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Chapitre IV — DESCRIPTION DES EXPERIENCES

1. Action du glucose sur des tissus verts de Carotte cultives ä la lumiere et ä Vobscurite.

Principe

Nous voulions etudier l'effet du glucose fourni en doses croissantes ä des explan-
tats exposes ä la lumiere ou maintenus ä l'obscurite.

Des fragments prepares ä partir d'une souche de tissu cambial de Carotte ont
ete mis en culture sur le milieu gelose de Gautheret. La source d'hydrate de carbone
a done toujours ete le glucose melange aux solutions nutritives dans les proportions
suivantes: 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 5; 6g%. Pour quelques experiences, nous avons
aussi utilise des doses plus faibles: 0,25; 0,5; 0,75 g%. Une moitie des fragments
etait cultivee ä la lumiere, l'autre etait mise ä l'obscurite.

Mode operatoire

Pour chaque dose de sucrc, nous utilisions 24 tubes de culture qui etaient repartis
en deux lots de 12 tubes chacun. L'un d'eux etait place ä la lumiere (14 heures par
jour), l'autre etait dispose dans des boites en bois ou en carton pendant toute la
duree de l'experience dans une cabine climatisee ä 23°C. *) Pour chaque experience

nous utilisions 18a 24 lots d'explantats prepares comme nous l'avons indique, e'est
ä dire 216 a 298 fragments de tissu au total.

La duree de culture a ete de 60 ä 63 jours pour les deux premieres experiences.
Ensuite, nous avons reduit cette duree ä 47 et 50 jours.

Nous avons realise une experience de ce genre qui nous donnait comme premiere
indication des resultats concernant le poids frais et le poids sec (A 110). Nous avons
voulu repeter cette experience pour en confirmer la validite. Or il s'est avere que cette
repetition livrait des resultats assez analogues mais non superposables (A 111). Ceci

nous a incite ä repeter encore ce type d'experience un certain nombre de fois (A 116 —-

A 119) si bien que nous disposions finalement de 6 resultats par condition expe-
rimentale, e'est ä dire des valeurs fournies par environ 72 explantats, tout au
moins pour toutes les doses de glucose comprises entre 1 et 4 g% ainsi que pour
5et6g%.

Expression des resultats

Pour chaque experience de ce type nous avons determine le poids frais de tout
explantat qui avait prolifere ainsi que le poids sec de l'ensemble de ces fragments.
Dans certains cas nous avons egalement pratique des dosages d'azote total et d'azote

1 Voir technique de culture, p. 16.
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proteique ä partir du materiel seche. Nous avons groupe les resultats de plusieurs
experiences puisqu'elles etaient comparables pour en faire des moyennes. Certains
tableaux ou graphiques coriespondent done ä une experience donnee ou ä plusieurs.x)

2. Action du glucose sur des tissus de Crown-gall de Scorsonere cultives ä la lumiere et
ä l'obscurite.

Principe

Nous voulions realiser une deuxieme serie d'experiences semblables aux pre-
cedentes mais plus particulierement en vue d'etablir des comparaisons avec les resultats
obtenus au moyen de tissus chlorophylliens de Carotte. Nous avons done utilise des

tissus provenant d'une souche de Crown-gall de Scorsonere. 11 s'agissait de cultiver
des explantats sur des milieux glucoses de 1 ä 6 g %, ä la lumiere et ä l'obscurite.

Mode operatoire

Chaque experience se deroulait de la meme fagon que celles que nous avons
entreprises avec des tissus de Carotte. Pour chaque concentration de glucose nous

preparions 24 tubes de culture selon les techniques habituelles, en disposant des

explantats calibres de tissus sur le milieu de culture solide. Ces tubes etaient aussi

repartis en deux lots dont l'un etait place entre deux tubes lumineux pendant 14 heures

par jour et l'autre dans des boites obscures, sur des rayons de la chambre climatisee

k 23°C.

Apres avoir obtenu les premiers resultats et pour des raisons que nous preciserons

plus loin, nous avons ete oblige de modifier legerement la taille et le poids des explantats.

