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Variations de la morphologie et de la structure de cultures
de tissus vegetaux

Par Pierre Nobecourt
Professeur ä la Faculte des sciences de Grenoble

Manuscrit re?u le 23 juin 1955

Dans le present memoire, nous nous proposons d'exposer brieve-
ment les principales observations que nous avons pu effectuer sur les

modifications que subissent la morphologie et la structure de tissus

vegetaux cultives pendant de longues annees. Ces observations s'etendent,
en effet, sur une periode de 18 ans, c'est-ä-dire depuis 1937, date ä

laquelle nous avons pu resoudre le probleme de la culture indefinie des

tissus vegetaux.
Rappelons que nous avons montre que si on place une tranche de

tubercule de carotte, decoupee aseptiquement, sur du coton imbibe d'eau
distillee sterilisee, il se produit une proliferation, souvent tres volumi-
neuse, des tissus situes sur la face apicale de la tranche (3, 5, 10) 1. C'est

en prelevant un fragment des tissus ainsi neoformes sur une tranche de

carotte placee sur coton humide en juin 1937, et en le placard le 6 sep-
tembre (5) sur un milieu de culture dont nous avions precedemment
imagine la formule (4) que nous avons obtenu la souche de tissus de

carotte qui est la plus ancienne souche de tissus vegetaux existant actuel-
lement et sur laquelle portent une partie des observations que nous
allons relater.

Ce milieu de culture se compose essentiellement de liquide de

Knop legerement modifie, notamment par addition de substances

oligodynamiques, auquel on ajoute 2 % de glucose. Ce liquide est addi-
tionne de 1,5 % de gelose et, apres sterilisation, solidifie en plan incline.
Apres quoi, on ajoute aseptiquement, au fond du tube, une quantite
sensiblement egale du meme liquide (non gelose), prealablement sterilise

et contenant 5 mg par litre d'acide indol-acetique, qui diffuse dans
la partie solidifiee.

Les fragments de tissus sont places sur la partie solide et les tubes
sont laisses ä la lumiere diffuse et ä la temperature du laboratoire.

Les cultures obtenues sont constituees par des masses vertes, irre-
gulierement mamelonnees et produisant parfois des racines (figure 1).

Cette souche primitive, cultivee depuis 18 ans de cette maniere, a

1 Les numeros renvoient ä l'index bibliographique.
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evolue et, il y a quelques annees (12), nous avons constate qu'elle
avait donne naissance ä trois varietes dont les caracteres se conservent
ä travers les repiquages successifs. Nous avons designe ces varietes
par a, ß, y.

Dans la variete a, les cultures ont un aspect mamelonne plus ou
moins irregulier. Leur teinte est d'un vert generalement assez fonce. Les
tissus presentent une assez grande durete, leur croissance est relative-
ment lente. En outre, comme dans les cultures originelles, il s'y produit
parfois des racines morphologiquement differenciees.

La variete ß se developpe plus rapidement, les cultures sont forte-
ment mamelonnees, de forme souvent tres irreguliere; elles sont d'un
vert clair, legerement jaunätre, et elles produisent frequemment de
l'anthocyane, parfois abondamment. Leurs tissus sont mous et se desa-
gregent assez facilement. II n'y apparait jamais de racines.

La variete y se developpe presque aussi rapidement, mais les
cultures ont des contours presque reguliers, elles sont peu ou pas
mamelonnees, leur teinte est d'un vert tres clair, un peu jaunätre, les tissus
sont compacts et fermes. II ne s'y forme egalement jamais de racines.

Dans une autre souche, datant du Ier mars 1944, nous distinguons
maintenant deux varietes, A et B, extremement differentes.

La variete A est constitute par des cultures vigoureuses, fortement
mamelonnees, bien vertes, mais ne produisant jamais de racines (fig. 2).

La variete B pousse lentement, en donnant des cultures brunätres,
de forme tres irreguliere. Ces cultures produisent toujours de nom-
breuses racines, parfois longues et fortes, mais souvent courtes et greles,
s'enfonctmt dans la gelose ou, au contraire, se dressant en l'air (figures 3
et 6). En outre, de temps ä autre, des cultures appartenant ä cette variete
produisent des bourgeons donnant de petites feuilles ressemblant aux
feuilles de jeunes semis de carotte (figure 4).

