allium et de Lupinus, mais il n’a pas précisé
le nombre total compté réellement. Tandis que Deysson (16)
a examiné un nombre de cinéses pour 1500 a 3000 cellules,
puis il ramenait l'index a 1000 cellules. Dans l'intention de
décrire les rythmes stathmocinétiques chez les racines d’Allium,
MancENoOT (65) a établi des cartes des régions méristématiques,
ou étaient reportés les divers stades mitotiques comptés parmi
300 a 1300 cellules, et ramenés a 100 cellules.

D’autres méthodes de recensements mitotiques ont été uti-
lisées (WaGNER 111, PaTTERSON 79), ot 'on ne s'est pas servi
de la notation dont nous venons de parler. Bien que parfaite-
ment justifiées dans les recherches auxquelles elles se rappor-
taient, nous ne les avons pas utilisées, car elles ne pouvaient
servir 4 I'étude que nous nous étions proposée.
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b) Technique personnelle. Nous avons procédé aux recense-
ments mitotiques de la facon suivante :

parmi les dix coupes longitudinales voisines du plan sa-
gittal, nous avons choisi celle qui paraissait étre la plus axiale
(en fait, la plus large, a un niveau donné), afin d’étre a peu
prés certain de pouvoir comparer toujours les mémes régions
méristématiques (fig. 2 B). Lorsque les coupes sont legcremenl
¢loignées de l'axe de la racine, ou quelque peu obliques (cc
cas est fréquent, vu la difficulté d’orienter la racine au moment
ou on la coupe), des modifications peuvent intervenir dans
I'index mitotique. A oce propos, pour rechercher dans quelle
mesure oces variations pouvaient influencer nos résultats,
nous avons déterminé l'index m1t»0t1qu»e dans des coupes sagit-
tales et dans des coupes faites A une certaine distance de celles-

ct (tableauI):

TABLEAU 1

Variation de lindex milolique a des dislances variables du
plan sagittal

Tisi ' Distance | Nombre | | Nomhre ‘ Ind. mit.
i’ de I'axe | de cell. | de mit. | /g
. 0 665 115 172
: op | 627 102 169
L0 1276 165 = 128
C G0p 1285 159 124
! | I N -
0 986 74 74
. 9%0p . 1104 80 72

Nous constatons que les amplitudes sont faibles: la va-
leur de l'index mitotique décroit légérement lorsqu’on s’éloi-
gne de l'axe de la racine, résultat auquel on pouvait du reste
facilement s’attendre. En fait, les écarts dus a I'impossibilité
d’orienter parfaitement les coupes n’ont pas de grande impor-
tance.

Nous inspirant de la méthode de Mancenor (65), et a
I'aide d’'un microscope muni d'une chambre claire, nous avons
reporté sur papier le nombre total de noyaux visibles dans le



—-" [} v
o s M o © o N | .
[ ]
o 2 0 g 4 Pop b
o © * o 3 2 o ' o
X e o * e
a0 2 ° 8 ¢ @ e o ° o &
5 o o o @ ° 4 . e o
ﬂc‘) 5 ° e LI .n _° o, -
. o o o o ° o 0 o”
o T " ° ° b A ‘ e °
° o Q 0 o o+ W@
< o 00 o o M ° [
® o 9 o e ' 000 L ¢
g @ * v ok 09,0 ¢ °
Pl * [ o ¢ o & O °
° e Y o < °
© o o ? c o o 3
° ° o e g 9 Co o eV o . °
< 0 © ¢
° s ° v 0 x o @ 1 & 0 o 5 ¥
& @B 0 [ R L y °o
° ° ° ‘\‘ + 3 o g o &V + © e
o ° ° 5 ° s Y g0 o o P @ o © i
e ¢ 4]
° o o no"o‘, 3 “\‘.u' . oo PRI o e—* © 2
e ° ° o P L] PR G ° 4o 4 o
[ 3
@ e 0 ® o f,0t, o ¢ e ° o @ © ° .
. 0 e ° 0 [ o 5 0 [
° 0 ° e L x. ¢ e
° e e 4 o.\ S, % G oo o o o
o 2 o+ ™ ¢ [ c o o o &
. o ° L . g o @
o ° a v 9 G - e o 0 o o
o o ° -] ‘D Y 0 o % ©
o o - %o o o
2% o o0 °© 8y g 9% ¢ 900 . L, ° .
o ]
° o+ o 4 o B o Q0 - Q 0 00 0o \' o o © o
Q o [
o e 7 6 goe g O° s ®° e
o o o 0 LU 0 © o0
¢ e 2 ° @ VRS 0 ¢ 4 &
e e ° o © u ° o, o X P
o
°© 0o 0% o ° o 95 8w e X0 o ° ¢ e
(4] 4 ° ° ¢ G 9 ¥ o ° L] X ¢
* 0o .00 0 ¢ b o © o o o
o o ° © W [} o o o o
o 0 & o &
— ] ) o 5 ¢ o @
° o . a o o x
o ° ] 0 0 o o
* ° o © 3 o B o
o * 4 v o
o o © , o ° o o 0 © © -
° ° ° o o o e o
o o pgp0?® * © @ “ o ¢ o=« REPOS
L 8 s e 0 "o e 4
o e ¢ e 02 4, o o . © £ o
LN o e © o o s ©° L X sPROPHASE
° o ° ° 5 °o 0 2
e © "”noo o0 o o ¢ 4
v
L) e oo —-METAPHASE
oo ¢
°
) -ANAPHASE
.
304 I -TELOPHASE
[ A

S« pi.sagittal
(= - longitudin, 250

- oblrque

- transver.

Fic. 2. — Technique des recensements :

A — diagramme d’une pointe de racine normale ;

B — orientation de la coupe ;
C — disposition des champs microscopiques.
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champ unwowoplque des coupes choisies, en indiquant chaque
stade par un signe approprié, pour les compter ensuite. Nous
avons jugé plus commode de ne considérer que les cing stades
classiques de la mitose, soil l'interphase, la prophase, la mé-
taphase, 1'anaphase et la télophase. Les étapes inlermédiaires,
souvent plus difficiles a préciser, ont été intégrées de cette
facon dans les cing stades. La figure 2 A montre le diagramn-
me d'une coupe effectuée dans la pointe d'une racine normale.

Dans la région méristématique, le champ microscopique
ayant un diametre de 350 u nous a permis de dénombrer en
moyenne 500 a 600 novaux. Estimant qu'il était nécessaire,
comme nous l'avons vu plus haut. de recenser le plus grand
nombre de noyaux, nous avons toujours examiné deux champs
microscopiques, pris a partir des initiales, et tangents sur l'axe
principal de la racine (fig. 2 C). De cette facon, nos obser-
vations sortaient quelque peu des limites du méristéme pro-
prement dit (c'est-d-dire, hors de la zone des cellules isodia-
métriques), mais comre nous étions toujours dans la zone de
division, nous justifi-ons notre méthode selon les remarques
faites au paragraphe 6 a propos du méristéme.

Ainsi, nous avons pu observer, au total, un nombre de
noyaux toujours supérieur a 1000, ce qul nous a permis d’ac-
corder une valeur assez bonne a nos déterminations d’index
mitotiques. Signalons cependant que lors des traitements a
I’hydrazide maléique, nous avons da faire une exception :
dans ces cas, en effet, les racines se caractérisent, entre autres.
par une augmentation du volume cellulaire, et donc par une
diminution du nombre des cellules pour les champs considérés,
si bien que nous aurions bien largement dépassé la limite mé-
ristématique proximale, si nous avions voulu recenser 1000
cellules. Nous avons donc dii nous borner a n’établir des index
mitotiques qu’a partir de 600 a 800 cellules en moyenne.

9. Application : détermination de Uindexr mitotique dans deux
prélévements de racines non traitées.

Pour illustrer la méthode décrite ci-dessus et préciser nos condi-
tions de mesure, nous avons réalis€ au début de nos recherches,
essai suivant : un prélévement local de racines a été effectué dans
une culture de plantules non traitées, et agées de -3 jours : ces ra-
cines étaient donc serrées les unes con're les autres, et nous avons
déterminé leur index mitotique. Nous avons trouvé les valeurs sui-
vantes pour chaque racine : 117, 112, 116, 124, 115.
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Nous avons alors cherché la moyenne réelle de ce groupemenl,
a l'aide du calcul des probabilités 2, ce qui nous a permis de dres-
ser le lableau IT A : {

TABLEAU II A TABLEAU II B

. | I i |
Racine LM. d  d* o2 o E Racine LM. d & ot ok

|

117 0

a 0 f 106 1 1 |

b |112; 5 {25 | | g 113 10 100 f

c 116/ 1 1 ho 95 10 100 I

d 124 7 19 i i 107 2 4 |

e 115 2 4 | j |12 3, 9
X= 117 2d? =79 19,7 44 19| X=105|Zd*= 214535 7,3 3,2

TABLEAU II : variation de lindex mitolique en fonction de la na-
ture du prélévement.

d = différence entre la moyenne \ el chaque variant.

02 — variance; © = écart-type; E — erreur moyenne de la moyeniic.

Cel essal nous montre des valeurs assez proches les unes
des autres, et, comme les racines avaient poussé ensemble dans
une zone trés restreinte, nous avons supposé qu’elles pouvaienl
présenter une stimulairon mitolique réciproque, hypothése qui
rejoindrait la théorie du rayonnement mitogénétique de Gur-
wiTscH (43) 3.

Nous ne sommes toutefois pas certain d’avoir dans toule
la culture des conditions absolument identiques de croissance :
nous avons déja relevé au paragraphe 4 I'importance de ce

2 Rappelons qu'un colleclif se caractérise par Lrois paraméltres: la moyenne,
I'écart-type, et I'erreur moyenne (ou précision de la moyenne).
Apres avoir fait la moyenne arithmétique X des n mesures, on détermine la
somme des carrés des différences d entre chaque mesure et la movenne: on
obtient alors la valear de I'écart-type :

~ \/n—1
e rim T 3
puis de I'erreur moyenne de la moyenne: E = )
n

Ce dernier paramétre est trés utile pour localiser la moyenne réelle; en phy-
siologie, on compte qu’'il y a 95 °/, de chances pour que celte derniére soit
comprise entre x + 2 E.

8 Dans cette théorie, il étail supposé que des organes en voie de croissance
induisent chez leurs voisins immeédiats une augmentation de la fréquence des
mitoses, et réciproquement, grice a 'émission d’'un rayonnement hypothetique.
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facteur, et nous avons plutét supposé qu’il pouvait exister dans
une culture un certain nombre de zones, ou les racines présen-
teraient une activité mitotique semblable. C’est pourquoi, pa-
rallelement a l'essai qui vient d’étre décrit, nous avons re-
cherché dans les mémes conditions l'index mitotique d'une
série de racines prélevées au hasard, dans toute la méme cuve
a culture, en admettant cette fois, que chacune représenterait
une zone d’activité. Nous avons alors établi le tableau II B.

Nous remarquons que les valeurs sont plus éloignées les
unes des autres que précédemment. Elles nous indiquent que
les différences observées vont a l'encontre d'une stimulation
commune A toute la culture. Et comme nous le faisions re-
marquer, elles représentent peut-étre des zones d’imbibition
variable de la sciure.

C’est pourquoi, dans l'intention d’obtenir une représenta-
tion plus conforme de l'ensemble d’une culture, nous avons
prélevé les racines au hasard dans tous les essais. Pour cha-
que lot, les différences n’étant pas considérables, nous avons
effectué les déterminations d’index mitotiques sur cinq ra-
cines, nombre relativement bas, mais imposé par la longueur
des techniques préparatoires.

DEUXIEME PARTIE

Le rythme des mitoses

1. Introduction.

Beauooup de phénoménes dont la plante est le siége pré-
sentent des variations d’intensité dans leur déroulement quo-
tidien. Ainsi, I'on a pu mettre en évidence depuis longtemps
déja, une série de processus a périodicité nycthémérale, tels
que la photosynthése, la respiration, la transpiration, la vitesse
de croissance, la perméabilité, les mouvements d'ouverture
et de fermeture des fleurs, les mouvements de veille et de
sommeil chez certaines feuilles, etc. Alors qu’autrefois on
attribuait ces variations a des causes exogénes (par exemple,
I'alternance du jour et de la nuit, ou d’autres facteurs physi-
ques ambiants), depuis une trentaine d’années, on fait appel
de plus en plus a des actions endogénes, c’est-a-dire liées
étroitement au meétabolisme d’un organe ou de la plante, con-
séquences en dernier lieu de facteurs exogénes.

Au reste, les organes eux-mémes sont soumis a des va-
riations rythmiques journaliéres, et plus particuliérement, ceux
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qui sont en voie de croissance. La pointe des racines n'échappe
pas & cette régle, et certains auteurs ont découvert un rythme
dans l'activité du méristétme radiculaire. Toutefois, les résui-
lals extrémement variés, le manque d’hypothéses ou d’expli-
cations relatives a ce phénoméne, qu'on a voulu souvent ratta-
cher & I'influence de la lumiére, nous ont incité, aprés que nous
eussions relevé une variation mitotique quotidienne dans les
racines de Lens, a rechercher expérimentalement dans quel
sens les fluctualions observées pouvaient étre modifiées.

2. Travaux antérieurs.

Avant de passer en revue les travaux les plus importants, il con-
vient de relever une distinction entre les termes «périodicité» et
«rythme» : la périodicité est une oscillation réguliere d'un phéno-
mene donné (par exemple, croissance, division cellulaire;, due a
I'alternance de la lumiére et de l'obscurité, ou de températures dit-
férentes, et qui cesse quand le facteur externe s’uniformise: tandis
que le rythme, s’il est aussi une oscillation réguliere el définic,
n'est pas lié aux influences du milicu.

En 1901 déja, Lewis (61) monlrait par ses travaux sur les ra-
cines d’Allium Cepa, quil existait une variation dans la fréquence
des mitoses, celles-ci présentant deux «ondes» avec des minima 2
12 h. et & 24 h., et des maxima a4 8 h. et & 18 h., pour une obscu-
rité constante. T.orsque les racines avaient poussé dans les condi-
lions normales d’alternance du jour et de la nuit, les maxima étaient
a 12 et a4 24 h., tandis que les minima étaient & 1 h. et 2 16 h.
Par des éclairages en lumiére jaune ou bleue, ces «ondes» étaient
déplacées légérement. Ainsi, cet auleur montrait un renversement
des oscillations en changeant les conditions d'éclairage. Toutefois
Krrricorr (52), trouvant des résultats a peu pres identiques sur le
méme matériel, indiquait que ces variations de lactivité mitotique
paraissaient indépendantes des facleurs périodiques environnants. En
outre, cet auteur montrail que élongation cellulaire esl & son
maximum quand Pactivité mitotique est minimum ¢l vice-versa. [l
optait donc pour une activité rythmique.