Nous avons done decoupe dans les colonies initiales des fragments de 7 mm de

cote au lieu de 6 mm.
Tous les explantats qui avaient prolifere etaient peses separement puis tous ceux

d'un lot2) etaient reunis et desseches au four ä 97°C pour pouvoir ensuite determiner
leur poids sec.

Nous avons repete 4 fois cette experience afin d'en verifier les resultats. La
culture a dure pour la premiere 54 jours et pour les suivantes 45, 31 et 35 jours,
(exp. A 210-214).

3. Croissance comparee d'une souche carotenogene et d'une souche chlorophylienne de

tissus de Carotte.

1 Une analyse graphique des resultats individuels d'une experience a ete soumise ä

MIle V. Uehlinger, Dr es sc., statisticienne, que nous remercions ici vivement. La dispersion des resultats
itait suffisamment faible pour qu'il ne soit pas necessaire d'appliquer un test particulierpour toutes les

experiences, dont les resultats exprimes par des moyennes sont significatifs.
2 C'est-ä-dire ceux qui correspondaient ä une meme dose de glucose cultives soit ä la lumiere

soit ä l'obscurite.
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Premiere experience. Principe

Estimant que les colonies d'une souche carotenogene de tissu cambial de Carotte
(souche d'Eichenberger) etaient assez semblables aux colonies d'une souche verte que
nous utilisions, nous avons decide d'en comparer la croissance.

Nous avons fait un essai preliminaire qui consistait ä comparer le poids frais et le

poids sec de ces deux types de colonies. Comme il est assez difficile d'obtenir des

explantats calibres de tissus provenant de la souche carotenogene, soit parce qu'elles
sont souvent necrosees soit parce que les colonies sont un peu granuleuses, nous ne

pensions pas utiliser ces tissus pour des experiences quantitatives. Iis avaient par
ailleurs une proliferation relativement lente, ce qui n'est pas non plus sans rendre leur
emploi mal commode. Cependant, en vue de determiner la teneur en pigments de ces

tissus [52], nous avons dü repiquer la souche assez frequemment pendant ä peu

pres deux ans. Cela nous a permis d'obtenir des colonies plus compactes et moins

granuleuses. Nous n'avons fait que comparer, pour commencer, deux series d'explan-
tats. Pour les raisons que nous venons d'indiquer, nous ne disposions par au moment
voulu des deux souches pretes ä etre repiquees simultanement. C'est pourquoi nous

avons pese un certain nombre de fragments qui n'avaient pas le meme age mais qui
avaient atteint le volume maximum, c'est ä dire les parois du tube de culture.

Conditions experimentales

Milieu de culture: milieu de Heller solidifie par de la gelose (1 %).

Concentration de glucose: 5 %

Age des colonies :souche chlorophylienne: 57 jours
souche carotenogene: 77 jours

Les colonies etaient placees dans la chambre climatisee ä 23° C. Une moitie des

explantats de chaque souche etait cultivee ä la lumiere, l'autre etait maintenue ä

l'obscurite.

Deuxieme experience. Principe.

Nous avons ensuite realise l'experience suivante: A partir de chacune des deux

souches, trois groupes de 24 explantats ont ete prepares pour etre cultives en

presence de trois concentrations de glucose (3; 5; 6 g %) en vue de comparer le poids
frais et le poids sec de colonies de meme age.

Conditions experimentales

Milieu de culture: milieu de Heller solidifie par de la gelose (1 %).

Concentration de glucose: 3; 5; 6 g %.

Age de colonies: 58 jours.
Les tissus ont ete cultives en chambre climatisee ä 23°C selon les techniques

decrites. Un lot de 12 explantats pour chaque condition etait place ä la lumiere et un
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autre etait maintenu simultanement ä l'obscurite. II y avait done deux series de 36

tubes, pour cette experience.

