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Influence reciproque de quelques
substances de croissance dans la

culture de tissu de topinambour

(Helianthus tuberosus L. var. Violet).
I. Le comportament du milieu de

culture.

Z. Kulescha

Botanisch Laboratorium, Leiden

SUMMARY

The influence of explants from tubers of Jerusalem artichoke on the culture medium was

studied.

Growth substances: indolyl-3-acetic acid (IAA), 2,4-dichlorophenoxyacetic-acid (2,4-D)

and naphthoxyacetic acid (NoxAA) rapidly disappearedfrom the medium as was shown in the

ether extraction.

When labelled IAA was introduced it appeared that a long extraction period with ether

(48h) is necessary. IAA-1- 14C decarboxylated more rapidly than IAA-2- 14 C. Thus all experi-

ments were done with IAA-2-'4 C.

The culturing procedure was standardized: 30 ml medium (minerals of Heller, 2% glucose,

0.8% agar) containing 10 ppm IAA and about 1.2 xlO
6

cpm IAA-2-
I4

C was used. Three

cylindrical pieces of Jerusalem artichoke weighing each 160-180 mg were transferred to the

medium. A device was made to avoid
t4

CQ 2 losses. The disappearance of IAA from the

medium was followed during 10 days. During the first 5 days the pH of the medium increased

from 4.5 to 6.5. The IAA content decreased and this decrease continued and reached 50%

after 10 days. This probably explains why the tissue can be transferred, after 10 days, to a

medium without auxin and can continue its development. The decarboxylation of IAA,

naturally taking place, is much (10 x) enhanced by the tissue. The problemnow is, whether the

tissue enhances the decarboxylation in the medium, or whether the tissue absorbs the intact

IAA and secretes the decarboxylated product into the medium.

1. INTRODUCTION

Depuis que les cultures des tissus végétaux ont été réalisées on a continuelle-

ment cherché à améliorerleur développement. Write (1939), Gautheret (1959),

Heller (1953), Murashige & Skoog (1962) ont essayé de réaliser des milieux

qui permettent d’obtenirune croissance optimale. L’action du tissu sur le milieu

de culture a été beaucoup moins étudiée. Seules les sécrétions de quelques enzy-

mes ont fait l’object de plusieurs publications: Nickell & Brakke (1954),

Karstens & De Meester-Manger Cats (1960), Jaspars & Veldstra (1965),
mais peu de travaux ont été réalisés sur l’utilisationpar les tissus de divers com-

posés du milieu durant les premiers jours qui suivent la mise en culture.

En utilisantdes fragments de tubercule de Carotte, Heller (1956) a constaté

que la teneur en phosphate du milieu diminuait de 56% après 19 jours de cul-
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Après avoir réalisé une combinaison de diverses substances de division

Jablonski & Skoog (1954) conclurent que l’acide (3 indolyl-acétique devait

toujours être présent dans le milieupour obtenir une croissance du tissu.

En étudiant l’ordre d’action de l’acide indolyl-3-acétique et de la kinétine,

Nitsch & Bui Dang Ha (1966) constatèrent qu’après 2 jours le tissu de Tabac

avait absorbé suffisammentde kinétine mais pas assez d’acide indolyl-3-acétique

pour permettre un développement complet.

Les fragments de rhizome de Topinambour ne peuvent se développer in vitro

en absence d’auxine du type acide indolyl-acétique (AIA), acide naphthyl acéti-

que (ANA), acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D), acide naphthoxyacéti-

que (ANoxA) ou autre. Mais, en étudiant la rhizogenèse de ces tissus Gauthe-

ret (1966) constata qu’il n’est pas indispensable que l’ANA soit présent pen-

dant toute la duréede la culture. Si après 5 ou 10jours il transférait les fragments

sur un milieu dépourvu de cette substance le développement continuait. Cette

observation suggère que les tissus en 5 à 10 jours absorbent suffisamment

d’ANA pour leur développement.