Ainsi que nous le relevions plus haut. plusieurs auteurs onlt men
lionné leurs observations relatives a ces oscillalions renconirées
chez des racines ayant poussé a lobscurilé, sans en donner une ex-
plication : Stavrerr (108) a remarqué un maximum de divisions
cellulaires & 12 h., chez les racines de Pisam : ABerLe (1) a cherché
A mettre en évidence chez le Vicia amphicarpa une série de maxima a
amplitude décroissante. a 12 h.. 16 h. et 22 h. Travaiilant sur des
racines du Crepis capillaris. Oxo (78" a indiqué¢ qu’il existait deux
périodes de division, suivies de deux périodes de repos en une jour-
née, tandis que BRAUER (9) a remarqué chez le Vicia Faba quil v
avail un pourcentage de divisions beaucoup plus élevé dans les heu-
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res de la matinée. Sur le méme matériel, Lance (56,57) a montré
que lactivité milotique passait, vers 9 h., par un maximum ussez
marqué, el par un autre, plus discret, vers 21 h., donl la cause lui
¢chappe complétement.

Par ailleurs, nous trouvons les travaux de RorTta (101), dans
lesquels lauteur, cherchant a metire en évidence des rythmes
d’origine endogéne, a examiné des pointes de racines du Vicia Faba :
or, que celles-ci aient poussé a l'obscurité, ou qu'elles aient été sou-
mises A lalternance du jour et de la nuit, Rorra n’a jamais pu
constater de différences dans la fréquence des mitoses, comme il
l'avait fait dans les bourgeons. Comme d’autres auteurs (StoppeL, 109,
BRAUER, 9) onl remarqué qu’il existait une liaison étroite entre les
rvthmes qu’ils avaient observés dans les bourgeons, et la présence
de plastides, Rorra a conclu que les racines sont dépourvues de
ryvthimes puisquelles ne possédent pas de plaslides. Dans le méme
sens, BunnixG (10), travaillant aussi sur le Vicia Faba, n’a jamais re-
marqué de variations dans la fréquence des mitoses radiculaires:
ct celles que l'on rencontre dans les bourgeons sont dues principale-
ment 4 laclion de la lumiére. ZiMMERMANN(113) s’est aussi rallié
a cetie hypothése dans ses recherches sur le déroulement de la
méiose.

D’autres auteurs ont tenté de donner une explication du méca-
nisme rythmique, ou d’étudier ses relations avec le milieu environ-
nant. Nous avons déja relevé que Kerricorrt (52) avait remarqué
I'indépendance de [Dactivité mitotique vis-a-vis des conditions ex-
ternes. FRIESNER (26), travaillant sur des germinations de Pisum, de
Vicia et d’Allinm placées dans des conditions constantes, a constaté
dans le méme sens que Kerricorr, une activité rythmique inverse
de celic de I'élongation cellulaire, qui dépendrait du métabolisme,
ct nmon du temps. SEILER (104}, du reste, a précisé chez des raci-
nes de Mais que la diminution de I'élongation cellulaire, ayant lieu
réguliérement entre 9 et 11 h., n’était liée en aucune fagon au mo-
ment de la mise en germination. Enfin, KANDLER (48) a observé des
variations d’amplitude dans la croissance des cultures de racines
de Mais, qui étaient indépendantes du temps ou d’un autre facteur
externe : il a ¢été amené aussi A songer a Pexistence d’un phéno-
meéne dont l'explication serait & rechercher dans des processus rvth-
miques de systémes physiques internes.

En ce qui concerne l'action du facteur lumiére, mous avons vu
que LEwis (61) avait obtenu des déplacements des minima el maxi-
ma de fréquences mitotiques, en renversant les conditions d’éclai-
rage. Ces résultats ont été oblenus également par KARSTEN (50, 51)
dans des bourgeons de Zea, ol il a constaté une inversion des alter-
nances, par inversion du jour et de la nuit. Cet auteur a aussi exa-
miné des racines du Vicia Faba, mais il n’a pu vraisemblablement
mettre un rythme en évidence, se bornant & indiquer que le maxi-
mum d’activité mitotique a lieu lorsque la plante se trouve dans une
phase obscure. SaarNwockr (102, par contre, a- pu préciser chez
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Brassica que les phases observées dans les méristémes radiculaires
n’étaient pas lies a une action directe de la lumiére puisque les
mémes extrémes se retrouvaient i lobscurité. Ce rythme, a ajouté
lauteur, est indépendant de I’heure de départ de la germination,
mais il est lié & certaines heures de la journée.

Enfin, la question de l'action de la température a été examinée
par LAUGHLIN (58) chez des racines d’Allium Cepa, ou il a pu mon-
lrer que les étapes de la milose présentent une variation de durée
quand les organes sont soumis a des températures différentes. Dans
une autre direction, Fox (23) a placé des racines du Phaseolus vul-
garis 4 une température de 3°, et y a constaté un retard d’élonga-
tion : ce dernier est surtout considérable chez les organes qui ont
été traités au moment ou ils avaient le maximum de cellules en
prophase. Nous retrouvons la Iétroite dépendance existant entre
les phases alternantes d’élongation et de division cellulaires, qu’avaient
mises en évidence KELLIcOTT (52), FRIESNER (26) et SEILER (104).

Sans étudier cytologiquement les jeunes racines de Lens, PILET
et WENT (98) ont tout récemment observé une «rythmicité> dans la
croissance de ces organes, en relation avec l'alternance des deux
facteurs physiques qui influencent le plus le développement radicu-
laire : la lumiére et la température. Il a été démontré en particu-
lier que Palternance de températures diurnes et nocturnes produil
une c«rythmicité» de croissance, qui se traduit par une accélération
de croissance A l'obscurité, d’autanlt plus élevée que la température
diurne est plus élevée, et par une accélération de croissance a la
lumiére, d’autant plus forte que la température nocturne est plus
basse. Ces auteurs ont en ouire mis en évidence le fait suivant : la
thermopériodicité et la photopériodicité des racines sont indépen-
dantes de celles de la tige, ce qui montre nettement que le pério-
disme de ces racines serait avant tout d’origine endogéne.

3. Activité méristématique er obscurité continue,

Nous avons voulu tout d’abord rechercher le rythme quoti-
dien que les auteurs ont signalé chez les racines de plantes va-
riées. A cet effet, des graines de Lens ont été mises a germer
a l'obscurité, en chambre a culture. selon les conditions géné-
rales que nous avons décrites dans la premiére partie. Dans ce
cas particulier, elles étaient soumises a une température de
240 4-2 et 4 un degré hygrométrique de 50 oo 1= 5.

Les fixations faites toutes les deux heures, au cours de la
quatriéme journée aprés le départ de la germination, suivies
des techniques appropriées nous ont permis d’établir la fi-
gure 3 A Ps 1o

Nous constatons qu'a 8 h., I'index mitotique de la pointe
des racines est élevé. Puis il s’abaisse assez rapidement du-
rant les heures de la matinée, pour atteindre un minimum A
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14 h., et s’accroitre plus lentement durant la fin de la jour-
nee 4.

Discussion. — Ainsi, dans une obscurité compléte, des plan-
tules de Lens présentent dans leurs pointes de racines une va-
riation de l'activité mitolique. celle-ci passant par une valeur
minimum au milieu de la journée. Bien que les essais n’aient

IM M
140 140 [~
I
120 120 [—
100 100 —
7 ~E | |
B — I
l
80 |~ 60 [ |
L_ H l I H
T T T T [ T 1T T 17T
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Fic. 3. — Variation quotidienne de l'index mitotique IM :
A - chez des racines de plantules ayant poussé dans une obscurité
totale ;
B — chez les racines de plantules ayant été soumises a lalternance
du jour et de la nuit ;
EE = erreur moyenne de la moyenne.

porté que sur une période de 14 heures, nous pouvons rap-
procher nos résultats de ceux des auteurs antérieurs, en par-
ticulier, de ceux de Brauer (9) et Lance (56, 57), sur le Vi-
cia Faba, ou, rappelons-le, I'activité méristématique était plus

4 Nous aurons l'occasion de montrer plus loin que ce phénomeéne est géné-
ral, car il se répéte les jours suivants.

MEMOIRES SC. NAT. 72 19
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grande pendant la matinée. Nous avons remarqué plus haut
les divergences quant a la siluation dans la journée des va-
leurs extrémes de cette activité. On pourrait alléguer que e
tels moments dépendent du matériel utilisé, chaque espece
possédant son propre rythme; bien que dans ce travail. nous
ne soyons pas en mesure de confirmer cette dermiére hypo-
thése, pu1Sque nos recherches n’ont porté que sur le Lens, nous
serions néanmoins enclin a nous y rallier. Toutefois, les dil-
férences rencontrées dans l'étude d’une méme espéce, par plu-
sieurs auteurs, nous conduisent a penser que d’autres facteurs
interviennent. Par contre, nous ne pouvons souscrire a la
thése de Rorrta (101) et de Binwing (10), qui recherchent
I'explication des rythmes dans une action particuliére de Ia
lumiére.
peut aussi dépendre du temps, et la, deux possibilités sont
A examiner :

Ce résultat, qui parait lié¢ a la nature de l'espéce dounée,

1° nous pouvons supposer que l'activité mitotique swt le
temps horaire, et que c'est toujours a 14 h., par exemple,
que l'index mitotique est le plus faible ;

2° on pourrait aussi faire intervenir 1’dge de la racine qui,
ui, dépend du moment ou celle-ci a commancé a pousser. Or,
nous devons rappeler ici que SerLEr (104) a précisé que la
variation observée dans la vitesse de croissance n’était liée en
aucune maniére a i'’heure de départ de la germination dans
la journée, ainsi que PiLer (80) sur le méme matériel que
nous; ces résultats nous intéressent directement, puisque les
périodes d’allongement et de multiplicalion cellulaire sont liées,
mais toujours en alternance. Nous n’avons donc pas I'impres-
sion que l'age de la racine joue ici un role.

4. Activité méristématique en alternance du jour et de la
nuit.

Les ocontradictions rencontrées dans l'examen des travaux
antérieurs nous ont conduit a vérifier si le fait de soumettre
des plantules (la racine restant a l'obscurité) a l'action alter-
nante de l’obscurité et de la lumiére. élait susceptible de pro-
voquer une modification du rythme observé chez les racines
de plantules ayant poussé & l'obscurité totale.

A cette intention, des graines ont été placées en sciure
humide, dans les conditions normales d’alternance du jour el
de la nuit. La couche de sciure recouvrant les graines avail



RECHERCHES CYTO- HISTO- PHYSIOLOGIQUES 295

une épaisseur de 1 cm. Le quatriéme jour de la germination.
les jeunes pousses avaient une longueur moyenne de 1 cm.
Comme dans le cas précédenl, nous avons déterminé I’index
mitotique toutes les deux heures. L'examen de la figure 3 B
nous permet de constater que :

10 1l existe une variation dans l'activité meéristématique
au cours de la journée : celle-ci est plus faible le matin que
le soir, et elle présente un minimum a 10 h.;

2o la décroissance de l'index mitotique, qui est réguliere
durant la plus grande parlie de la journée, est suivie d'une
¢lévation brusque vers le soir ;

3v d'une fagon générale, relativement aux racines ayant
poussé dans une obscurité totale, nous remarquons ici un
abaissement général de I'index mitotique tout au long du
jour : ce n'est que le soir qu'il tend a égaler celui des témoins.

Discussion. — En comparant 'activité mitotique des raci-
nes de plantules complétement a I'obscurité (fig. 3 A), et celle
des racines de plantules dont les parties aériennes ont été sou-
mises a l'alternance du jour et de la nuit, nous avons relevé
les faits essentiels suivants : il se produit un déplacement du
minimum d’activité mitotique de 14 a 16 h., et une diminu-
tion de l'index mitotique dans les premiéres heures de la jour-
née. Contrairement a ce qu'avait indiqué Lewis (61) dans de
semblables conditions, nous ne remarquons ici aucun renver-
sement du rythme quotidien.

Pour des raisons techniques, les deux expériences qui vien-
nent d’étre décrites n'ont pas pu étre exécutées aux mémes
températures, la premiére ayanl eu lieu a 25°, et la seconde
a 18°. A premiére vue, les différences rencontrées dans l'acti-
vilé mitotique pourraient donc étre attribuées a ces différen-
ces de températures. Mais si nous songeons que dans les dernié-
res heures de la journée, les index mitotiques sont identiques,
bien que les températures soient inégales, nous pouvons, &
priori, attribuer un réle de second plan a la température Rap-
pelons que PiLet et WenT (98) ont montré sur le méme ma-
tériel que la « sensibilité thermlque » des racines s’effacait
devant la sensibilit¢ a la lumiére, et que des racines de plan-
tules placées a 'obscurité, mais dont les tiges subissaient une ex-
position & la lumiére, dosée avec précision, réagissaient directe-
ment A 'éclairement fourni aux parties aériennes. Il nous parait
donc plus logique d’attribuer les différences rencontrées
laction de la lumiére. Ajoutons que (ainsi que nous le re-
prendrons en discutant I'action de l'acide B-indolyl-acétique
sur les phases milotiques) la lumiére joue un grand réle dans
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le métabolisme biochimique des hormones de croissance (81, 84),
par leur inactivation, leur transport accru, ou la {ormaition
de précurseurs, et que ces phénomeénes peuvent étre finale-
ment considérés parmi les facteurs endogénes les plus aclifs
qui agissent sur l’activité mitotique.

Nous relevons aussi la nette augmentation de 'index mi-
lotique dans les heures qui suivent le moment ou a lieu
le  minimum d’activité. Cette observation rejoint celle de
KarsTEN (51), qui avait déja observé que l'activité mitotique
de la racine était plus faible lorsque la plantule était dans
une phase lumineuse. Nous pensons que la lumiére, tout en
ayant une certaine action inhibitrice généralisée, ne provoque
pas de déplacement important du rythme mitotique; par con-
tre, sa diminution d’intensité vers la fin de la journée est en
relation directe avec l'accroissement de l’activité mitotique.

5. Modification de lactivité mitotique.

La discussion précédente concernant I'action de I'alter-
nance du jour et de la nuit sur l'activité méristématique est,
pour les raisons développées plus haut, extrémement délicate.
Il nous a donc été difficile de tirer des conclusions précises
quant & l'action de ce facteur physique sur le rythme mitoti-
que.

Nous avons songé alors a utiliser I'acide p-indoiyl- acethue
(ABIA) dont lapphcatlon sur les racines du Lens culinaris
avait pour conséquence d’importantes modifications de la crois-
sance de ces organes (80, 81) et d’autre part, '’hydrazide ma-
léique (HM), qui entraine également des troubles de crois-
sance, sans agir sur la teneur en auxines (87).

Les cultures de plantules de Lens ont été réalisées en sciure
humide, dans des cuves ayanl une contenance de 3.5 dm?,
une surface de 4.5 dm2, et a l'obscurité compléte. Au mi-
lieu du 2¢ jour de leur croissance, elles ont été aspergées par
200 cm® d'une solution d’ABIA. ou d’'HM, a la concentration
de 10-5 mol.5. La temperdture était de 220 12 et le degré
hygrométrique, de 4090 -~ 5. Afin de pouvoir vérifier si les
rythmes ou leurs modifications se retrouveraient pareils les

> Chez les racines traitées, la concentration de I'ABIA au niveau du méris-
teme est de I'ordre de 10—7 mol. (80.81). Or, lesorganes nesont pas plongésdans
la solution ajoutée, et seule une petite proportion d'ABIA, difficile a déterminer,
mais évaluée approximativement 8 10—5, pénétre dans les racines. Cetle remar-
que explique pourquoi nous nous sommes servi de cette dose relativement élevée
d’ABIA, par rapport a celle des tissus. Le choix de la concentration en HM ful
dicté par les mémes considérations.
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jours suivants, les prélévements ont été faits les 4¢ et 5¢ jour,
toules les 3 heures.