4. Photosynthese d'une souche tissulaire de Carotte.

Principe

Afin de determiner le role de la lumiere sur les tissus chlorophylliens, nous avons
tente de mesurer l'intensite de leur photosynthese. Ces experiences ont ete accom-
pagnees d'une etude sur le comportement des tissus dans le milieu fortement alcalin
oil s'effectue la mesure. Nous avons en outre fait des dosages de chlorophylle de ces

memes tissus.

a) Dosage des chlorophylles

Nous avons dose les chlorophylles a et b des colonies de tissu cambial de Carotte

exposees ä la lumiere et cultivees dans les conditions decrites anterieurement [voir p.
15]. Les dosages n'ont pas ete effectues sur les tissus qui ont servi ä realiser d'autres
experiences car le prelevement d'une partie aliquote n'est pas possible mais sur ceux
dont nous entretenions regulierement la souche. Nous avons fait des dosages ä partir
de colonies d'äge variable issues soit d'un meme repiquage soit de repiqauges differents.
Nous n'avons pas recherche ä etablir systematiquement une correspondance entre la
production de chlorophylle et l'äge des colonies mais plutöt la composition pigmen-
taire des tissus ä la fin de nos experiences.

b) Effet d'un milieu de culture alcalin

Principe

Nous avons explique les raisons qui nous ont incite ä etudier l'effet d'un milieu
fortement alcalin sur la croissance des tissus. Nous avons compare la croissance de

colonies tissulaires de Carotte chlorophylliennes sur un milieu normal d'une part et

tamponne d'autre part ä un pH eleve. Nous avons done decide d'incorporer au
milieu de culture habituel le melange tampon que nous avons utilise pour effectuer nos
premieres mesures de photosynthese ä l'appareil de Warburg.

Mode operatoire

Au milieu de culture de Gautheret (milieu d'entretien, glucose 2 %), nous avons
ajoute la quantite convenable de melange tampon. Ce dernier etait sterilise ä part et

ajoute aseptiquement ä la solution gelosee pendant son refroidissement apres la
sterilisation ä l'autoclave.

Nous avons constate que si le melange tampon etait incorpore au milieu avant
le passage ä l'autoclave, l'effet combine d'un pH et d'une temperature elevee deter-
minait l'hydrolyse du glucose. II fallait done proceder k une sterilisation separee
de la solution nutritive et du melange tampon, puis ajouter ce dernier aseptiquement
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pendant que le milieu de culture etait encore liquide. L'adjonction du melange
modihait quelque peu l'equilibre ionique du milieu mais nous ne l'avons pas adapte
en consequence.

Le melange tampon que nous avons utilise etait le suivant:

K2C03 2,5 mMole/1.
NaHC03 9,75 mMole/1.

Une solution concentree etait preparee et sterilisee ä 120°C pendant 20 min.
puis ajoutee ä raison de 10 ml par litre de milieu. Le milieu-temoin etait simplement
preleve sur la solution nutritive aussitot qu'elle etait sortie de l'autoclave apres une
sterilisation de 20 minutes ä 115°C.

Le pH du melange tampon etait de 9,1; celui du milieu tamponne etait de 8,67 ä

34°C.

Les explantats ont 6te prepares selon la technique habituelle et ont ete laisses

39 jours ä la lumiere diffuse. Nous avons ensuite determine le poids frais de chaque
explantat qui avait prolifere et le poids sec de l'ensemble de ceux-ci pour chaque
condition.

c) Mesures de la photosynthese.

Principe.

Nous voulions estimer la valeur des echanges gazeux des tissus de Carotte places
dans les conditions de mesure de la photosynthese. Nous avons applique la methode
directe de Warburg avec l'appareillage adequat dejä decrit [voir p. 24], et avons
mesure la consommation d'oxygene au cours de deux periodes obscures encadrant

une periode eclairee.

Mode operatoire.

Nous avons realise 15 essais differents dont seuls quelques-uns nous ont fourni
des resultats favorables et que nous donnerons plus loin.