Ainsi, nous avons obtenu des cultures tantöt tres fermes, tantot

Figure 1

Culture primitive de tissus de carotte. L'ensemencement du fragment de tissu qui lui
a donne naissance a eu lieu le 6 septembre 1937

Figure 2

Culture de tissus de carotte (souche de 1944), variete A

Figure 3
Culture de tissus de carotte (souche de 1944), variete B, avec nombreuses racines

Figure 4
Culture de tissus de carotte (souche de 1944), variete B, ayant produit des pousses

feuillees

Figure 5
Cellules ligneuses, ä epaississements lignifies reticules dans une culture de tissus

de carotte
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Planche 12

Figure 4



Planche 13

Figure 8



molles, d'aspects tres differents, produisant ou non des racines, et ces

variations sont independantes du milieu de culture qui est le meme dans

tous les cas. Ces faits sont en opposition avec l'opinion qui a ete parfois
soutenue, d'apres laquelle la dose d'acide indol-acetique contenue dans

notre milieu rend toujours les cultures friables et provoque constamment
l'apparition de nombreuses racines.

Une autre souche de tissus de carotte a ete isolee de facon analogue
en 1945, mais eile a ete constamment cultivee sur Knop glucose gelose,
additionne de 2,5 mg par litre d'acide indol-acetique. Ici, il n'y a pas de

phase liquide, mais la dose de gelose est diminuee de moitie et l'acide
indol-acetique est incorpore directement ä la gelose, en quantite sen-
siblement egale ä celle dans laquelle il s'y trouve dans notre milieu pri-
mitif lorsqu'il a diffuse dans la partie solide. Cette souche s'est constamment

developpee vigoureusement, elle est tres mamelonnee, bien verte
et produit frequemment des racines dans la gelose. Elle n'a subi aucune
variation depuis son origine (figure 7).

Au point de vue de la structure, toutes nos cultures de tissus de

carotte, quelle que soit leur variete, sont formees de masses parenchy-
mateuses contenant des nodules ou se trouvent des cellules lignifiees,
reticulees (figure 5). Cette structure est demeuree semblable a celle des

premieres cultures obtenues en 1937.
Les cultures de tissus de rosier que nous entretenons depuis 1944

(8) ont egalement evolue de diverses facons. Ces cultures, contrairement
ä celles de tissus de carotte, n'ayant pas toutes ete effectuees dans les

memes conditions, il faut distinguer plusieurs cas.
Premier cas. — Les cultures ont ete, depuis 1944, faites ä la lumiere,

sur le meme milieu, mi-solide, mi-liquide, que celles de tissus de carotte.
Comme ä l'origine, elles continuent ä se presenter sous un aspect glo-
buleux ou hemispherique (figure 8) ou bien sont plus ou moins etalees

sur la gelose; leur consistance est tres ferme. Actuellement, nous avons
pu isoler deux lignees, dont l'une demeure constamment blanchätre ou
legerement creme, tandis que l'autre verdit, au moins pendant la belle

Figure 6

Culture de tissus de carotte (souche de 1944), variete B, ayant produit de nombreuses
racines dressees en l'air

Figure 7

Culture de tissus de carotte (souche de 1945)

Figure 8

Culture de tissus de rosier, hemispherique et ferme

Figure 9
Culture de tissus de rosier, irreguliere, tres molle, sur milieu sans facteur de crois-
sance. Proliferation exuberante. La culture est devenue plus volumineuse que le milieu

sur lequel elle se trouve
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saison. Ces cultures contiennent des cellules ä epaississement lignifie,
donnant generalement une reaction de Mäule positive.

Deuxieme cas. — Depuis le 18 fevrier 1945, nous cultivons aussi, ä
la lumiere, des tissus de rosier, provenant des cultures precedentes, sur
un milieu qui est identique ä la partie solide du milieu utilise dans le
premier cas, sans addition de la partie liquide, par consequent sans
acide indol-acetique. Ce milieu est tantot gelose ä 1,5 % et solidifie en
plan incline, tantot gelose ä 0,8 % seulement et alors solidifie en tubes
droits. Comme les precedentes, les cultures obtenues ont une forme glo-
buleuse ou hemispherique et sont d'une consistance tres ferme. Elles

sont toujours depourvües de chlorophylle. Au debut, elles contenaient
des cellules ligneuses, mais actuellement on n'en trouve plus jamais.

Troisieme cas. — Depuis le 15 avril 1946, nous cultivons des tissus
provenant des cultures du deuxieme cas, sur le meme milieu sans
substance de croissance, mais en les maintenant ä l'obscurite. Ces cultures
ont d'abord presente le meme aspect que dans le deuxieme cas, mais
depuis 1950 elles sont constitutes par de volumineuses masses fortement
mamelonnees, tres molles et ne contenant jamais de cellules ligneuses.

Quatrieme cas. — Des cultures, provenant des precedentes, effec-
tuees sur le meme milieu, mais ä la lumiere, depuis le 9 juin 1951, ont
conserve les caracteres qu'elles avaient acquis ä l'obscurite (figure 9).