La disparition de l'AIA au cours de la culture des Bryophytes a été observée

par Schneideret al. (1967). En 14 jours 95% de cet AIA avait disparu du milieu.

Collet (1968) de son côté constata avec des cultures de racines de Pois une

disparition beaucoup plus rapide. Après 8 heures presque tout l’AIA était ab-

sorbé par les racines, et un produit de décarboxylation étaitapparu.

J’ai entrepris ce travail dans le but d’étudier la disparition et la dégradation

des substances de croissance dans le milieu, sous l’influence des colonies tissu-

laires provenant du rhizome de Topinambour.

2. MATERIEL ET METHODES

Les tubercules de Topinambour (Helianthus tuberosus L. var. Violet) furent

cultivés à Voorhoutà l’annexe du jardin botanique de l’Université de Leiden.

L’Avoine utilisée pour le test Avoine fut Hull-less Oats var. Brighton fournie

gracieusement par Canadian Agricultural Expérimental Farm Scott Saskatche-

wan (Can.). Les milieux ont une composition simple : macro- et microéléments

de la solution de Heller (1953), 2% de glucose, 0,8% de gélose (Noble Difco)

et une auxine telle que 2,4-D., AIA ou ANoxA. La concentration de ces sub-

stances est de l’ordre de 10~
5

g/ml. Les milieux dont le volume est 10 ml par

segment ensemencé, sont stérilisés à 110°C pendant 20 minutes.

La surface du segment ensemencé ayant une grande importance sur la crois-

sance, tous les fragments ont une forme cylindrique de 4,8 mm de diamètreet de

15 mm de hauteur; leur poids est à peu près entre 160 et 180 mg.

Une comparaison a été faite entre les extraits éthérés de milieux ayant ou non

reçu un fragment tissulaire. Cette comparaison a été poursuivie pendant quel-

ques jours.

ture. Par contre Goris (comm. personnelle) ne commença à observer une dimi-

nution sensible du sucre qu’en fin de culture. Généralementon s’arrange pour

que les composants du milieuse trouvent en excès.
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Les auxines sont extraites du milieu, par de l’étherpurifié, pendant 7 heures en

changeant le solvant 4 ou 5 fois. Après réduction du volume de l’éther, l’extrait

était chromatographié sur papier (Whatman nr. 1) avec de l’isopropanol :

ammoniaque: eau (10:1:1). La zone correspondant à ces substances est éluée

par un mélange alcool: eau (9:1) selon Kaper (1958) et examinée par spectro-

photométrie (Beekman DB): chaque auxine ayant une courbe très spécifique

dans l’ultraviolet(entre 320 et 220 nm). {fig. 1).
Parallèlementles extraits du chromatogramme ont été dosés par un test bio-

logique (Sirois 1966): les graines sont mises à germer pendant 72 heures à une

température de 25 °C et à l’obscurité jusqu’à ce que les coléoptiles aient une

longueur de 18 à 20 mm. A 3 mm en dessous de leur pointe on découpe du

coléoptile des segments de 4 mm. Ce sont ces segments qui sont utilisés pour le

dosage.
Etant donné que l’AIA est considéré comme une substance de croissance na-

turelle, la plupart des recherches ont été faites avec cette auxine et afin d’obtenir

plus de précision, nous avons utilisé de l’AIA marqué au
14

C.

L’acide (3 indolyl-acétique marqué dans le carboxyle (AIA-1- 14C) (activité

spécifique 25,6 mCi/mM) et l’acide (3 indolyl-acétique marqué dans le groupe

méthyle (AIA-2- 14Q (activité spécifique 42,5 mCi/mM) ont été fournis par

Amersham (Grande-Bretagne) dans une solution de benzène acétone (9:1). La

Fig. 1. Courbes obtenues par spectrophotométrie dans l’UV du Beckman DB.
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chromatographie de ces substances montre que 100% de l’activité de l’AIA-1-

14C et 93 % de celle de l’AIA-2-
14

C se trouvent localisé sur la tache spécifique de

l’AIA.