1o Action de Uacide [-indolyl-acétique.
I’examen des [igures 4 A el 4B nous permet de consla-
ter les faits suivants :

IM ®) IM
120 — 120
100 100
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— -t s
~e— abia
L H 1 H
[ T I | [ ! [ [ l S
9 12 15 18 21 9 12 15 18 21
IFic. 4. — Modificalion de lactivité milolique quotidienne chez des
racines traitées a I'ABIA 1.10—3 mol.
A — au cours de la 4e journée ;
B —_— » » 59 »
IM = indcx milolique. | —=. témoins. abia — acide {3-indol‘\-‘!1—
acélique. H = heures.

a) le mimmum d’activité mitotique observé chez les ra-
cines normales au milieu de I'aprés-midi n’existe plus ;

b) il y a trés peu de variations au cours de la journée, ce
qui correspond a une homogénéisation de la fréquence des
cinéses, par suppression du rythme mitotique ;

¢) laction de I'ABIA esl persistante, puisque les obser-
vations décrites ci-dessus se retrouvent au 5¢ jour ;
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d) relativement aux racines noriales, el suivant le mo-
ment de la journée, I'action de I'ABIA peut se traduire par
une inhibition aux heures exirémes, et par une stimulation
au milieu de l'aprés-midi.

La figure 5 représente les résultats de la figure 4B tra-
duits en oo d’activation () ou d’inhibition () de l'index
mitolique relativement aux témoins. Elle nous montre nette-
ment l'effet opposé de I'ABIA sur Pactivité mitotique : au
début et a la fin de la journée, il v a inhibition de celle-ci,
alors qu'on assiste a une activation trés forte vers 15 h.

%
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Fic. 5. — Pourcentage d’activation (--) ou d’inhibition (—) de lac-

tivité mitotique au 5¢ jour de racines traitées a I’ABIA 1.10—* mol..
relativement a cellec des racines témoins.

Discussion. — Puisque la régulation de la fréquence des
mitoses se poursuit du 4¢ au 5¢ jour, la racine puise de facon -
persistante ’ABIA dans le milieu de culture. Si l'on songe
que le contenu auxinique ne reste pas constant au cours de
la journée (car il y a des variations dans la circulation el
I'accumulation des auxines), l'activation des précurseurs étanl
nettement liée aux variations des facteurs physiques am-
biants (88), on peut établir premiérement une relation entre
les oscillations de l'activité mitotique des racines normales,
et les divers moments de la journée. Nos observations cyto-
logiques peuvent encore trouver une confirmation dans le
fait que l'activité des auxines-oxydases présidant au métabo-
lisme auxinique dans les tissus, subit également des varia-
tions journaliéres importantes (91,94).
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Nous pourrions donc supposer que le taux auxinique va-
riant, la quantité d’ABLA qui pénétre est constante durant la
journée. Mais, inversement, il se pourrait aussi que la teneur
en auxines soil constante. landis que la dose d’ABIA péné-
(rant dans la racine varicrait dans le méme intervalle de
lemps.

Or il ne parait pas admissible, vu les résultats acquis,
de supposer invariable la teueur auxinique de la racine. D’au-
(re part, il nous semble probable que la pénétration de I’ABIA
soit soumise a des fluctuations. Ces deux phénoménes nous
permeltraient ainsi d'expliquer pourquoi I'action de 1I'ABIA
se lraduit tantol par une stimulation, tantot par une inhibi-
ion de l'activité milotique. Il est évident que pour donner
une interprétation correcte de nos observations cytologiques,
il faut connaitre exactement les variations de la concentration
auxinique interne, et ceci est encore difficilement réalisable.
Il faudrait aussi pouvoir déterminer quelles sont les quantités
("’ABIA absorbées par la racine, aux divers moments de la
journée. Sans vouloir discuter ici l'action directe de I'ABIA
ur les processus mitotiques (cf. 3¢ part., chap. 2), il n’en reste
pas moins clairement établi que les substances de croissance
(ici, 'ABIA), qui viennent s’ajouter aux hormones de crois-
sance contenues dans les tissus, président d'une fagon directe
a l'activité mitotique du méristéme. Les différences rencon-
Irées dans nos résultats ne pourront étre réellement comprises,
encore une fois, que dés I'instant ou l'on saura exactement le
contenu auxinique des tissus, et la quantité de substances de
croissance (u’'ils recoivent aux différents moments de la jour-
née. :
Enfin, nous n’avons retenu ici que l'action de facteurs de
croissance susceplibles de varier au cours du temps. Il n’est
pas 1mpossible que la sensibilit¢ des racines a un traitement
auxinique, illustrée par les fluctuations de leur activité mitoti-
(que, puisse étre libe a d’autres facteurs métaboliques, sou-
mis eux-mémes a une périodicité journaliére.

20 Action de Uhydrazide maléique.

Les résultats représentés dans les figures 6 A\ et 6 B nous
permettent de faire les remarques suivantes :

a) les racines traitées préalablement i I'hydrazide maléique
montrent, dans leur comportement méristématique, un paral-
Iélisme trés net avec celul des racines normales ;
~b) I'HM provoque une inhibition assez reguh(,re de Dacti-
vilé mitolique, qui se traduit par un abaissement sensible de
I'index mitotique tout au long de la journée ;
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c) enfin, cette action inhibitrice de I'HM est persistante,
puisque on la retrouve pareille, en passant du 4¢ au 5¢ jour.

Discussion. — Le fait que I'HM ne provoque pas de chan-
gements dans le rythme quotidien des mitoses méristématiques

A ]
nous parait d'une

mais

aussl,

part confirmer les observations de Kure-
scHA (53) et de PiLer (87, 92),

d’autre part,

pouvoir étre expliqué par elles. Ces auteurs ont en effet mon-
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Fic. 6. — Modification de lactivité mitotique chez des racines trai-

tées & l'hydrazide maléique 1.10—3 mol. :

A — au cours de la 4e journée ;
B — » » De »

tré respectivement dans des cultures de tissus, et sur les racines
de Lens, qu'un traitement a 'HM n’entrainait pas de pertuba-
tion dans le taux auxinique des tissus. Cette remarque nous
permetl de conclure que le rythme mitotique est placé directe-
ment sous le controle des auxines.

En outre, comme I'HM provoque une diminution i peu prés
constante de la fréquence des cinéses, nous pouvons entrevoir
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une propriété nouvelle de cette substance, relative a son ac-
tion sur le développement radiculaire : c’est que, quel que
soit le moment considéré, donc quel que soit I'état auxiuique
propre des tissus, I’hydrazide maléique provoque toujours une
diminution de l'activité mitotique.

TROISIEME PARTIE

Action de I’ABIA sur les racines du Lens culinaris

Considérations générales.

Le probléme des répercussions méristématiques engendrées par
des traitements auxiniques a fait l'objet d’'une foule de recherches,
gualitatives surtout, les unes mettant en évidence l'aspect cytologi-
que, les autres, l'aspect morphologique. En ce qui concerne l'aclivité
mitotique, un nombre restreint d’auteurs ont abordé les divers pro-
blémes y relatifs, et en général, 'on a cherché plulot a détinir des
seuils d’activité correspondant a des concenlrations déterminées.

Cest ainsi que GAUTHERET (28, 29), BOUILLENNE (8), MEITES (03)
ont admis qu'a de faibles concentrations les auxines stimulent la
division cellulaire, tandis qu'a de plus fortes doses, elles favorisenl
Paccroissement diamétral des cellules. PiLET (80, 82, 85) a relevé que
chaque stade de la croissance radiculaire étail réglé d'une fagon di-
recte par une concentration propre en auxines des tissus, et spécia-
lement dans les éléments méristématiques; dans ses études consa-
crées i laction de certains facteurs (lumiére, température, pesan-
leur), il a conclu que les hormones radiculaires devaient agir sui-
vant leur concentration, suivant l'activité des enzymes réglant le mé-
labolisme (91, 94), et suivant 1’age de la racine, a la fois sur la di-
vision, et sur l’accroissement diamétral cellulaires.

Nous basant sur les données précédentes, et ulilisant le méme
matériel, dans des conditions el avec des techniques identiques,
nous avons essayé d’établir, sur un plan cytologique, cette fois,
les relations existant entre l'évolution de la fréquence mitotique
et l'augmentation de la taille des cellules (chap.I). Ce point nous
a conduit 4 rechercher de plus prés laction de I’ABIA sur la ciné-
tique de la mitose, et en particulier, sur la durée relative des phba-
ses (chap. II). Enfin, nous avons pensé quun apport d’ABIA ajouté
au milieu de culture, et appliqué aux racines pourrail nous permel-
tre un complément d’interprétation relatif au role des hormones ra-
diculaires. Des essais semblables ont été répétés a l'aide des radia-
tions ultra-violettes. Car il a été démontré (cf. Gorpox, 37) que ces
derniéres provoquent des perturbations dans le métabolisme Dbio-
chimique des auxines, dans le sens d’une inactivation partielle, el
nous avons eu lidée de contrdler si de tels changements auxiniques
avaient des conséquences dans lactivité mitotique (chap. IIT).
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CHAPITRE 1

OBSERVATIONS PRELIMINAIRES

1. Introduction.

Des graines ont élé mises en culture dans de la sciure
humide, a l'obscurité, et simultanément, chaque lol a été ar-
ros¢ par 200 cc d’acide 3-indolyl-acétique. a une concentra-
tion de 1.10~%mol., 1.107 mol., ou 1.10 7 mol. Les préléve-
ments ont été faits les 2¢, 3¢, 5¢ el 7¢ jours. a 10 h., selon
les techniques preparatowes décrites dans la prewmiere partu,

Dans I'intention de rechercher I'action de l'acide 3-indolyl-
acétique sur la croissance radiculaire, et nous inspirant de la
lechnique utilisée par Dumamer (21), nous sommes parti de
I'idée que, dans un méme champ microscopique, les variations
du nombre des cellules en fonction des divers traitemenis
auxiniques, pouvaient nous indiquer précis¢ément le sens de
I’action des substances de croissance sur 'accroissement diameé-
tral des cellules . Remarquons cependant que nous devons
¢tre trés prudent dans l'interprétation des résultats : en effel.
une augmentation du nombre de cellules peut étre due soit a
I'inhibition de l'accroissement diamétral. soit & une slimulation
mitotique, ces deux actions trés différentes pouvant méme
coexister. Vest la raison pour laquelle nous sommes obligé
d’étudier parallélement I'évolution de l'index mitotique au
cours de la méme période. La confrontation des deux séries
d’observations pourra alors nous permettre de donner un sens
aux résultats obtenus.

2. Variation du nombre de cellules.

Pour étudier l'évolution du nombre de cellules dans un
méme champ microscopique au cours de la durée des essais.
nous avons recens¢ toutes les cellules qui se trouvaient dans
Ja méme surface que celle examinée pour les dénombrements
mitotiques (cf. fig. 2 C). Nous avons toujours eu soin de res-
ter dans la zone d’accroissement de la racine, car les données
changent complétement si 'on empiéte sur la zone d’élonga-
tion. C'est pourquoi les racines d'un jour ne peuvent étre
prises en considération.

6 Rappelons ici que dans le travail de PiLer el Meyeax (46, la question du
nombre de cellules des pointes de racines a élé examinée en relation avec la
distribution auxinique et la polarité bio-électrique: nous renvoyons a cette étude
pour 'analyse bibliographique.
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l.a figure 7 A, représentant I'évolution du nombre de cel-
lules en fonction du lemps, el la figure 7 B indiquant le pour-
centage d’augmentation (4) ou de diminution du nombre de
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Fic. 7. — Variation du nombre de cellules dans les 2 premiers
champs microscopiques, cheéz des racines traitées 4 diverses concen-
trations d’ABIA :

A — variation absoluc ;
B — pourcentage d’activation (--, ou d’inhibition {-—) de¢ ece nombre
de cellules, relativement i celui des racines témoins.

cellules (—), relativement aux racines normales nous permet-
tent de constater que

— chez les racines normales, le nombre total de cellules
dénombrées est toul d’abord trés faible, s’éléve rapidement
entre le 2¢ et le 3¢ jour, puis reste sensiblement constant ;

— pour toutes les concentrations, on assiste également a
un accroissement trés rapide du nombre de cellules, jusqu’au
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3¢ jour (cette augmentation est particuliérement marquée pour
les racines traitées a la conceutration de 1.10-7 mol.) ;

— & l'exception du 3¢ jour, il y a toujours davantage de
cellules dans les pointes de racines traitées que dans les pointes
de racines normales ;

— au bout d’'une semaine de croissance, le lot 1.10~7 mol.
a tendance a rejoindre la valeur normale, tandis que l'accrois-
sement du nombre de cellules se poursmt eacore, quoique
plus faiblement, chez les pointes de racines traitées aux con-
centrations de 1.1073 et 1.10—% mol.

Discussion. — Une faible concentration d’acide p-indolyl-
acétique est donc plus favorable a 'augmentation du nombre de
cellules, qu'une forte oconcentration, au début et a la fin des
expériences du moins. Cette observation confirmerait donc celle
de GauthHERET (28,29) dont nous avons parlé dans l'intro-
duction générale (p.301) et ou il a été démontré qu’a de fai-
bles concentrations, ’ABIA agit sur la division cellulaire, tan-
dis qu’'a de fortes doses, 1l stimule l'élongation cellulaire.
D’autre part, on reléve que les variations sont faibles relali-
vement aux témoins, du 3¢ au 5¢ jour (fig. 7A) et nous en
voyons deux explications essentielles : la concentration auxini-
que du méristéme s’'accroit avec le temps, et la quantité
(’ABIA susceptible de pénéirer dans les racines décroit avec
le temps.

Si on examine la variation du nombre de celiules chez les
racines témoins, on peut observer que jusqu'au 3e jour, l'ac-
croissement est trés rapide. Dés ce moment, jusqu’au 7¢ jour,
on assiste d une légére diminution. Or, si nous nous souvenons
que la concentration des hormones de croissance méristémati-
ques croit avec le temps, 'augmentation du nombre de cellu-
les se trouverait justifiée par le fait que la dose hormonale
des tissus excite les divisions parce qu'elle est faible. Cette
concentration croissant, le nombre de divisions diminue et
la dose d’auxines devient progressivement trop élevée pour
stimuler les mitoses.

N’oublions pas que I'augmentation du nombre de cellules
n'indique pas nécessairemeni que les mitoses sont accélérées :
bien que cette premiére h)pothese soit probable, il faut men-
tionner ici qu’il peut y avoir aussi une inhibition de l'accrois-
sement de taille. des cellules, ainsi que nous l'avons relevé
dans I'introduction de ce chapitre. C'est la raison pour laquelle
la méme étude a été faite dans la recherche des variations de
I'activité mitotique.
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3. Variation du nombre des miloses.

Le recensement mitolique effectué sur les mémes pointes
de racines que précédemmenl nous a permis d’établir les fi-
gures 8 A et B relatives aux variations de l'index mitotique en
fonction du temps, et représentant les pourcentages d’activa-
lion ou d’inhibition de I'index de racines traitées par rapporl
aux racines témoins :
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I'tc. 8. — Variation de l'index mitotique des racines trailées ou non
par de I’ABIA :
A — variation absolue :
B — pourcentage d'aclivation (--) ou d'inhibition (—) de celle acti-

vilé milotique, relativement aux racines témoins.