Les experiences n'etaient pas chaque fois identiques, c'est pourquoi nous en

indiquons sommairement le plan.
Le premier essai (B 110) a ete fait de la maniere suivante:

Une colonie etait coupee au microtome ä main en tranches de Yi mm d'epaisseur
environ. Ces tranches etaient lavees ä l'eau distillee plusieurs fois puis laissees immer-

gees une nuit et rincee finalement une k deux fois. Nous pesions apres essorage delicat
300 mg de tissus que nous plongions dans 2,7 ml de solution tampon d'Emerson-
Chalmers [14]: K2C03/NaHC03 0,1 M.

Pour les deux experiences suivantes (B 111 et 112) nous avons double le volume
du milieu dans lequel s'effectue la mesure. Nous avons depose dans deux holes 500 mg
et dans deux autres 1000 mg de tissus decoupes en tranches. Nous avons aussi intro-
duit dans une hole une colonie entiere.



36 d£veloppement des tissus veg£taux cultives in vitro dans ses rapports

Au cours d'une autre experience (B 113) nous avons egalement decoupe des

colonies en tranches que nous avons ensuite lavees dans une solution de tampon
phosphate avant de les mettre dans le tampon carbonate-bicarbonate.

Estimant que le volume du milieu dans lequel s'effectuent les mesures n'etait
pas süffisant, nous l'avons porte d'abord de 3 ä 6 ml puis pour les trois experiences
suivantes ä 12 ml. (B113, 114, 115). Nous avons aussi reduit le temps de lavage des

tissus ä deux heures.

Par consequent, ä partir de la sixieme experience (B116), nous avons utilise
uniquement des colonies entieres de plus de 1 g, ägees environ d'au moins 44 jours.
Le volume total de liquide par hole etait de 15 ml. Considerant que les manipulations
de decoupage et de lavage ne permettaient pas de rendre compte de l'acte physiolo-
gique global accompli par des tissus intacts, nous y avons renonce.

Par la suite ,nous avons change la composition du melange-tampon car en nous
basant sur les travaux de Heller [33], nous avons constate que la solution que nous
utilisions avait une concentration en ions K+ et Na+ trop elevee. Nous avons realise
diverses solutions que nous avons melangees dans des proportions differentes. Nous
avons ensuite effectue des mesures de pH (Voir tableau 1).

Pour la septieme experience (B 117), nous avons utilise deux colonies entieres
de 0,342 et 0,506 g immergees dans le melange de Stauffer (Na2C03 — NaHCOj
0,1 M, dans les proportions 5:95).

Au cours d'une autre experience, (B 119) nous avons essaye les trois solutions
tampon suivantes:

a) Solution de Pratt modifiee KHC03 — NaHC03 (no. 5)

b) Solution d'Emerson-Chalmers modifiee K2C03 — NaHC03 (no. 6)

c) Solution dc Stauffer modifiee Na2C03 — NaHC03 (no. 4).

Nous avons egalement tente d'obtenir des solutions dont le pH soit moins
clove. Nous y sommes parvenu en ajoutant ä celles-ci un agent chelateur sous la forme
du sei de Sodium d'ethylene diamine tetracetique (EDTA).

Pour l'experience B 120, nous avons prepare les milieux de mesure suivants:

a) Solution tampon K2C03 0,138 g/1 pH 6,14

NaHC03 0,823 g/1

Solution nutritive glucosee a 2 %
Solution d'EDTA 100 cc d'une solution 0,1 M

b) Solution tampon idem
Solution d'EDTA idem

pH 6,72 (no. 7)

c) Solution tampon idem pH 8,50

Nous avons immerge 4 colonies dans des fioles contenant du milieu a) et 3

colonies dans d'autres, contenant du milieu b) et c), pour faire des mesures ä l'appareil
de Warburg.
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Nous avons encore repete cette experience en y apportant quelques modifications
(B121). Nous avons utilise les solutions n°7 avecdes proportions un peu differentes qui
avaient un pH de 7,50 et 6,04 respectivment, ainsi que la meme sulution sans EDTA.