L’AIA-2-14C à été purifié avant usage selon la méthode de Larsen (1955). Les

impuretés passent dans la fraction neutre et l’AIA-2-
14

C dans la fraction acide.

L’AIA-2-l4C est repris par une solution de benzène: acétone. Si l’on garde

cette solution plus de 10 jours une impureté réapparaît ce qui semble indiquer

que cette impureté est un produit dt dégradation de l’AIA-2- 14
C.

Lorsqu’on chromatographie l’AIA-2- 14C ainsi dégradé avec différents sol-

vants (isopropanol: ammoniaque: eau = 10:1:1; acétate d’éthyl: méthanol:

diéthylamine = 45:35:20 ou acétate de méthyl: isopropanol: ammoniaque =

70:20:5) le Rf est toujours 0.85-1.0. Afin d’éviter que le
I4

C0
2 ne se dégage

dans l’atmosphère, un dispositif permet son absorption par du KOH (fig. 2).
Au cours de la stérilisation, l’AIA-l- 14C dégage une quantité de

14
CO

z en-

viron 300 fois plus élevée que celle dégagée par l’AIA-2-
14

C. Ce n’est que lors

du développement des cultures et durant quelques jours que la quantité de

14C0
2

devient plus importante, mais elle reste insignifiante par rapport à la

quantité de AIA-2- 14C utilisée.

Pour normaliser les expériences, 3 fragments de tissus de 160 à 180 mg sont

ensemencés sur 30 ml de milieu gélosé dont la composition a été décrite plus

haut. La concentration de l’AIA est de l’ordre de 10~ 5g/ml et correspond dans

la majeure partie des expériences à 1,200,000dpm (désintégrations par minute) de

l’AIA-2-
14C.

Une solution de 25 % de KOH, 0.5 ml environ, est introduitedans le support.

A la fin de l’expérience la solution de KOH est diluéejusqu’à un volume final de

15 ml afin d’obtenir une concentration voisine de 1.5 à 1 %. De cette dilution

Fig. 2. Dispositif utilisé afin

de normaliser la culture de

tissu de Topinambour en

présence d'AIA marqué.
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0.5 ou 1 ml est introduite dans une fiole de comptage, le liquide de scintillation

est ajouté (dioxane, naphthalène, PPO) ainsi que de l’aérosil (fourni gracieuse-

ment par la Maison NETHE). On procède au comptage dans un compteur à

scintillation liquide (Nuclear Chicago Mark I.).

Afin de doser la quantité totale de radioactivité contenu dans le milieu de

culture, celui-ci est liquéfié et 0.5 ml est utilisé pour la détermination.

Les substances radioactives contenues dans le milieu sont extraites parl’éther.

Ensuite on liquéfie de nouveau le milieuafin de doser la quantité de dpm qui n’a

pas été extraite.

L’extrait éthéré est évaporé à sec sous un courant d’azote à la température
ambiante.Le résidu est repris par un mélange de benzène-acétone. C’est à par-

tir de cette solution que les chromatogrammes sur couche mince et les comp-

tages sont effectués.

Le gel de silice G d’une épaisseur de 0.25 mm a été utilisé pour les chromato-

grammes sur couche mince. Le solvant est également l’isopropanol : ammonia-

que: eau (10:1:1 ). L’AIA est chromatographié en même temps. Après examen

de la plaque en lumière UV, on procède à la détermination de la radioactivité.

Pour cela le gel de silice est gratté de la plaque de verre et introduit directement

dans le liquide de scintillation (ici généralement du toluène et du PPO).