I. Au fur et a mesur: que les racines témoins vieillissent,
leur index mitotique diminue.

2. Au début de la croissance, I'inhibition milotique est pro-

i lle al sentrabi d’ABIA : elle est d’ | plus
portionnelle a la concentrabion d ABlA @ elle est d'autanl pius
forte que la concentration de cette substance est plus élevée.
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3. L’action inhibitrice n’est pas persistante : sa décroissance
esl caractéristique pour les racines iraitées a la concentration
[.10—% mol.

Discussion. — Plus la concentlration est forle, moins il y a
dle cellules en voie de division: donc il n’y a activation des mi-
loses que pour des doses relativement peu élevées. Du 1ler au
3+ jour, pour les lots traités & 1.1077 et 1.10~ mol., I'inhi-
bition augmente encore. et nous pouvons inlerpréter oe p'h("—
nomene en revenant aux observations de PiLer (80, 81, 82)
relatives au contenu auxinique des racines, ou il a ét¢ montré
(que durant les trois premiers jours le taux en auxines in-
lernes augmente progressivement. Il v aurait donc trop d’auxi-
nes dans les tissus, aprés apport d’ABIA. pendant cette courte
période. Cette explication est valable également pour les ra-
cines lraitées & une concentration de 1.107% mol. Toutefois,
nous remarquons cdans ce cas, que l'inhibition décroit a par-
tir du 2¢ jour déja. Il est possible que ce phémoméne soit du
a une diminution de la quantité d’ABIA pénétrant dans les
(issus.

Reste alors la question du parallélisme entre accroisse-
ment diamétral des cellules et la mitose. Nous avons vu en
effel au paragraphe précédenl que nous ne pouvious pas ex-
pliquer les variations constatées dans le nombre de cellules,
sans l'aide des variations mitotiques. Essayons donc de cow-
parer les deux séries de résuliats :

4. Comparaison des wvariations du nombre de cellules el de
U'index mitotique.

a) Racines normales : en examinant la courbe de variation
du nombre de cellules et celle de l'activité mitotique, nous
constatons qu’elles ont sensiblement la méme allure générale :
a toute modification de l'index, correspond une modification
dans le méme sens du nombre de cellules. Ainsi, une augmen-
tation de ce dernier n'est pas due a une inhibition de la crois-
sance des membranes, mais bien a l'accroissement de la fré-
quence des cinéses.

b) Racines traitées a U'ABI\ : nous devons expliquer tout
’abord l'augmentation du nombre de cellules méristématiques.
Jusqu'au 3¢ jour, elle est certainement due au ralentissement
de la croissance des membranes cellulaires (il y a beaucoup
de cellules de petite taille) puisque mnous avons remarqué
déja qu’il y a une inhibition mitotique pour toutes les con-
centrations utilisées.
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Ainsi, au début des essais, le freinage de la mitose va de
pair avec le ralentissement de l'accroissement diamétral cel-
lulaire. Il n'en va pas de méme pour les jours suivants, el
nous devons examiner chaque type de traitement séparément.

Concentration de 1.10—% mol. ABIA. Bien que l'activité
milotique s’accroisse chaque jour, elle n’arrive cependant ja-
mais a égaler celle des témoins a la fin de la période expéri-
mentale. Si nous considérons le nombre de cellules, nous cons-
tatons qu'il est déja trés élevé au départ de la croissance radi-
culaire (ce qui correspondrait & une inhibilion trés forte de
la croissance de la membrane). Bientot, il surpasse le nom-
bre de cellules recensées chez les racines normales. Il y a
donc réguliérement moins de cellules en division. et leur
nombre est constamment plus élevé, relativement aux témoins.
Nous avons ainsi I'impression que les cellules méristématiques
ayant subi l'action de I’ABIA sont freinées plus longtemps
dans leur division que dans leur accroissement diamétral.

Concentration de 1.10-% mol. ABIA. A partir du 3¢ jour,
le nombre de cellules présente des variations trés faibles com-
parativement a l'accroissement de l'activité mitotique pendant
le méme temps. Donc, s'il y a de plus en plus de cellules en
division, et si leur nombre total ne varie guére, c’est que leur
taille augmente. Nous pouvons voir par la que la levée de
I'inhibition de la croissance des membranes a déji commencé
le 3¢ jour, tandis que celle de la mitose n’apparait que le
7¢ jour. Dans ce cas aussi, la mitose semble freinée plus
longtemps que l’accroissement diamétral cellulaire.

Concentration de 1.10—7 mol. ABIA. Dés le 3¢ jour, le
nombre de cellules diminue réguliérement et fortement. Or,
s1 nous nous reportons a la courbe de I'index mitotique, nous
remarquons qu’il varie peu durant le méme intervalle. Donc,
si la production de nouvelles cellules est peu influencée, un
abaissement aussi marqué de leur nombre ne peut étre ex-
pliqué que par une trés forte stimulation de leur membrane.
La aussi, I'inhibition de la division se poursuivrait aprés la
levée de I'inhibition de 'accroissement de taille,

5. Discussion générale.

Si I'ABIA est suceptible d’augmenter le nombre des cel-
lules en excitant les mitoses d’'une part, et d’assurer leur ac-
croissement isodiamétrique d’autre part, c'est en fait unique-
ment une question de concentration d’auxines qui intervient.
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Au niveau du méristéme, la teneur en hormones de croissance
se lrouve étre réglee 1o, par 1'dAge de i'organe, c’est-a-dire
par la concentration auxinique intrinséque, 2°, par la quan-
lité¢ de précurseurs activés, autrement dit, par les conditions
physiques dans lesquelles se trouve la racine, et 3¢, par la
quantité d’ABIA diffusant du milieu de culture dans la racine.

Les constatations que nous avons dégagées plus haut nous
permettenlt alors d’établir les points suivants :

a) L’extension cellulaire et la mitose sont freinées simulta-
nément au début d'un traitement de racine par 'ABIA. Cette
action est proportionnelle & la concentration utilisée.

b) A de faibles doses, I'inhibition de I’extension cellulaire
est plus importante que l'inhibition de la division cellulaire,
mais elle est de plus courte durée.

¢) A des doses plus élevées de substances de croissance,
le freinage de la mitose dure plus longtemps que celu1 de I'ac-
croissement diameétral.

d) La stimulation de croissance due a une dose déterminée
d’ABIA se manifeste donc avant tout par une accélération de
la croissance des membranes cellulaires.

CHAPITRE 2

ACTION DE L’ACIDE R-INDOLYL-ACETIQUE SUR LA CINETIQUE
MITOTIQUE

1. Introduction.

Le déroulement des phases mitotiques, comme l'orienlation de la
mitose, peut étre affecté dans son mécanisme par une quantité de fac-
teurs physiques et chimiques. Certains de ces derniers favorisent, &
des oconcentrations déterminées, I'entrée en cinése, et en stimulent le
processus, tandis que pour d’autres concentrations, ils provoquent
diverses inhibitions, qui vont du simple ralentissement général de
la mitose jusqu’a la production d’anomalics chromosomiques et a
la léthalité. D’autres n’induisent que des inhibitions, et un grand
nombre de chercheurs ont étudié les effets pharmacodynamiques de
ces substances qu'on a appelées mito-inhibitrices, ou mitoclasiques,
ou encore C-mitotiques. A la suite des recherches variées de GAvau-
DAN (34), de MaNGENoOT ¢t CARPENTIER (66). DEYSsox (16" a €té amené
a élablir unc classification des anomalies milotiques et chromosomi-
ques engendrées. Celle-ci tenait compte surtout des troubles fuso-
riels et de régulation d’orientation et de cloisonnement.

Dans une analyse plus récente, d’AmaTo (2) a repris la classifi-
calion des poisons mitotiques, quil a répartis en trois catégories,
les inhibiteurs de la cytodiérése, qui empéchent le cloisonnement,
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les inhibiteurs du fuseau, ou agents C-mitotiques, qui peuvent em-
pécher la formation du fuseau jusqu'a sa destruction, et qui sont
capables de provoquer des stathmocinéses, et enfin les inhibiteurs
préprophasiques, qui ont des actions variées, allant du ralentissement
de la mitose (mito-dépression) jusqu'a la mort des noyaux.

En ce qui concerne l'action de I’hétéroauxine, les rechercies
sont moins nombreuses, elles ont développé l'idée généralement ad-
mise gue les substances de croissance n’affectaient pas le déroule-
ment de la cinése (DuUHAMET, 21), ou, le cas échéant, d’'une facon
minime. D’AMATO les range au niveau des inhibiteurs préprophasi-
ques, du moins dans les limites de concentrations ou elles ont un
effet cytologique.

Dans l'intention de vérifier lhypothese de D’AMATO, nous avons
voulu examiner qualitativement et quantitativement l’action de I’ABIA
sur la durée des phases mitotiques, et dans deux genres d’anomalies,
la tropocinese et la stathmocineése.

2. Durée et fréquence des phases mitotiques.

L’évolution de I'activité mitotique, envisagée en fonction
du temps et des concentrations d’acide p-indolyl-acétique, ne
nous renseigne que d'une facon globale sur la réponse du
méristéme. Bien qu’a priori on puisse supposer que I'hétéro-
auxine intervient dans le mécanisme réglant l'entrée des cel-
lules en division, nous avons cherché de plus amples rensei-
gnements en examinant chaque phase séparément, afin de
pouvoir déterminer dans quelle mesure elle peut étre modi-
fiée dans sa durée et sa fréquence. -

Or, 1l n’est pas possible de déterminer la durée d'un stade
quelconque dans un tissu fixé, et par conséquent, d’apprécier
si les substances de croissance freinent telle ou telle phase.
Aussi sommes-nous parti de l'idée émise par Dustiv (22),
selon laquelle « plus une phase dure longtemps, plus elle a
de chances de se rencontrer fréquemment dans I'instantané
réalisé par la fixation brusque », et « inversement, des chif-
fres peu élevés relatifs 4 un stade donné indiquent quil se
déroule rapidement ». Ceci impliquerait que l'entrée des cel-
lules en mitose se fasse d'une facon réguliére, et non par sac-
cades. Nous avons vu dans la 2¢ partie que le rythme quoti-
dien des mitoses n’est pas constant. Toutefois, les variations
d’heure a heure ne doivent pas intervenir de maniére impor-
tante dans nos résultats.

Nous avons donc recensé dans la période allant du 2¢ au
9c jour le taux des diverses phases relativement a 100 mitoses,
chez les racines dont nous avons vu au chapitre précédent I'é-
volution de l'index mitotique.

MEMOIRES SC. NAT. 72 20
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Nous devons toutefois remarquer que I'expression des pha-
ses par rapport a 100 mitoses ne nous renseignera qué st
des proportions relatives des différents stades : en effet, dans
cette representatlon toute variation portant sur une phase, en-
traine une variation en sens inverse pour les autres. Ainsi, si
nous constatons par exemple une augmentation du nombre
des prophases, nous ne pouvons pas conclure directement
un allongement de la durée de ce stade, car il est possible
(qu'un plus grand nombre de cellules soient entrées en pro-
phase, tout simplement. Comme le fait remarquer Deyssox (16),
les proportions que nous mettons en évidence nous renseignent
plutét sur les différences de durée relative des différentes
phases. Car un traitement des racines peut avoir les réper-
cussions suivantes : — les prophases ne sont modifiées m
dans leur durée, ni dans leur fréquence: -— les prophases
sont raccourcies, mais leur fréquence augmente; — les pro-
phases sont allongées, mais leur fréquence diminue; — en-
fin, durée et fréquence peuvent étre augmentées, ou diminuées
simultanément.

I.’expression du taux des phases pour 100 mitoses ne peut
donc nous renseigner complétement sur l'action exacte de
’ABIA. Mais nous pouvons rechercher le nombre absolu de
chaque phase, c’est-a-dire, le nombre de prophases, métapha-
ses, etc., pour 1000 cellules, expression que nous proposons
de nommer «inder prophasique», «index métaphasique »,
etc.

La comparaison des deux modes d’expression, soit taux
des phases pour 100 mitoses, et taux des phases pour 1000
cellules, faites pour chaque jour, et pour chaque concentra-
tion d’ABIA, nous permetira finalement de tirer des conclu-
sions relatives a l’action de cette substance.

A. Prophase. Nous devons insister préalablement sur la
difficulté qui existe a fixer avec précision le début de ce
stade si bien que, dans un recensement, les erreurs systémati-
ques risquent d’étre plus grandes que pour un autre stade.

L’examen de la figure 9 PR, représentant I'évolution de
I'index préprophasique chez les racines normales et traitées,
nous permet de constater que :

a) le nombre des prophases pour 1000 cellules diminue
régulirement au cours de la période expérimentale, chez les
racines normales ;

b) chez les racines traitées, l'index préprophasique est
abaiss¢ proportionnellement & la concentration, au début de
la croissance ;
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c) cet abaissement décroit légérement pour le lot traité a
la concentration 10~ mol. Aprés 5 jours, le nombre de pro-
phases s'éléve chez les racines traitées a 10— mol., tandis
que la concentration 10-7 mol. semble n’avoir plus aucun ef-
fet.

Le nombre des prophases s'abaissant avec le temps chez
les racines témoins, nous pouvons voir la 'indice d'une dimi-
nution générale du nombre des cellules entrant en division.
Quan! aux racines traitées, nous remarquons, au début de la
période expérimentale, que plus la concentration d’ABIA est
¢levée, moins 1l y a de prophases; il y aurait donc une inhi-
bition a DI'entrée des cellules en cinése, du moins aux doses
¢levées.
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F1c. 9. — Variation en fonction du temps, du nombre des propha-

ses PR, métaphases M, anaphases A, et télophases T pour 1000 cel-
lules chez des racines traitées ou non par de I’ABIA.

Si maintenant, nous. nous reportons a la figure 10 PR, ou
sont représentées les variations du taux des prophases pour
100 mitoses, nous remarquons les faits suivants :
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a) les racines normales présentent des fluctuations assez
faibles ;

b) d’'une fagon générale, les racines traitées présentent au
début de leur croissance une diminution marquée de ce taux
cdes prophases, qui est proportionnelle a la concentration ;

¢) dés le 5¢ jour, ce taux augmente chez les racines traitées

la concentration 1.10—> mol. ;

e) a la fin de la période expérimentale, les valeurs des
racines traitées et témoins sont trés voisines les unes des autres.

Ainsi, la concentration d’ABIA augmentant, au début des
essals nous assistons a une diminution proportionnelle du nom-
bre des prophases pour 100 mitoses, jusqu'au 5¢ jour.

Si nous comparons la figure 9 PR a la figure 8 A, repré-
sentant 1'évolution de l'index mitotique, nous sommes frappé
de constater combien les allures générales des variations se
ressemblent pour chaque concentration ; cette observation nous
indique déja que la prophase est de loin le stade le plus af-
fecté par I’ABIA.