Cinquieme cas. — D'autres cultures ont ete faites depuis le 16
fevrier 1945 sur le meme milieu solide, mais additionne de 0,1 mg par
litre d'acide indol-acetique. L'aspect morphologique de ces cultures est

Figure 10

Cellules de rosier cultivees en milieu liquide
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analogue ä celui des cultures faites sur le meme milieu sans acide indol-
acetique (deuxieme cas), c'est-a-dire qu'elles sont globuleuses, blan-
chätres et de consistance tres ferme, et actuellement on n'y trouve
jamais non plus de cellules ligneuses.

Sixieme cas. — Enfin, ä partir de cultures tres molles (quatrieme
cas), nous avons pu obtenir des cultures submergees en milieu liquide.
De tres menus fragments de ces cultures, mis en suspension dans du
liquide de Knop glucose, se sont lentement accrus. Leur proliferation se

fait souvent en tres petits amas de cellules, ou meme parfois, sous l'as-
pect de cellules presque isolees. Le repiquage s'effectue ä l'aide d'une
pipette. Ces cultures ont done des caracteres extremement particuliers;
il semble meme qu'on pourrait les appeler des cultures de cellules plutöt
que des cultures de tissus (figure 10).

Septieme cas. — Les petits amas de cellules cultives en milieu
liquide, repiques ensuite sur Knop glucose gelose, redonnent de volumi-
neuses cultures molles, analogues ä Celles des troisieme et quatrieme cas.

Essai d'interpretation des resultats precedents
On peut remarquer que les cultures de tissus de rosier tres molles

sont apparues ä l'obscurite. Toutefois, le fait qu'elles conservent ce

caractere apres avoir ete cultivees de nouveau ä la lumiere depuis pres
de quatre ans, empeche de conclure avec certitude que ce changement
soit dü au manque de lumiere. Des experiences sont actuellement en
cours pour essayer de preciser ce point; mais leurs resultats n'apparai-
tront que dans quelques annees.

Au point de vue de la structure histologique, on constate que les

cultures de tissus de rosier faites depuis l'origine (1944) sur notre milieu
dont la phase liquide contient 5 mg par litre d'acide indol-acetique, ont
conserve la propriete de donner des cellules lignifiees, exactement
comme les eultures de tissus de carotte faites dans les memes conditions.
On pourrait etre amene ä en conclure que l'acide indol-acetique inter-
vient dans les phenomenes de lignification. Dependant, le fait que les
cultures effectuees sur milieu solide contenant 0,1 mg par litre de cette
substance ne possedent pas de cellules ligneuses, doit nous rendre
prudent: avant d'adopter la conclusion precedente, il faudrait s'assurer que
cette dose de 0,1 mg par litre est vraiment insuffisante pour permettre
la lignification et qu'il faut aller jusqu'ä des doses de l'ordre du
milligramme par litre pour avoir des cellules ligneuses. Cela est possible, car
nous savons que de telles doses sont, en general, les doses optimales
pour les cultures de tissus normaux.

Remarquons cependant qu'un auteur qui, apres nous, a cultive les

tissus de carotte, a affirme que la dose d'acide indol-acetique contenue
dans notre milieu primitif est toxique et ne permet pas plus de quatre
repiquages (2).
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Ces conclusions sont certainement erronees, car nos cultures ont
subi sur ce milieu plus de quatre-vingt repiquages depuis 18 ans.
D'ailleurs, nos resultats n'ont ete contestes par aucun autre experimen-
tateur. Par contre, plusieurs travaux, notamment ceux deBouriquet
et Pacheco (1) et, tout recemment, ceux de Wiggans (13), ont
montre que la dose que nous utilisons est tres voisine de celle qu'ils
estiment la plus favorable au developpement des cultures.

En resume, nous avons vu que les modifications survenues dans les
caracteres de nos tissus de carotte ne sont pas dues ä des changements
dans les conditions de culture, ces conditions ayant ete constamment
identiques pour les diverses varietes obtenues; par contre, ä l'exception
des sixieme et septieme cas, ou l'influence immediate de l'etat physique
du milieu est evidente, il n'est pas possible de dire avec certitude si les
transformations observees dans les cultures de tissus de rosier se sont
lentement produites sous l'influence des changements du milieu nutritif
et des conditions ambiantes ou, si, comme dans le cas des tissus de
carotte, il s'agit de variations spontanees.

Des experiences s'etendant sur des periodes de plusieurs annees
pourront seules nous renseigner. Pour l'instant, nous nous abstiendrons
de conclusions hätives.
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