3. RESULTATS ET DISCUSSION

La dissolution des substances de croissance dans le milieu de culture montre

déjà à quel point leur stabilité semble différente. La quantité d’auxine dissoute

eut toujours 100 pg/ 10 ml de milieu, mais la quantité extraite par la méthode

mentionnée varie avec la substance utilisée. Le 2,4-D est récupéré à 100%,
l’ANoxA à 50% et l’AIAà seulement 20%. La stérilisation ne semble pas avoir

une grande influence sur les quantités récupérées après extraction.

Après la mise en culture du tissu les auxines diminuentrapidement (fig. 3).
Ces résultats ont été confermés par le test biologique.

Des résultats plus précis furent obtenus en utilisant les substances de crois-

sance marquées. Lorsque le milieu a reçu de l’AIA-l-14C, surtout après stérili-

sation, la potasse contient un nombre de dpm très élevé. Ceci prouve que la dé-

carboxylation est importante. Si l’on ajoute 750,000 dpm au milieu, après

stérilisation, on trouve 650,000 dpm dans lemilieu et 25,000dpm dans lapotasse.

Si l’on emploie de l’AIA-l-14
C, la radioactivité retrouvée dans l’extrait cor-

respond à la molécule d’AIA intacte. Mais en raison des pertes signalées nous

avons préféré utiliser l’AIA-2- 14
C, purifié préalablement. Lorsqu’il y a décar-

boxylation, la radioactivité reste dans le milieu. En dosant cette radioactivité,

on aune indicationde la partie non utiliséepar les tissus.

La même méthode d’extraction décrite plus haut, s’est avérée insuffisante. Il

fallait en effet opérer pendant 48 heures, en agitant, à température ambiante,

pour extraire 85 % de la radioactivité introduite dans le milieu. Or 40 ml d’éther

sont utilisés par 10 ml de milieu, ce qui explique peut-être les grandes pertes ob-

tenues au cours des premières expériences.
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Comme indiqué précédemment, la trame du travail était la suivante: après

une période plus ou moins longue de culture, on déterminela quantité totalede

dpm contenue dans le milieu. Ensuite on extrait ce milieupar de l’éther et en fin

d’extraction on dose le nombre de dpm non extrait. Les résultats sont résumés

dans le tableau 1.

L’examen de ce tableau montre :

1. qu’il y a toujours des pertes pendant l’extraction, mais celle-ci est indispen-

sable puisque sans elle nous n’avons aucune indication sur les produits pré-

sents dans le milieu.

2. que plus la durée de la culture est longue, plus le nombre de dpm qui restent

dans le milieuaprès extraction est élevé. Immédiatement après dissolution il

est possible d’extraire 93 % des dpm, après 3 jours 73 %, après 6 jours 49 % et

après 10jours seulement44 %.

Fig. 3. Courbes illustrant la disparition de diverses substances de croissance au cours de la

culture. En ordonnée la quantitéextraite du milieu. En abscisse durée de la culture en

jours. Les quantités ont été dosées en se servant des courbes obtenues dans TUV.

Tableau 1. Disparitionde la radioactivité du milieu aucours de la culture. Toutes les valeurs

sont exprimées en dpm x 10~4
.

Durée de la culture en jours 0 3 6 10

nombre total 123 110 94 59

quantité extraite 113 69 37 25

nombre après extraction 4 14 29
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Au cours de la culture le pH du milieu change. Au moment de la mise en cul-

ture il est de 4.5, après 3 jours de 5.8, après 5 jours de6.5. Ensuite il reste stable.

En raison du fait que durant la purification de l’AIA cette substance passe

dans le fraction acide, on pouvait supposer qu’avec un changement du pH du

milieu, l’extraction entrainerait d’autres substances.

Le tableau2 résume les résultats obtenus.

Ce tableau nous montre que le pH joue un rôle important dans l’extraction.

Plus on abaisse le pH plus l’activité extraite est importante.

Examinons maintenant les chromatogrammes de ces extraits éthérés. Sur le

chromatogramme de l’extrait témoin toute la radioactivité se trouve localisée

sur l’AIA: il n’y aurait pas eu de dégradation. Ceci semble peu probable si l’on

compare avec les données fournies à l’aide de l’AIA-l-14C.