Puisque nous remarquons une diminution du nombre des
cellules entrant en division a la suite de traitements auxini-
ques (du fait que le nombre de prophases pour 1000 cellu-
les est abaissé), et puisque nous assistons a une diminution
de ce taux de prophases pour 100 mitoses, jusqu’au 5¢ jour,
nous pouvons admettre que la durée de la prophase est rac-
courcie proportionneliement & la conceniration d’ABIA. Ceite
substance agirait donc de deux maniéres: sur l'entrée des
cellules en mitose, et sur la durée de cette mitose.

B. Métaphase. En examinant la figure 9 M, représentant
les variations du nombre des métaphases pour 1000 cellules,
nous constatons que durant toute la période expérimentale
I'index métaphasique des racines traitées est toujours inférieur
a celui des racines témoins.

Cette observation nous indiquanlt que le nombre des mé-
taphases est abaissé a la suite d'un traitement a-uiinique, nous
parait évidente, puisque nous venons de voir que le nombre
des prophases était diminué.

Si nous nous reportons maintenant a la figure 10 M ou
sont indiquées les variations du nombre de métaphases pour
100 mitoses, nous remarquons les points suivants :

a) relativement aux racines témoins, les racines lraitées a
une ooncentration de 1.10~7 mol. ABIA ne manifestent guére
de changement ;
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b) jusqu’au 5¢ jour, les concentrations de 1.107% et 1.10-?
mol. favorisent I'augmentation du taux des prophases. Tandis
qu'a la fin des essais, toutes les valeurs sont voisines les unes
des autres.

Nous avons ici I'indication d’une augmentation de la durée
de la métaphase : en effet, si I'index métaphasique diminue
aprés un traitement autinique le nombre des métaphases pour
100 mitoses ne saurait s’accroitre. Par conséquent, c’est bien
la durée de ce stade qui est atteinte. Du reste, le nombre des
prophases diminuant, il est évident qu’il doit en étre de méme
pour les étapes suivantes qui en dérivent.

%

% ®

80

Fic. 10. — Variation en fonction du temps du nombre des propha-
ses PR, métaphases M, anaphases A, ct télophases T pour 100 mito-
ses, chez des racines traitées ou non par de I'ABIA.

C. Anaphase. A premiére vue, I'examen du graphique 9 A
permel de conclure que l'anaphase n’est pas nettement in-
fluencée par une addition d’ABIA.

Toutefois, si I'on songe par exemple aux racines témoins.
examinées au 5¢ jour, ot il y a 6 cellules en anaphase, et 77




314 L. MARGOT

en prophase pour L000 cellules, il est évident que laction
de I'ABIA sur 'anaphase, ne se itraduira pas par une inhibi-
tion ou une stimulation considérable de son déroulement.

Tenant compte de cette observation, et sans faire interve-
nir les erreurs d’évaluation, nous pouvons cependant relever
comme pour les phases précédentes que si la concentration
1.10—7 mol. est sans effet, ou légérement stimulante, les con-
centrations 1.10—" et 1.103 mol. entrainent une inhibition
(fig. 9 A). Par contre, en examinant le nombre d’'anaphases
pour 100 mitoses, on constate que cette concentration 1.10~
mol. provoque une augmentation de leur taux (fig. 10 A).

Si nous essayons de comparer les deux modes dexptes-
sion, nous nous rapprochons de la discussion faite ci-dessus
a propos de la métaphase : le nombre des anaphases pour
1000 cellules est faible chez les racines traitées, donc I’ABIA
empéche les cellules d’entrer en anaphase. En outre, le taux
de ces anaphases pour 100 mitoses étant plus élevé, nous avons
I'impression que dans ce cas aussi la durée de la phase esi
prolongée.

D. Télophase. L’examen de la figure 9T nous indique
que le nombre des télophases pour 1000 cellules, chez les
racines traitées a de fortes doses, est inférieur a celui des ra
cines témoins. LA aussi, cet abaissement est évidemment la
conséquence de l'action freinairice de I'ABIA sur les stades
précédents.

Exprimé relativement a 100 mitoses (flg 10T), le taux
des tef:tphases de racines traitées est, jusqu’au 5¢ jour, supé-
rieur 4 celui des racines témoins.

Dans ce cas aussi finalement, nous pensons que le nom-
bre des télophases étant abaissé, la durée de ce stade est al-
longée, du fait, précisément. que le pourcentage des télopha-
ses est supérieur a celui que donnent les racines témoins.

3. Discussion sur la durée des phases et leur fréquence.

Ainsi que nous venons de l'établir, 'ABIA exerce une ac-
tion essentielle sur l'entrée des cellules en division, lorsqu’il
est appliqué a dose élevée, ce qui est en accord avec les ob-
servations de p’AmaTo (2).

Or, si laction de lacide p-indolyl-acétique se traduit
toujours par une diminution du nombre des cellules en pro-
phase, métaphase, anaphasz et télophase, empéchant ainsi les
noyaux de réaliser leur division, l'action de cette substance
sur la durée des phases n'est pas identique ; en effet, alors



RECHERCHES CYTO- HISTO- PHYSIOLOGIQUES 315

que PABLA parait diminuer la durée de la prophase, il sem-
ble nettemenl prolonger celle des stades suivants.

It est aussi intéressant de relever la persistance de cette
action sur la cinétique mitohique. Si nous prenons le cas
des prophases, nous avons remarqué que lentrée des cel-
lules en cet état était constamment freinée chez les jeunes
racines traitées aux doses élevées. Mais nous avons montré
aussi que l'action accélératrice de I’ABIA sur ces prophases
allait diminuant, et qu’elle élait supprimée au bout de 5
jours déja. Ces observations nous suggeérent deux remarques :

Lo PABIA a une double action sur le processus mitotique,
puisqu’il agit sur le nombre des cellules qui se divisent. et
sur la durée de leur division. Ceci est confirmé lorsque nous
examinons les métaphases, anaphases et télophases, ou une
meémc concentration d’ABIA eptraine une diminution de leur
nombre et une augmentation de leur durée ;

2e s1 'ABIA appliqué une fois a des racines a une action
qui diminue au cours du temps, c'est parce que deux phé-
nomeénes en sont responsables: d’une part la perte d’efficacité
e la substance de croissance (par activation, dispersion, ioni-
sation. dues aux milieux de culture), et d’autre part le chan-
gemen! de l'état auxinique propre des racines.

4. Varialion des tropocinéses.

Quand on examine le méristétme d’une racine, on constate
que les mitoses sont en général orientées parallélement a
I'axe de la racine. Or, dans certaines conditions, on peut ob-
server des troubles de cette orientation, manifestés par une
dévietion de l'axe fusoriel, le plus souvent. Les premiéres
observation: relatives a ce phénoméne ont été faites par Li-
VAN (60), qui, en étudiant I'action des hormones de croissance
sur I'Allium Cepa, en a déduit que les déviations remarquées
provenaient d'une modification de la polarité cellulaire. La
méme  année, MiLovipov (70) constata qu'une déshydratation
pouvail provoquer le méme effet.

En 1939, GavaupanN et Duranp (36) ont signalé que le plan du
cloisonnement cellulaire pouvait étre modifié par diverses subsiances.
Se basant sur ses recherches antérieures (GavaupaNn P. et N., 35,
GAVAUDAN (32, 33) a précisément créé le termc de tmpocinése- pour
nommer ces changements d'orientalion de DPaxe mitotique. Ayant
admis que ce phénomeéne représenlait le premier degré d’altération,
GAavaupaN a émis 'hypothése qu’il devail se produire normalement
une «rotation de régulation» a la prophase, ou plus tard, & la méta-
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phase, mécanisme susceptible d’étre inhibé par des subslances milo-
clasiques.

Les recherches plus récentes ont conlesté cependant l'impor-
tance de ce phénomeéne. DEevsson (16), en particulier, a signalé que
I'action tropocinétisante des substances mitoclasiques, si elle est réelle,
n’esl pourtant jamais nette, et qu'elle est indépendante d’une altéra-
tion fusorielle. Enfin, dans la revue déja signalée de D’AmaTo (2.
il n'est nullement fait mention des tropocinéses, ce qui donne a pen-
ser que lauteur les exclurail de la liste des troubles engendrés par
des substances agissant sur les mitoses (!).

A. Observations. Dans ’examen de l'activité mitotique des
pointes radiculaires traitées dés la germination par de I’ABIA,
nous avons également relevé des tropocinéses aux diverses con-
centrations. Bien que celles-1a se manifestent déja a la méta-
phase, nous avons constaté que le stade «atteint» le plus ca-
ractéristique était celui de l'anaphase. Nous avons donc re-
cherché le pourcentage d’anaphases obliques relativement au
nombre de cinéses, sans faire toutefois de discrimination dans
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Fic. 11. — Variation du pourcentage des tropoanaphases ¢n fonc-

tion du temps.

la valeur de l'angle de déviation par rapport i l'axe pr1n01pal
Enfin, pmsque notre examen portait sur des coupes de racines,
nous n’avons pu relever que les tropoanaphases situées dans
le méme plan, proche du plan axial.

Les résultats présentés dans la figure 11, nous permettent
les constatations suilvantes :



-

RECHERCHES CYTO- HISTO- PHYSIOLOGIQUES 317

a) Chez les racines témoins, le pourcentage des tropoana-
phases est faible. 11 subit quelques petites fluctuations au cours
des premiers jours de la croissance.

b) Chez les racines trailées. la proportion des tropoana-
phases est plus forte au départ de la croissance; elle reste lé-
géremenl plus élevée que chez les témoins durant les jours sui-
vants, el ceci, dans 'ordre croissanl des concentrations.

B Discussion. Nous renvoyons a la discussion générale du
paragraphe 6.

5. Stathmocineése et ABIA.

l.es premiéres invesligations concernant les dédoublements chro-
mosomiques dus A I'hétéroauxine remontent a 1937 : en appliquant
une pale d’acide 3-indolyl-acélique sur la section des tiges décapi-
lées de Nicoliana, GREENLEAF (38, a constaté que celles-ci présen-
lajent des cellules polyploides. L’année suivante, en répétant ces meé-
mes expériences sur le Vicia Faba, SoLAcoLu el CONSTANTINESCO (106
ont observé l'apparition de cellules binucléées au niveau des meéris-
lémes. LEvaN (60) a pu méme préciser la localisation des cellules
polyploides dans les racines de 'Allium Cepa : placées dans une solu-
tion de substance de croissance, ces derniéres montrérent des régions
particuliérement stimulées i la prolifération, en particulier I’écorcc
ct le péricycle, ot apparurent des dédoublements chromosomiques.
DoxEy et RuobDEs (20) ont méme insisté sur le fait que I’application
de substances de croissance sur 'Allium Cepa était en relation directe
avec des troubles mitotiques observés. DoLcHER (19) a constaté en
1950 que des bourgeons de plantes de Lens traitées au 2,4 D possé-
daient des cellules polyploides, tandis que les racines en étaient dé-
pourvues. Cette observation a été infirmée plus tard par HoLzEr (45),
qui a précisément signalé l'existence de mitoses a caractére poly-
ploide dans 1’écorce de la racine de Lens, aprés un traitement a I'a-
cide 3-indolyl-acétique. Dans le méme sens que DOLCHER, ME-
LETTI (69) a observé des cellules polyploides dans la tige de Pisum
iraitéz au 24 D, alors que la racine en était totalement dépour-
vue. Si l'auteur est catégorique en ce qui concerne Pisum, il men-
tionne cependant que lexistence de telles cellules est entiérement
douteuse chez I'Allium Cepa, quel que soit l'organe envisagé. Enfin.
dans leurs cultures de tissus dec Nicotiana, NAYLOR, SANDER et
Skeoc (75) ont remarqué que 2 mgr par l. d’acide B-indolyl-acéti-
(que ont provoqué des mitoses a degré de polyploidie varié, alors
que les moyaux de certaines cellules étaient multiples, ou anormale-
ment lobés.

Par ailleurs, certains auleurs ont démoniré que les substances
de croissance élaient totalement dépourvues d’activité mitoclasique.
En 1938 déja, BeaL (4) a constaté que les méristémes des racines
de Lilium ne contenaient que des mitoses normales. CAsTAN (11)
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n'a jamais remarque dirrégularités dans 'évolution des mitoses  ra
diculaires du Pisum sativam, alors que ManNGeENor (64, dans sa re-
vue des substances miloclasiques, a précisé que les auxines n'étaient
pas de tels agents. Enfin, nous avons déja cilé les recherches e
DvrAMET (21 sur des racines de Lupinus. dans lesquelles cel au-
leur n'a jamais pu meltre en ¢évidence des allérations mitotiques.

Il faut attendre les recherches de p'Ayarto (2, ¢t de p’Avaro el
AvANzI (3, pour trouver une explication qui lienne compte finalement
des résullats divers dont nous venons de parler. p’AMaro, dans sa
classification des poisons mitotiques, a insist¢ sur le fail que les
substences de croissance (qai ont une action diphasique, c'est-a-dire
excilatrice a faible dose, ¢l inhibilrice & forte dose), onl un effel
préprophasique. Celui-ci peut daillcurs se manifester jusqu'a la
slathmocinése. Toulefois, a ajoulé lauteur, si l'on constate une po-
lvploidic dans les tissus différenciés de la racine (écorce ou péri-
cycle), elle n'est pas due au traitement expérimental, mais elle re-
présentec par contre unc condilion préexistante : l'effet mito-excita-
teur manifesté dans ces zones spécialement, ne serait ainsi quune
stimulation & la division de noyaux a diplochromosomes.

()bservations :

Nos investigations ont porlé uniquemenl sur les régions
non différenciées de la racine, situées & moins de Smm de la
pointe. Dans T'échelle des concentrations d'ABIA utilisées, nous
n‘avons effectivement jamais constaté la présence d’une cellule
polyploide. Cette ohservation, qui va & Uencontre de celle faite
par SorLicoLu et ConsTanNTINEScO (106), est conforme a celle
de la majorité des auteurs.

G. Discussion générule sur la cinélique mitolique.

S1, dans les paragraphes précédents, nous avons pu cons-
later que l'acide B-indolyl-acétique provoquait une mito-dé-
pression a certaines doses (c’est-a-dire une diminution de la
fréquence des mitoses) et unc action tropocinétisante faible
il est vral, 4 aucun momenl nous ne nous sommes trouvé en
face d’une altération fusorielle. En réalité, ce sont deux caté-
gories d’effets qu’il convient de séparer nettement, au vu des
recherches modernes. Nous devons donc faire obligatoirement
une distinction entre les lermes d’agents mito-inhibiteurs, mi-
toclasiques et C-mitotiques, qui, on s’en souvient, avaient la
méme signification pour Gavaupan et Deysson. Nous som-
mes conduit ainsi a la classification proposée par p’Amaro :
il y a des agents mito-inhibiteurs, qui agissent sur la prépro-
phase, et qui peuvent avoir des répercussions sur tous les au-
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lres stades: et dautre parl, 1l y a des agents mitoclasiques,
ou encore C-mitotiques, c’esl-a-dire des inhibiteurs du fuseau
exclusivement. Du fait que les véritables substances mitocla-
siques n'ont pas d’action milo-dépressive, ainsi quil I'a ét¢é
montré. les substances de croissance de nature auxinique qui,
elles, onl celte derniére propri¢ié, sont donc bien i classer au
rang des 1nhibiteurs préprophasiques.