Enfin, pour les trois dernieres experiences, nous avons utilise le melange tampon
d'Emerson-Chalmers K2C03 — NaHC03 0,1 M, sol. n° 3 avec ou sans glucose.
Le pH etait de 8,65 ä 8,75. Dans certains cas nous avons ajoute en outre quelques
ml de solution minerale de Hi Her.

En faisant cette serie d'experiences nous avons done place les tissus dans des

conditions tres differentes en vue de trouver lesquelles seraient les plus favorables

pour realiser des mesures de photosynthese.

Tableau 1

Melanges tampons utilises pour les mesures de photosynthese

Melange et emploi Constituants, proportions et molarity pH

l. Melange de Pratt (58) KHC03 0,035 M
NaHC03 0,065 M

2. Melange de Stauffer (64) NaaC03 0,1 M 10

NaHC03 0,1 M 90

3. Melange de Emerson et k2co3 0,1 M 15 30 m/Mole K/l
Chalmers (14) 8,75

Exp. B 110 ä B 116 et NaHC03 0,1 M 85 85 m/Mole Na/1 J

B 123 ä B 125

4. Melange de Stauffer modifie Na,COa 0,01 M 5 1 m/Mole Na/ll
Exp. B 117 et B 119 NaHCOa 0,01 M 95 9,5 m/Mole Na/1 J 8,35

5. Melange de Pratt modifie khco3 0,0035 M 9 3,15 m/Mole K/l 1

Exp. B 119 NaHCOs 0,0065 M 1 0,065 m/Mole Na/1 j 8,00

6. Melange d'Emerson-Chalmers k2co3 0,05 M 2,5 2,5 m/Mole K/l ")

modifie 8,85

Exp. B. 119 NaHC03 0,01 M 97,5 9,75 m/Mole Na/1 J

7. Melange d'Emerson-Chalmers k2co3 0,05 2 m/Mole K/l v

Modifie + EDTA NaHC03 0,01 M 9,8 m/Mole Na/1 I 6,72
Exp. B 120 EDTA 0,01 M J

8. Melange d'Emerson-Chalmers k2co3 0,25 M 10 m/Mole K/l 1

modifie + EDTA NaHCOa 0,01 M 9,8 m/Mole Na/1 J 9,47 > 7,50
Exp. D 121 EDTA 0,05 J

9. Melange d'Emerson-Chalmers k2co3 0,05 M 2 m/Mole K/l 1
")

modifie +- EDTA NaHC03 0,005 M 4,9 m/Mole Na/1 J 10,07 16,04
Exp. B 121 EDTA 0,3 M J

5. Respiration de deux souches tissulaires de Carotte.

Principe

Des colonies vertes et etiolees de la souche de tissu cambial de Carotte que nous
cultivons ont ete placees dans les conditions de mesure adequate afin d'en determiner
la respiration au moyen de l'appareil de Warburg et selon la methode directe.
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Mode operatoire.

Les colonies etaient choisies specialement avant d'etre pesees. Nous ne prenions

que celles qui s'etaient developpees regulierement sur toutes les faces de l'explantat.
Les tissus etioles provenaient d'une souche chlorophyllienne ä l'origine mais

dont les explantats ont ete constamment ä l'obscurite en chambre climatisee. Ces

tissus cultives sont blancs ou jaunätres.
Les mesures ont ete faites dans tous les cas d'apres la technique que nous avons

adoptee (voir p. 23), Elles ont ete repetees ä 8 reprises.
Dans chaque cas nous prenions soin de verifier le pH du milieu dans les holes

au debut et ä la fin des experiences ahn de verifier si les resultats etaient exacts. En
efTet, le mouvement d'agitation auquel les holes sont soumises dans le bain thermo-
statique peut faire passer un peu de potasse de la tubulure ad hoc dans le liquide de

la hole, ce qui fausse completement les phenomenes respiratoires mesures.
Les lectures qui etaient faites sur les manometres nous permettaient d'apprecier

la consommation d'oxygene des colonies des deux souches considerees et de la

comparer ä celle des tissus places dans d'autres conditions pour l'etude de la photo-
synthese.