Si le pH du milieuest ajusté à 7 le nombre de dpm contenu dans l’extrait bais-

se, mais sur le Chromatogramme 20 % de la radioactivité a le même Rf que le

produit de dégradation de l’AIA. Ceci a été contrôlé à l’aide de trois solvants.

Ce pourcentage de dégradation est quand-même insignifiant par rapport à la

radioactivité totalepuisque 20 % de 80,000 dpm = 16,000dpm, ce qui ne faitpar

rapport au total (1,140,000 dpm) que 1.5%. Le Rf de ce produit (0.85-1.0) laisse

supposer qu’il y a eu décarboxylation, mais elle est beaucoup plus faible que

lorsque l’onutilise l’AIA-l-
14

C.

En laissant reposer ce milieu témoin pendant 10jours, on observe une dégra-

dation qui peut atteindre3 % et cela sans changement de pH.

Lorsqu’un fragment est placé durant 3 jours sur ce milieu, le produit de

dégradation peut atteindre 6% du total, il est de 10% après 5 jours, et de 34%

après 10 jours.

Plusieurs auteurs ont essayé d’identifierce produit. Pilet (1966) suppose que

c’est du scatol. Morris et al. (1969) suggèrent la présence d’aldéhyde indolyl-3-

acétique mais jusqu’à présent je n’ai pu identifier ni l’une ni l’autre de ces sub-

stances.

Une dégradation en methoxyindolyl est encore possible. Collet (1968) a

extrait de grandes quantités d’un produit semblable du milieude culture de ra-

cines de Pois même lorsque le pH était de 2.5.

Comparons maintenant ces résultats avec les observations de Gautheret

Tableau 2. Extraction de la radioactivité du milieu après modification du pH. Toutes les

valeurs sont exprimées en dpm x 10“*.

Durée de la culture en jours 0 3 5 10

nombre total 114 88 77 49

extraction par l’éther sans modification

du pH 81 68 51 17

nombre après extraction 11 14 26 29

extraction à pH 7 8 7 6 2

nombre après extraction 102 70 75 41

extraction à pH 3-4 81 70 67 30

résidu dans milieu après extraction 11 6 9 12
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(1966) où il constate qu’en 5 à 10 jours les tissus de Topinambour peuvent ab-

sorber suffisamment d’ANA pour continuer leur développement en absence de

cette substance. La disparition de la radioactivité du milieu est de 18% après
3 jours, 30% après 6 jours et 50% après 10jours. La radioactivité dans le KOH

est insignifiante par rapport à la quantité totale. On peut donc supposer que tout

cet AIA-2-
14

C a été absorbé par le tissu. D’après Nitsch & But DangHo (1967)

la quantité absorbée en deux jours serait insignifiante mais en 5 jours elle de-

viendrait importante.

Les recherches de Gautheret ont été faites avec l’ANA et l’étude poursuivie

ici avec l’AIA. Si l’on compare la rapide disparition de substances très différen-

tes comme le 2,4-D. et l’ANoxA on peut supposer que ce procédé est général.
Un autre fait est à constater: l’augmentation du produit de dégradation. J’avais

déjà signalé sa formationspontanée. Mais sa quantité reste alors sensiblement

inférieureà celle en présence de la culture. Il est probable que le tissu absorbe

seulement la molécule intacte de l’AIA ce qui augmenterait le pourcentage de la

molécule dégradée mais ceci n’explique pas la valeur élevée obtenue après 10

jours de culture.

Deux autres hypothèses peuvent être émises :

1. le tissu accélère la dégradation de l’AIA dans le milieu

2. le tissu absorbe l’AIA et sécrète le produit dégradé

Dans une prochaine publication j’espère pouvoir apporter une réponse à ce

problème.
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