En ce qui concerne la tropocinése, celle altération n'a pas
¢lé mentionnée par p'amaro; mais I'hypothése de Gavaupan
conserve son actualité. qui la considére comme due a l'inhibi-
tion de la régulation chromosomique a la prophase. Il con-
vient aussi de relever (ue les idées preésentées, entre autres
par LEvax (60), ne sonlt pas sans intérét. L’étude de la pola-
rité bioélectrique de jeunes racines, faite par PiLer et MEy-
LAN (96), ainsi que celle de fragments de Carotte (97), ont
montré des relations (rés nettes entre le sens de la polarité
¢lectrique et un transport auxinique naturel. Il est normal de
supposer quune modification des hormones de croissance en-
trainant des changements dans la distribution des potentiels
radiculaires, et qui peut étre produite par un apport externe
(’auxines, serail la cause indirecte des tropocinéses observées.
Il est fort possible que la régulation intervienne déja au cours
de la préprophase, ce stade si important ou se prépare toute
I’énergétique de la mitose. Le probléme a résoudre serait alors
celui du conditionnement de cette orientation : par quoi est-
elle déterminée. et dans quel sens est-elle véritablement sus-
ceptible d’étre troublée par une substance mito-inhibitrice, alors
que les racines non traitées présentent aussi des tropocinéses ?
Or, la connaissance de toute la période qui précéde la pro-
phase visible est encore peu avancée, et ces questions ne sau-
raient étre élucidées au moyen des résultats acquis a ce jour.

CHAPITRE 3

AUXINES RADICULAIRES ET ACTIVITE MITOTIQUE

A. Action d'un apport extérieur d’ABIA.

I. Introduction.

Nous avons établi jusqu’'s maintenant que I'ABIA, appli-
qué a lextérieur sur les racines, avait une action sur les mi-
toses méristématiques, tant sur leur fréquence que sur leur
durée. Nous avons pensé qu’il serail aussi intéressant de relier
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nos observalions d des donuées précises concernanl 1'évolution
physiologique et chimique des hormones de croissance qui sc
trouvent dans les tissus radiculaires.

Comme nous nous sommes attaché plus spécialement &
I'étude de la région méristématique. nous nous bornerons a
rappeler certains travaux de PiLer exécutés sur le Lens éga-
lement et qui sont susceplibles de nous servir pour l'interpré-
tation de nos résultats. Il a été montré que le méristéme est
le centre d'une grande partie des auxines radiculaires, prove-
nant de précurseurs élaborés dans les graines ou les partles
aériennes de la plante (88). Cette zone est aussi le siége
d’une triple circulation auxinique, soit longitudinale, dans les
deux sens, et transversale (81, 82), et qui est capable de se
modifier : 1° latéralement, par une irradiation ultra-violette;
2° longitudinalement, avec le temps.

A propos de cette variation de la circulation auxinique,
nous avons relevé déja dans l'introduction générale de ce tra-
vail que la concentration en auxines radiculaires change éga-
lement au cours du temps: dans la premic¢re phase de la
croissance, qui est faible, la racine contient peu d’auxines;
mais leur oonoentration augmente, et, parallélement, la crois-
sance (2¢ phase), jusqu'au moment ou la dose d’auxines étant
trop élevée, la croissance radiculaire diminue (3¢ phase). Clest
a ce moment que les radicelles apparaissent (80). La durée
de ces étapes dépend des divers facieurs physiques (98), mais
aussi en grande partie du matériel étudié.

Or, en général, les recherches ont été orientées le plus sou-
vent sur la phase d’accélération, ou celle de ralentissement de
la croissance radiculaire, tandis que le premier stade semble
encore mal connu. C'est la raison pour laquelle nous avons
entrepris d'examiner, a l'aide des variations d’activité méris-
tématique, s1 nous pouvions apporter une contribution a la
confirmation des observations signalées ci-dessus.

Observations.

A cet effet, nous avons recherché comment variait 1'inbi-
bition mitotique lorsque l'application d’ABIA avait lieu, non
pas comme précédemment au moment de la mise en germi-
nation, mais quelques jours plus tard. Une cuve a culture,
contenant des graines de Lens, a été arrosée par une solution
d’ABIA i la concentration de 1.10—% mol. au bout de 2 jours,
et une autre au bout de 4 jours de germination.
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La fig. 12 représente les variations enregistrées pour oes
deux traitements, dont voici les effets :

a) Dans le cas des racines traitées, soit le 2¢ (A), soit le
4c jour (B), il se produit dés le lendemain une chute rapide
de D'activité mitotique, suivie d'une forte stimulation. A la
fin de la période expérimentale, 'index mitotique est supé-
rieur & celul des racines normales.
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I'rc 12. — Activité mitotique de racines traitées par une concentra-
tion de 1.10—3 mol. ABIA, a différents moments :
A — apres 2 jours de croissance ;
B — aprés 4 jours de¢ croissance.

b) Lu diminution de cette aclivité mitotique est fonction
de lI'dge de la racine au moment du traitement auxinique.
Plus I'application est faite tardivement, plus faible est I'inhi-
bilion, et surtout, plus forte est la stimulation.

c) Pour comparaison, nous avons repris la courbe de la
variation de l'activité mitotique des racines traitées par 1.10—
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mol. dés la mise en germination. Nous rappelons que la le-
vée d'inhibition se fail (rés tard.

3. Discussion.

Lorsqu'on traite les racines au 2 ou au 4¢ jour par de
I’ABIA, on peut constater que l'inhibition de l’activité mito-
lique esl moins rapide dans le premier cas que dans le se-
cond, mais dure plus longtemps. Or, les concentrations sont
les mémes, et nous pouvons expliquer ce phénomeéne par
une différence de 1'état auxinique radiculaire. Puisque la
concentration auxinique interne croit avec l'dge des racines,
celles de 2 jours en ont moins que celles de 4 jours.
Cetle remarque permet de comprendre pourquoi la levée d'in-
hibilion est plus rapide chez celles qui sont traitées plus tar-
divement. Sans pouvoir toutefois donner wune interprétation
définilive concernant l'activité mitotique a la fin de la pé-
riode expérimentale, relativement aux racines non traitées, nous
pouvons supposer que I’ABIA se comporte comme un facteur
himitanl, puisque au fur et & mesure que la concentration auxi-
nique intrinséque s’accroit, I'inhibition mitotique diminue, puis
devient, au contraire, une stimulation.

B. 'Lumiére ultra-violette, ABIA, el activité mitotique.

1. Introduction.

A propos de l'action des radiations lumineuses sur la crois-
sance, de nombreux travaux ont mis en évidence le role inhibiteur
joué par la lumiére ultra-violette. Diverses solutions ont été propo-
sées, dont GorDON (37) a donné une excellenle étude crilique, qui
mettent l'accent sur Iinactivation des auxines par ces radialions.
En ce qui concerne plus particuliérement les racines du Lens culi-
naris, PiLET (80,84) a moniré qu'un traitement a lultra-violet mo-
difiait considérablement la vitesse de croissance des racines; ce pné-
nomeéne proviendrait d’'une diminution de la teneur en auxine aclive,
par inactivation et destruction. Les mémes recherches ont aussi mon-
lré que la circulation latérale des hormones de croissance étail ac-
célérée, lorsque les rayons ultra-violets élaient appliqués asymélri-
(fuement. ; : =

Cependanl, peu de travaux onl port¢ sur le comportement mé-
ristématique aprés un tel traitement., C’est pourquoi nous basant
sur les données précédentes, nous avons examiné dans quelle me-
suse une irradiation ultra-violette était susceptible d’agir sur I'ac-
tivité mitotique des racines. Nous avons considéré le cas particulier
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ol ces racines ont été (raitées préalablement par diverses concen-
tration d’ABIA, cherchant ainsi A établir des remarques complé-
mentaires sur les relations existant entre le contenu auxinique des
racines, et l'action de la lumiére ultra-violette.

2. Observations.

Des graines du Lens culinaris germant en sciure hunnde
onl été arrosées dés la mise en culture par des solutions d’ABIA
aux concentrations de 1.10—3mol., 1.10-3>mol. et 1.10—7 mol.
l.e 7¢ jour, les plantules ont été soumises a une irradiation
ultra-violette provenant d'une lampe de Wood HPW, de
3600 Ao +-50. Le 9¢ jour, enfin, les racines ont été fixées, et
la détermination de leur index mitolique a permis d’établir
la figure 13.

M 3= sans U.V.

j B = aprés UV
1004
60
20

1077 11077 11005 11973
mol.ABIA
Fic. 13. — Action de la lumiére ultra-violette (UV) sur des raci-

nes de plantules agées de 9 jours, traitées ou non dés la mise en
germination par de PABIA, et irradiées le 7¢ jour.

IM = index mitotique.

Nous y constatons les faits suivants :

a) représentés en fonction de la concentralion croissante
en ABIA les 1index mltollques de racines de plantules non ir-
radiées présentent, au 9* jour, une diminution peu sensible,
mais appréciable tout de méme ;

b) les racines qui n'ont pas subi le traitement a I'ABIA
ont une activité mltohque assez réduite p:u' irradiation ultra-
violette ;
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c) les racines traitées & I'ABIA et a 1'ultra-violet présen-
lent une inhibition de la fréquence des mitoses, d’autant plus
faible que la concentration en ABIA s’éléve ;

d) ainsi, pour une concentration relativement ¢levée, on
assiste a une levée de l'inhibition due a I'ABIA, aprés traite-
ment i l'ultra-violel.

3. Discussion.

Les rayons ultra-violets appliqués aux plantules de Lens
ont ainsi une influence sur l'activité mitotique de leurs ra-
cines. Comme l'irradiation n’a porté que sur les parties supé-
rieures de la plante, l'action directe des UV sur les cellules
radiculaires est a rejeter. Nous avons vu que ces radiations
jouent un roéle dans le métabolisme biochimique des auxines;
aussl pouvons-nous supposer qu’elles abaissent la concentra-
tion d’auxines actives, soit en freinant la formation de ces
auxines diffusant vers la pointe des racines, soit en bloquant
les précurseurs. Cette hypothése nous parait étre justifiée
par les observations relevées plus haut: si, avant d’irradier
les plantules, on donne a leurs racines une certaine quantité
d’ABIA, l'inhibition produite par la lumiére ultra-violette est
d’autant plus faible que la concentration d’ABIA est plus
forte. Ceci semble bien indiquer que les rayons ultra-violets
provequent une diminution de la teneur en auxines actives
(traduite par un abaissement de l'index mitotique) et com-
pensée par un apport extérieur de substances de croissance,
ce dernier ayant pour effet de stimuler I’activité mitotique.
Si la concentration des auxines est trop forte, le traitement
aux rayons ultra-violets provoque une activation mitotique re-
lativement aux racines normales et irradiées, ce qui semble
bien prouver, dans ce genre d’expériences, qu'une concentra-
lion croissante d’auxines se traduit par une diminution de
I"activité mitotique. L’application des rayons ultra-violels &
des racines ayant trop d’auxines. léve cette inhibition, de méme
qu'une application d’ABIA & une concentration plus faible,
léve l'inhibition due au rayonnemenl ultra-violet.
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QUATRIEME PARTIE

Action de I'Hydrazide maléique sur les racines du
Lens culinaris

CHAPITRE 1

INFLUENCE DE L'HYDRAZIDE MALEIQUE SUR LA CROISSANCE
ET LES MITOSES MERISTEMATIQUES

A. Introduction.

Ainsi que nous l’avons mentionné dans l'introduction de ce tra-
vail, nous nous sommes proposé d’étudier Plaction de I’hydrazide
maléique (HM) sur les pointes de racines du Lens culinaris, dans les
premiers jours de leur croissance; notre intention étant de vérifier
les propriétés inhibitrices de cette substance, nous avons examiné
successivement, & l'aide de concentrations trés rapprochées les unes
des autres, l'allongement et l'activité mitotique des pointes de ra-
cines traitées.

B. Allongement des racines.

1. Travaux antérieurs.

Des trés nombreux travaux consacrés a I’hydrazide maléique
(1,2 - dihydropyridazine - 3,6 - dione} qui ont été publiés dés 1949,
nous ne retiendrons ici que quelques-unes des études portant sur
le role de 'HM sur l'allongement des racines.

Travaillant sur les tiges et racines de Tomate, SCHOENE et IOFF-
MANN (103) ont constaté que la période d’'inhibition observée (tem-
poraire !) était liée directement & la concentration de 'HM ultilisée.
NAYLOR et Davis (73) ont du reste précisé chez des germinations de
monocotylédones et de dicotylédones qu’il se produisait un arrét
de la croissance méristématique a I’endroit ou I’'HM était stipposée
s’accumuler. Ayant remarqué d’importantes perturbations dans le
métabolisme de la plante, ces deux auteurs ont rattaché 'HM au
groupe des anti-auxines, mais plus tard, ils ont expliqué ces troubles
par une action directe de I'HM sur la respiration (74). BERTOSSI (5)
n’a pas pu mettre en évidence une inhibition de croissance chez la
Tomate, mais il I'a toutefois relevée chez le Lupin blanc, ou i a
pu en outre provoquer la slimulation de la formation des radicelles.
Dans leurs recherches sur la Betterave sucriére, EricksoN et Pri-

MEMOIRES SC. NAT. 72 21
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CE (23) n'ont pas observé de ralentissement de la croissance des ra-
cines, mais un accroissement dans leur taille du, semble-t-il. 4 l'ac-
cumulation des glucides.

Plusieurs auteurs ont cherché a délerminer si linhibition de
l’élongation cellulaire était, ou non, précédée d’un freinage mitoli-
(que : ainsi, DEyssoN et RoLLEN (18) ont pu mettre en évidence, a
I’aide de concentrations judicieusement choisies, chez I'Allium Cepa,
une période pendant laquelle les racines continuaient a s’allonger,
bien que les méristtmes ne présentassent plus aucune mitose. Cetle
observation montre que linhibition serait effectivement mitotique
d’abord. Mais Sossounrtzov (107; a démontré chez une Filicinée
que l'élongation était bloquée avant la mitose, puisque, pour unc
concentration d’HM égale 4 1.10—3 mol., seule I’élongation cellulaire
était atteinte, alors que Dlinhibition mitotique se manifestait a une
concentration de 1.10—% mol.

Cette divergence d’opinion se retrouve par ailleurs lorsque les
auteurs essaient de classer I'HM selon leffet qu’elle produit : ainsi,
pour LEorpoLp et KLEIN (59), 'HM est une anti-auxine, et non un
régulateur de  croissance, puisque l'inhibition qu’elle induit peut étre
levée par addition de substances de croissance, et que réciproquement,
un blocage auxinique peut étre .supprimé par I'HM. Cette conoep-
. tion, adoptée également par BerTossl (6) a cependant été critiquée -
par Mc RAE et BonNNER.(63),. selon qui linteraction des auxines et
de I'HM est qualitativement, et non quantitativement, celle .qu’on ai-
tend d’'une anti-auxine. Enfin, les recherches de KuLEscHA (53) sur
les cultures de tissus, et de PILeT (87) sur les racines du Lens cu-
linaris ont montré que I'HM devait étre plutét considérée comme
un antagoniste physiologique. puisque ces auteurs observaient pour
la premiére fois que la teneur en auxines des tissus ne change pas
a la suite d’un traitement A I’hydrazide maléique. Du reste, a pro-
pos de l'action directe de I'HM sur la croissance des racines de
Lens, P1LET a relevé que Dinhibition est d’autant plus forte que les
racines sont plus Agées (87). Dans certains cas, et pour de trés
jeunes racines, de faibles concentrations d’HM peuvent entrainer
une légére stimulation (90.92), et un traitement par I'ABIA ou
le D-L-tryptophane (DLT) assurerail une augmentation de la te-
neur en auxines des tissus méristématiques. Or, si I'HM ne modifie
pas la teneur en hormones de croissance, elle n’empéche pas non
plus ABIA et le DLT d’assurer une élévation de la concentration
en auxines (92).