6. Consommation de glucose d'une souche tissulaire chlorophylienne de Carotte.

Principe

Nous voulions suivre la consommation de glucose des colonies que nous utili-
sions pour nos premieres experiences sur la croissance. Pour cela il etait necessaire

de cultiver ces tissus sur un milieu liquide et de proceder au dosage du sucre residuel.

Pour completer ces resultats que nous attendions, nous avons egalement entrepris
le dosage des glucides solubles des colonies. Cela devait nous permettre de preciser
d'une part la consommation de glucose et d'autre part la composition glucidique
intratissulaire en fonction du sucre fourni, de la lumiere et de l'obscurite.

Mode operatoire

Nous avons prepare un milieu de culture de Heller liquide avec les
concentrations de glucose suivantes: 1, 2, 3, 4, 5, 6%. Nous avons realise un essai prelimi-
naire en ajoutant 2 et 3 g % de glucose au milieu mineral.

Des explantats calibres etaient prepares ä partir de la souche chlorophylienne
de tissu cambial habituelle.

II fallait introduire dans les tubes de culture, avant de les steriliser, un support
en papier-hltre pour maintenir les fragments au bon niveau.

Pour chaque dose de glucose nous preparions 24 tubes repartis en deux lots

egaux dont l'un etait expose ä la lumiere et l'autre ä l'obscurite dans la chambre
climatisee ä 23° C.
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La culture a dure 43 jours apres quoi nous avons determine le poids frais de

chaque explantat qui avait prolifere. Ces derniers etaient ensuite stabilises.
Le milieu de culture reste dans les tubes etait repris, son volume mesure et complete

ä la valeur initiale .Les dosages etaient alors immediatement entrepris et nous
obtenions la valeur du glucose residuel par unite de volume correspondant ä une
co'onie. Par difference avec le poids de sucre fourni initialement, nous connaissions
la valeur du glucose disparu done consomme par les tissus. Nous avons ainsi procede
a 12 dosages.

Par la suite, nous avons fait des extractions et des dosages des glucides solubles
des explantats selon la methode indiquee plus haut. Cette methode permet done
d'obtenir le poids de glucose, de saccharose et de fructose. La totalite des tissus
recoltes correspondant ä une dose de glucose etait utilisee pour chaque dosage. II
s'est trouve que pour les faibles doses de glucose fournies aux tissus, la limite de

sensibilite de la methode etait atteinte lorsque nous disposions de moins de 10 g de

matiere fraiche. Nous avons du recourir dans certains cas ä un microdosage selon

la methode de Bertrand.

Annexe

Effet d'une temperature differente sur les colonies de tissus de Carotte
cultivees ä la lumiere et ä l'obscurite.

Principe

Pour toutes nos experiences nous avons maintenu la temperature constante
ahn de ne pas introduire une variable supplemental. Toutefois nous voulions savoir
si l'effet d'une temperature elevee pouvait etre nefaste pour des colonies cultivees
ä la lumiere.

Mode operatoire

Nous avons prepare des explantats selon la methode classique que nous avons
places sur le milieu de culture habituel. Le glucose etait fourni en doses croissantes

allant de 0,25 g % k 6 g %. Pour chaque concentration de glucose nous avons

prepare deux lots de 12 tubes. L'un etait dispose ä la lumiere dans une cabine climatisee
k 31° C, l'autre etait mis ä l'obscurite dans une autre cabine dont la temperature
etait reglee ä 26° C. Nous avons determine le poids frais et le poids sec apres 79 jours
de culture dans ces conditions.

Chapitre V — RESULTATS

A. SOUCHE CHLOROPHYLLIENNE DE TISSU CAMBIAL DE CAROTTE.

Röle de la concentration du sucre offert aux tissus

Consideration preliminaire.
Pour les tissus cultives ä la lumiere on constate, si l'on choisit comme critere
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