2. Observations.

Des graines ont été placées dans des boites de Petri, sur
papier-filtre imbibé d’hydrazide maléique aux concentrations
de 1,1.10~* mol., 2,4.10~* mol. et 3,7.10-* mol. La tempé-
rature de la chambre a culture complétement obscure était de
18 = 2, el le degré hvgrométrique, dé 75 o 5. |
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Les prélévements de racines, faits toujours soigneusement
a la méme heure (10h.), au bout de 2, 4, 6 et 8 jours de
croissance, et suivis des mesures de longueur des racines, ef-
fectuées chaque fois sur 30 exemplaires du méme lot, ont
permis d’établir la figure 14, d'ou l'on déduit les remarques
sulvantes :

a) L’hydrazide maléique inhibe la croissance des racines
de Lens, et ceci confirme les travaux précédents (cf.§1).

b) Il existe une gradation dans cette inhibition, celle-ci
étant proportionnelle a la concentration d'HM, pour les va-
leurs comprises entre les limites étroites que nous nous som-
mes imposées. Cette observation est également en accord avec
celles que nous avons relevées dans ’historique.

10~%®

11x10~%
24:107%

371074

Fic. 14. — Croissance de racines traitées ou non par I’hydrazide
maléique, A diverses concentrations en fonction du temps.

I. = longueur des racines en cm.

Donc, sans rien préjuger du mécanisme inhibiteur de I'lIM,
nous nous bornons a constater que cette substance exerce une
aclion freinatrice trés nette sur la croissance radiculaire, dés
le départ de la germination, o
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C. Hydrazide maléique et contenu aurinique.

L’inhibition de la croissance radiculaire pourrait étre in-
lerprétée comme le résultat de l'action de I'HM sur les auxi-
nes propres a la racine. Or, comme nous l'avons déja re-
levé, KurLescHA (53) et PiLET (87) ont montré qu'un traite-
ment & I'HM n’entrainait aucune modification de la teneur
en auxines chez l'organe considéré, quel que soit son degré
de développement. Les propriétés inhibitrices de I'HM ne peu-
vent donc pas étre expliquées par une action de cette subs-
tance sur le métabolisme biochimique des hormones de crois-
sance. Il faudrait faire intervenir soit des phénoménes méta-
boliques qui bouleverseraient la physiologie normale radicu-
laire, soit l'action directe de I'HM sur 1’évolution des mitoses.

L’orientation de notre travail nous a automatiquement con-
duit a vérifier la seconde hypothése, c’est-a-dire a analyser
I’action de I'HM sur les mitoses radiculaires.

D. Hydrazide maléique et activité méristématique.

1. Travaux antérieurs.

Parmi les premiers travaux consacrés a I'HM, ceux de NAYLOR
et Davis (73) leur ont permis de constater un arrét de la crois-
sance méristématique dans des racines diverses de monocotlylédones
et de dicotylédones. Peu de temps aprés, GREULACH et ATcHISON (40,
41) montraient que 'HM provoque chez des racines ou chez des bour-
geons une diminution du nombre des cinéses, accompagnée d’un
ralentissement dans D’élongation radiculaire. L’étude de Iintensité
de ces deux actions leur ayant fourni des courbes non superposables,
ces auteurs ont admis que si a faible concentration 'HM inhibe la
mitose, 4 forte concentration le freinage se manifeste a la fois sur
la division et sur l’élongation cellulaires. Cette action antimitotique
a été également confirmée par Compron (12) sur des racines de
Pisum, ol une inhibition mitotique a été remarquée pour toutes les
concentrations d’HM. Enfin, cet auteur a signalé que la racine est
plus sensible que la tige aux traitements a I'HM.

Cherchant A préciser cette action antimitotique, DEyssox et Roi-
LEN (18) ont démontré, par leurs recherches sur les racines d’Al-
lium cepa, que I'HM freine la croissance des végétaux, en empé-
chant les cellules d’entrer en division («inhibition préprophasiques).
Ces deux auteurs ont relevé le fait qu’aucune action ne s’exerce
sur les mitoses en cours, qui restent toutes normales, les propor-
tions des diverses phases n’étant pas modifiées notablement. Plus
tard DEeyssoN, dans une revue des actions antimitotiques (17) a
précis€é que I'HM fait essentiellement partie des corps inhijbant
Pentrée en mitose, sans (roubles miloclasiques variés, '
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Signalons toutefois que DarRLINGTON et Mc LEsH (15) ont pu
obtenir chez le Vicia Faba une rupture des chromosomes ne s'accom-
pagnant pas de gonflements, pour des concentrations d’HM inférieu-
res & 0,0005 mol. Ces résultats, qui s'opposent a ceux que nous ve-
nons de voir, n'ont néanmoins pas pu étre retrouvés par ces auteurs
chez d’aulres plantes.

Si. d'une facon générale, dans les travaux cités plus haul,
les auteurs s’accordent a reconnaitre une action antimitotique,
des divergences apparaissent cependant quant a la situation
de celle-ci dans le cours de la mitose. Pour les uns, le blocage
n'est pas précisé: pour les autres il est préprophasique; cer-
tains enfin signalent une rupture chromosomique, témoignant
d’une action directe a l'anaphase. En outre, les auleurs ne
sont pas d’accord pour déterminer si l'inhibition mitotique
précéde ou suit le freinage de I’élongation cellulaire.

Il convenait donc, aprés avoir vérifié s’il existait une inhi-
bition mitotique dans les racines de Lens, de voir si, pour
une concentration donnée, il était possible d’observer des trou-
bles dans I’évolution de la mitose, ou dans la morphologie des
chromosomes.

2. Inhibition mitotique.

Les racines traitées aux concentrations de 1,1.10-%, 2,4.10—
el 3,7.10* mol., dont nous avons vu la variation de crois-
sance du 2¢ au 8¢ jour, ont été préparées selon la méthode gé-
nérale décrite au chapitre 1.

La figure 15 représente les variations de l'indice mitotique
pour chaque concentration, en fonction du temps. |

1© On voit que l'inhibition mitotique est proportionnelle
a la concentration d’HM.

20 L’activité mitotique, traduite par l'index, ne varie que
léegérement au cours des essais, tant pour le lol témoin, que
pour les lots traités. On remarque qu’elle décroit faiblement
au cours du temps.

3> L'’HM a une action freinatrice persistante.

4c Le lot normal a une activité méristématique bien su-
périeure, dans ces essais, a celle des témoins cultivés en sciure
humide dans nos recherches sur I'action de I'’ABIA. Pour une
lempératurc trés sensiblement la méme, la croissance est donc
plus active en boite de Petri qu’en sciure humide.

Discussion. Nous avons relevé que l'allongement radiculaire
était inhibé par un traitement a I'HM, confirmant ainsi ce
qui avait été fait sur le méme matériel (87, 95). Nous avous

aussi noté que ce ralentissement était d’autant plus fort que
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la concentration d'HM était plus élevée, et bien que les dif-
férences de concentration solent trés peu importantes, les ré-
sullats obtenus montrent la trés grande sensibilité des racines
de Lens a I'HM. Nous venons de trouver que cette substance
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Fic. 15. — Variation de lindex mitotique IM de racines traitées i

diverses concentrations d’HM, en fonction du temps. J = jours.

provoquait une trés nette diminution de la fréquence des mi-
toses, proportionnellement aux doses utilisées. L'HM ne pro-
voquant pas de changement dans le contenu auxinique du mé-
ristéme (87), mais bien une diminution de l'activité mitotique,
nous pouvons supposer que ce corps est capable d’influencer
un certain nombre de facteurs inconnus présidant, a coté des
auxines, au déroulement de la division cellulaire. Du reste.
KuLescha (54) a récemment suggéré 1'idée que I’'HM n’aurait
pas d’action directe sur les hormones de croissance, dont la
proportion reste inchangée a la suite d'un traitement, mais
sur les substances qui en dérivent.

3. Action sur la cinélique mitotique.

Pour étudier les répercussions engendrées par I'HM sur les
diverses phases de la milose, nous avons comparé simultané-
ment deux modes d’expression, d’aprés les remarques que
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Tun se rapporto au laux de chaque phase pour 100 mitoses,
I'autre, au taux de chaque phase pour 1000 cellules.

Voici les résultats ¢tablis en fonction de la concentration
{"HM pour les 2¢, 4 el 8 jour.
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Fie. 16. — Variation du taux de chaque phase pour 1000 (cllules
ou pour 100 mitoses, aux 2¢ {c et 8 jours :
A — n. de prophases pour 1000 cellules :
B -~ » » 100 mitoses.

) Prophase : hg 16 A-B.

Relativemenl a 100 mitoses, le nombre des prophases aug-
mente avec l'élévation de la concentration en HM, pour cha-
que jour considéré. Or, parallélement, nous remarquons que
le nombre de prophases pour 1000 cellules (nombre absolu)
diminue avec 'augmentation de la concentration en M.

Ces observations nous suggérent que les cellules entrant
en division sonl inhibées, avant la prophase déja (puisqu'il
y en a de moins en moins au fur et & mesure que la dose
@’HM croit), et que la durée de la prophase est accrue dans le
méme sens. Il nous semble que cette derniére action est fa-
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cilement compréhensible : en effet, les cellules qui se divi-
sent sont freinées, et le retard se poursuit encore dans la
prophase. Remarquons cependant que ce mécanisme est exac-

tement l'opposé de celui qui se produit lors de Papplication
de I’ABIA A dose inhibitrice.
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Fic. 17. — Variation du taux de chaque phase pour 1000 cellules

ou pour 100 miloses, aux 2¢, 4c et 8¢ jours, suite :
C — nombre de métaphases pour 1000 cellules :

D — » » 2 » 100 mitoses ;
E — » d’anaphases et télophases pour 1000 cellules ;
F — ¥ » > » 100 mitoses.

b) Métaphase : fig. 17 C-D.

Le pourcentage des métaphases ne varie guére en fonc-
tion de la concentration d’HM, mais nous savons que ocette
nolation n'indique qu’une durée relative. Par contre, le taux
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des métaphases pour 1000 cellules décroit chaque jour consi-
déré, avec l'augmentation de la dose d’HM.

Cette observation nous parail égdlement normale, car nous
venons de voir qu'il y a de moins en moins de prophases avec
I’accroissement de la dose d’HM, et leur durée augmente. I
est évident que ce fait a une répercussion sur tous les autres
stades.

¢) Anaphase et télophase réunies : fig. 17 E-F.

Les mémes considérations peuvent s’appliquer & ces deux
stades : la chute de leur pourcentage la aussi est relative :
elle n'est que la conséquence de la durée de I'augmentation
de la prophase, et ce résultat ne pourrait a lui seul nous don-
ner une indication valable. Il est aussi évident que si le taux
de ces deux stades pour 1000 cellules diminue avec laugmen—
tation de la dose d’'HM, ainsi qu'on le remarque, c'est a la
suite de la raréfaction des stades précédents.

4. Discussion sur la cinétique mitotique.

Le traitement a I'HM, qui avait eu pour effet d’'inhiber
la croissance radiculaire, a eu une conséquence dans le nom-
bre des cellules formées, ainsi que nous venons de le mon-
trer. Cette observation aurait suffi déja a donner une inter-
prétation des phénoménes d’inhibition dus a I'HM, car on
pouvait supposer que si celte substance provoquait une dimi-
nution de la croissance, c’est parce qu'elle empéchait les cel-
lules de se diviser. Si maintenant l'on examine surtout l'ac-
tion de I'HM sur le déroulement de la cinése, les remarques
précédentes se confirment, puisque la mito-inhibition se ma-
nifesterait déja avant l'entrée des cellules en division. Nous
avons vu en effet la prophase diminuer d’'importance avec
I’augmentation des doses, et sa durée s’accroitre, alors que
celle des autres stades n'était que peu modifiée. Ainsi, I'HM
ne joue pas seulement un role dans l'entrée des cellules en
cinése, mais elle agit aussi sur la durée de leur division. Il
est évident que ce double phénoméne a pour effet immédiat
de retarder les processus de croissance.

5. Troubles chromosomiques.

Dans l’examen particulier des chromosomes, nous n’avons re-
marqué a aucun moment une fragmentation de ceux-ci, telle que
Iavaient observée DARLINGTON et McLEIsH (15), et nous ne pou-
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vons souserire - Uidée d'une  action unkgue. de PHM sur Phétéro
chromaline, au sens de ces auleurs.

En outre, nous avons bien conslalé un cerlain nombre dano-
malies du type tropocinése, présenles (Cailleurs aussi dans les méris-
témes des racines normales. Mais les pourcentages quc nous avons
tenté d’établir n'ont pas él¢ signiticalifs. Il nous parait peu certain
(que 'HM joue un role dans ces variations d’orientation, du moins
aux concentrations que nous avons utilisées.

. CHAPITRE 2

ACTION DE L'HYDRAZIDE MALEIQUE SUR LA STRUCTURE
DES TISSUS DE JEUNES. RACINES o

1. Travaux antérieurs.

Si les données de la littérature sonl relalivement abondantes
(quant a l'action de 'HM sur la structure des lissus végélaux, -il est
néanmoins difficile de se faire une idée exacle des modifications
induites, lant les résultals différent les uns des aulres.

Certains auteurs ont tout d’abord signalé que I'HM agissail sur lcs
méristémes : ainsi, A partir d’applications foliaires, CrAFTS, CURRIER
¢l Day (13) ont remarqué des altérations des lissus, qui s¢ produi-
saient jusque dans les régions menstémahquus De méme, Cowmep-
ToN (12) a constaté la suppression - du méristéme dans les racines
di Pisem selivam, en insistant sur le Iail qu’aucune proporiion n'exis-
tait entre la concentration et le degré d’inhibition. Enfin, Greuv-
LACH et ATcHISON (40) ont observé des effets nuisibles sur la struc-
ture des tissus radiculaires de P'Allium Cepa, qui, sans étre toutefois
conslants, provoquaient cependant un raccourcissement de la -zone
de mult1phcat10n cellulaire. -

I’action inhibitrice de lh)draadc maléique a été mise dégale-
ment en évidence dans les assises génératrices : c’est ainsi que Rao
et WiTTweR (100) ont constaté que le phellogéne était absent dans
les tubercules de Pomme de terre Llraités a I'HM, tandis que Jac-
ouioT (46), en étendant ses recherches a Paction de diverses hydra-
zides sur des cultures de tissu cambial de Populus, Belula, Quercus
et Castanea, a indiqué que la fonction hydrazide empéche. d'une fa-
con générale, toute différenciation menant a la formation d’assises
sénératrices secondaires. '

En ce qui concerne lactivité péricyvelique, - BERTossI (5) a ob-
servé chez le Lupin blanc une activation des radicelles pour une
concentration de 39/,, environ, de méme que PiLET (90) sur des
pointes de Carotte et Piner ot MarcoT (95), qui ont remarqué
qu'une application locale d’HM sur les racines du Lens culinuris
provoquait une. faible stimulation de la rhizogenése. NETIEN el BRIF-
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FAz {76) onl précisé, contrairement a ces observations, que’-sil se
produisail parfois une inhibition de la  formation des radicelles
chez Pisum et Triticum, la structure des tissus ne se trouvait mo-
difiée pour aucune concentration. ' :

Dans le cas des tissus conducteurs, Cunrrier, DAy et CRarTs (11,
ont- constaté quc THM provoque la nécrosc des tissus libériens
d’Orge et de Moutarde, sans pouvoir préciser toutefois sil sagil
d'une action primaire ou secondaire. Ce résultat ‘se retrouve chez
STRUCKMEYER (110), qui, en étudiant l'action de P'HM sur la struc-
ture de tissus de Lilium, a pu mettre en évidence une destruction
du liber, tant dans les tiges que dans les feuilles. Tandis que pour
GREULACGH ~ 6t - HAsELOOP (42), “il y.‘a une réduction. st évidente du
‘bois primaire: cheéz la Tomate, quwelle peut all-er Jusqua la destruc-
tion compléte de ce' tissu. - g

L’action de ’HM sur le volume cellulau‘t a ete relevee par divers
auteurs : ainsi, dans les travaux de STRUCKMEYER que nous citons
plus haut, il est indiqué que le traitement a I'HM entraine uu ac-
croissement du diamétre des tiges, conséquence de lauomentanon
"du volume des cellules el méats, observation déja mise en évidence
par Mc ILRATH (62) dans ses recherches sur le coton. Cetle sclion
a été également relevée par GAUTHERET (31) qui a constalé la for-
‘mation de cellules géantes dans les cultures de tissu de rhizome
de Topinambour. Par ailleurs, nous devons mentionner, a linverse
de ces indications, celles de GREurLAcH et HasgrLoop (42), pour les-
quels un traitement 4 I'HM provoque, chez la Tomate, une inhibi-
lion de l'accroissement diamétral des cellules médullaires des liges.

Sans aborder le probléme physiologique nous devons cependanl
signaler les observations qui concernent la teneur en eau des tissus,
ce point pouvant se rattacher au précédent, comme nous le moulre-
rons par la suite. Alors que pour GREULACH (39) PHM provoque une
augmentation de la teneur en eau des racines de Tomate pour Gacu-
taenET (30) au contraire, les (issus de Topinambour sont compléte-
ment déshydratés. Ce résultat a été obtenu également par PiLET el
MArGoT (95), qui ont observé une déshydratation caractéristique du
parenchyme cortical des racines de Lens.

Enfin, pour étre complet, nous mentionnerons encore les travaux
suivants dans lesquels aucune action imputable & 'HM n’a pu étre
mise en. €évidence : en effet, NETIEN ¢l BRIFFAz (76) ont monlré
ainsi que nous l'avons relevé plus haul, que la structure des tissus
ne se trouvait jamais modifiée. DNe méme, Berrossi et Carozzi (7
ont indiqué, a la suite de leurs recherches sur Parthenoussus Ci-
chorium el Helianthus que PHM élait dépourvue de loute action
excilant la prolifération cellulaire. Ceite idée estl aussi celle de
WATPSON (112), pour qui aucune prolifération anormale ne se produit
chez “Phaseolus aprés une application foliaire, de méme que celle
de NICKELL (77), tant a4 propos des cultures des tissus tumoraux que
des plantules de Rumez.
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En résumé, laction de T'HM sur l'organisation des tissus n'a
pas encore trouvé d’explication tenant compte des diverses observa
tions formulées: d'autres part. a notre connaissance, il n'y a pas
de fravaux qui aient porté sur de trés jeunes racines. C'est la rai-
son pour laquelle nous avons été incité a faire I'étude anatomicqiwe
des racines de Lens traitées aux doses utilisées pour I'examen méris-
lématique, dans l'idée de pouvoir suivre de facon plus précise la
différenciation des tissus ayant subi un traitement a I'HM.

2. Variations morphologiques.

Les lots de racines traitées aux concentrations de 1,1.107,
2,4.10 et 3,7.10~* mol. HM, qui avaient été examinées au
point de vue de l’allongement, ont été fixés a ’aloool aux
2e, 4e, B et 8 jours. Nous avons pu alors constater les faits
suivants :

a) Relativement aux racines normales, le taux de germi-
nation des racines traitées est assez faible, et les différences
sont sensibles d'une concentration a l’autre.

b) La poussée des radicelles est complétement supprimée
chez toutes les racines traitées. Au contraire, la rhizogenése
débute déja au 5¢ jour chez les témoins.

c) La coiffe est pratiquement absente dans les racines
traitées a la plus forte dose, tandis que chez toutes les raci-
nes la zone pilifére. trés fortement diminuée, se situe tout
prés de lexirémitié.

d) Une forte subérisation caractérise les pointes des raci-
nes traitées; elle délimite extérieurement une région de ren-
flement, alors que la zone située plus haut, en direction du
collet, parait trés souvent amincie.

3. Variations histologiques.

Ce sont les plus intéressantes : les coupes transversales,
faites au microtome a main, d'une épaisseur de 25+ 5p et
a une distance de l'extréinité de la racine allant de 5 a 12 mm,
ont montré d'une facon générale que dés le 4¢ jour, la vascu-
larisation est remarquablement stimulée, et qu’elle débute trés
prés de la pointe de la racine.

Dans l'écorce, les modifications consistent en un accroisse-
ment de la taille des cellules et des méats; la figure 18 rend
compte d'une telle structure chez des racines traitées par

1,1.10~* mol. HM (B) comparée a celle de racines norma-
les (A).

\
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Fic. 18. — Parenchyme cortical au 8¢ jour :

A — de racines normales ;
B — de racines traitées par 1,1.10—* mol. HM :
¢ = cellule, m = méat, 1 =: lacune.

Pour l'examen du cylindre central, nous avons retenu les
coupes suivantes :

Fig. | Dessin Traitement mhﬁ I‘l': eis;.
en mm.
A 10—= b3 8
B | 1,110t | 5 | 8
19 | . - s |
D — 10 8
E — 12 8
o0 | F | 2410 | 5 | &
G | 37.10¢ | 5 | 4
H o ) §

et afin de faciliter la comparaison de ces diverses coupes,
nous avons groupé nos observations en trois catégories :

a) Modification de la structure en fonction de la concen-
tration : fig. 19 AetB, 20F et H.

Les coupes de racines igées de 8 jours et examinées a
5> mm de la pointe nous onl montré que les racines normales
(qui possédent généralement trois faisceaux) n’ont qu'un trés
léger début de différenciation de ces faisceaux dans le premier
centimétre. En outre; I'endoderme ne posséde encore aucuhe

lignification (fig. 19 A).
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Les racines traitées a la concentration de 1,1.10~¢ mol. [IM
présentent  deux poles ligneux nettement différenciés, tandis
quz l'endoderme est semblable a celui de racines normales
(fig. 19 B).

[.es racines traitées a la concentration de 2,4.10—! mol. HM
possédent, au niveau considéré, des faisceaux hgneux étendus;
on remarque une trés légeére activation du péricycle (clmsonn
nements cellulaires) en regard de ces derniers. Enfin, les
cadres endodermiques sont bien visibles (fig. 20 F).

I.es racines traitées a la concentration de 3,7.10—* mol. HM
présentent de grosses lacunes a la place des faisceaux ligneux.
De plus, la moelle est entiérement lignifiée (fig. 20 H).

b) Modification de la structure en fonction du niveau era-
miné.

La constatation d’'un développement plus marqué des fais-
ceaux ligneux chez les racines traitées a la concentration de
1,1.10-* mol. HM nous a engagé a examiner les variations de
structure dans ce lot, pour différents niveaux, soit a 8, 10
el 12

A 8 mm (fig. 19C), les faits les plus évidents sont, d’'une
part, la formation des cadres de Caspary et la division des
cellules péricycliques ; d’autre part, l'apparition d'une zone
e multiplication cellulaire, que nous assimilons & un «pro-
cambium»

A 10 mm (fig. 19 D), nous observons la méme conforina-
lion, mais la division du péricycle s’est étendue.

A 12 mm (fig. 20 E), le perlcycle est par endroits forte-
ment divisé. Cependant, nous n’avons jamais remarqué une
vraie formation d’ébauches de radicelles. La zone «procamn-
bialex a fortement proliféré el les faisceaux ligneux ont dis-
paru : ils sont remplacés par des lacunes ou par des cellules
géantes. Enfin, la moelle est complétement hgmfiée.

¢) Formation des lacunes.

La présence des lacunes dans le lot des racines traitées a
la plus forte dose dI’HM nous a finalement engagé a recher-
cher 4 quel moment elles se formaient. C’est pourquoi nous
avons examiné des coupes de racines provenant de ce lot, el
agées de 4 jours. Les figures 20 G et H nous montrent 1'évolu-
lion de la structure interne de ces racines du 4¢ au 8¢ jour. Nous
constatons que les lacunes apparaissent effectivement a l'en-
droit ou se seraient formés les faisecaux ligneux, alors méme
(qu’aucune trace de lignification n’est présente.
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Fic. 20. — Structure des racines de Lens, suite :
- racines traitées par 1,1.10~% mol. HM 8 jours. &4 12 mm :
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Méme légende que pour la figure 19:
lac. = lacune, ml = moélle lignifiée, cg = cellule géante.
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4. Discussion des résultats.

Les observations morphologiques coincident généralement
avec celles des auteurs, spécialement en ce qui concerne la
coiffe et la subérisation de la pointe des racines. Quant a la
rhizogenése, nous pensons qu’elle est fortement retardée, mais
cependant pas supprimée, puisque nous avons remarqué une
activation du péricycle, sans formation d’ébauches.

La stimulation «procambiale» notée dans les racines trai-
tées a faible dose, semble étre un fait nouveau, a notre con-
naissance, qui s'oppose aux théses de NETIEN et Brirraz (76),
BerTosst et Capozzi (7) et Jacouior (46), selon lesquelles,
comme nous l'avons vu, 'HM n’est apte a aucun moment a
stimuler une prollferatwn quelconque. Comme nous avons
déja remarqué que la lignification étail considérablement ac-
célérée, 1l n’est pas impossible qu’il en soit de méme pour
les processus secondaires.

En ce qui concerne la nécrose des tissus (formation de
lacunes a l'endroit des poles ligneux), nos observations fai-
tes dans le méme sens que celles de Grevrach et HaseLoop (42)
s'opposent & celles de Crarrs, Currier et Day (13) et de
STrUCKMEYER (110) qui ont mis en évidence une nécrose libé-
rienne. Or, l'on sait que I'HM provoque une déshydratation
des tissus (30, 95), et nous en avons vu la manifestation dans
I'écorce, par accroissement des méats. Les poles ligneux si-
tués sur le cheminement de I'HM semblent étre l'endroit ou
cette substance va s’accumuler. Elle y provoquerait une forte
déshvdratation et les cellules ne s’accroitraient plus paralléle-
ment a celles de leur entourage. Il en résulterait la formation
de lacunes. (Au bord de celles-c1 se trouvent souvent de tou-
tes petites cellules, précisément quelques-unes de celles qui
n'onl pu se développer).

RESUML

1. L’¢tude cylologique de la pointe des jeunes racines du Lens
culinaris a permis d’observer par la méthode des recensements cel-
lullaires des variations quotidiennes dans la fréquence des mitoses.

2. Traitées par lacide 3-indolyl-acétique (ABIA), ces pointes
de racines ont montré une suppression du rythme journalier, tandis
quun traitement & I’hydrazide maléique (HM) n’a eu pour effet
que d’abaisser la fréquence des mitoses, sans modifier le rythme
caractéristique des racines normales,

MEMOIRES SC. NAT. 12 22
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3. Létude comparative du nombre des cellules et de mitoses
chez des pointes de racines traitées a ’ABIA a montré quune sti-
mulation de croissance, due 4 une dose délerminée, se manifeste par
une accélération de la croissance des membranes cellulaires.

{. La détermination du taux des diverses phases milotiques a
la suite d’applicatiqn d’ABIA a permis de confirmer que cette subs-
lance agit avant tout, aux doses élevées, sur lentrée des cellules en
division, mais il a été montré de¢ plus que les phases ne sont pas
freinées également.

5. Physiologiquemenl, il a été possible de confirmer certaines
hypothéses relatives a Dévolution physico-chimique des auxines a
l'aide, soit de traitements échclonnés dans le temps, soit d’irradialions
ultra-violettes.

6. Les pointes de racines lraitées par 'HM ont montré une inhi-
bition de croissance pour toutes les concentrations ; celle-ci por-
lait & la fois sur l'extension cellulaire, sur lentrée des cellules en
division, et sur le déroulement de la prophase.

7. Enfin, la structure des jeunes pointes de racines traitées par
I’'HM a présenté des variations relatives aux divers tissus, dont les
plus importantes étaient la stimulation « procambiale » et la dispa-
rition des faisceaux ligneux. par formation de lacunes géantes.

ZUSAMMENFASSUNG

i. Durch das zylologische Studium der Spiizen junger Wurzein
von Lens culinaris konnten mit Hilfe von Zahlungen der Zellen tag-
liche Abweichungen in der Haufigkeit der Mitosen beobachtet werden.

2. Diese Wurzelspitzen, mit Indolyl-Essigsiure (IES) behandelt,
zeigten eine Einstellung des taiglichen Rhythmus, wiahrend eine Be-
handlung mit Maleinhydrazid (MH) nur die Anzahl der Mitosen
senkte, ohne den charakteristischen Rhythmus zu andern.

3. Das vergleichende Studium der Anzahl von Zellen und Mitosen
der Wurzelspitzen, die mit IES behandelt wurden, zeigte, dass eine
Anregung des Wachstums durch eine bestimmte Dosis sich in einer
Erhohung des Wachstums der Zellwinde aussert.

4. Die Bestimmung des Prozentsatzes der verschiedenen mitoti-
schen Phasen nach einer Behandlung mit IES zeigte, das diesc Sub-
stanz in verstirkter Dosis vor allem auf die Zellen wirkt, die gerade
in Zellteilung eintreten. Aber es erwies sich auch, dass die Dauer
der verschiedenen Phasen nicht verzogert wird.

5. Physiologisch betrachtet konnten gewisse Hypothesen Dbezig-
lich der physikalisch-chemischen Evolution der Wuchsstoffe bhe-
stitigt werden, sei es mit Hilfe von Behandlungen in gewisser Zeit-
folge, sei es an Hand ultravioletter Bestrahlung.
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6. Die mit MH verschiedenster Konzentration behandelten Wurzel-
spitzen zeigten eine Verzogerung des Wachstums. Diese erstreckte
sich sowohl auf das Wachstum der Zellwinde als auch auf den Ein-
tritt der Zellen in Mitose und auf den Ablauf der Prophase.

7. Schliesslich zeigte die ‘Struktur der jungen, mit MH behandelten
Wurzelspitzen Verinderungen bezuglich der verschiedenen Gewebe.
Die wichtigsten sind eine Stimulationn des Procambiums und das
Verschwinden der Holzgefasse durch Entstehen gewaltiger Ifohl-
raume.
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