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RESUME

Les cals hétérotrophiques de haricot (Phaseolus vuigans L) sont
obtenus, en conditions axéniques, a partir de culture de menstémes
caulinaires et racinaires sur le milieu nutritif de Murashige et Skoog (MS,
1962) complet solige contenant une auxine (2,4-D) et une cytokinine
(Kinétine) a différentes concentrations molaires. Des cals a croissance
optimale ont été obtenus a partir d'explants de méristémes caulinaires
cultivés en présence du 2,4-D a 10° M et de la kinétine 4 10° M.

Le norflurazon 4-chloro-5-méthyl-amino-2-trifluoro-méthyl-phény! 3 —
(2 H) pyridazinone provoque chez les cals hétérotrophiques de haricot, une
diminution du poids de la matiére végétale fraiche, du poids de la matiere
végeétale seche et de la teneur en protéines totales en fonction des doses
appliquées. Le norflurazon est un herbicide qui agit fortement sur la
croissance des cals de haricot.

Mots clés : milieu MS, cals, haricot, croissance, norflurazon.
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ABSTRACT

The -heterotrophic callus of bean (Phaseolus vulgaris L.) are
produced, under aseptic conditions, from stem and root explants cultivated
on complete and solid Murashige-Skoog (MS,1962) medium supplemented
with different levels of auxin (2.4-D) and cytokinin (kinetin). The optimum
growth of callus have been obtained from stem explants cultivated on MS
medium with 10° M 2 4-D and 10° M kinetin.

The norflurazon 4-chloro-5-methyi-amino-2-trifluoro-methyl-phenyl 3
- (2 H) pyridazinone causes in heterotrophic callus of bean a diminution of
the fresh weight, the dry weight and the total proteins content in terms of the
herbicid dose. The norflurazon is an herbicid wich affect strongly the growth
of bean callus.

Key words : MS medium, callus, bean, growth, norflurazon
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1. INTRODUCTION

Les progrés spectaculaires réalisés depuis la seconde guerre
mondiale dans les domaines de la physiologie vegétale et de la génétique
sont pour beaucoup dans le développement des techniques de pointe
appliquées a l'agriculture, Les cultures in vitro et hors sol notamment ont su
apporter des réponses irremplagables aux pressantes exigences de qualité
et de rentabilité de [‘économie agricole L'amélioration sanitaire des
conditions de culture et des vegétaux, ainsi que les possibilités de
multiphication végétative s'en sont trouvées considérablement augmentées,
bouleversant en quelques années certains aspects de la production agricole.

Les régulateurs de croissance saont a la base de toute manipulation in
vitro. En effet, les hormones jouent un role fendamental dans le contrdle de
fa multiplication et de la différenciation cellulaire, dans le controle de
I'organogenése et de la croissance des plantes. Leur action est finement
modulée par leur concentration. Les combinaisons d'auxines et de
cytokinines se sont révélées étre necessaires pour une induction et une
prolifération optimale des cals (LAPICHINO et al, 1991 ; NAWA ET OHTANI,
1992), massifs cellulaires inorganisés a caractére meéristématique se divisant
activement.

Les herbicides ou produits désherbants sont des substances
chimiques couramment utilisées en agriculture pour détruire les adventices
ou paralyser leur développement.

Les adventices (souvent qualifiées de mauvaises herbes) entrent en
compétition avec les plantes cultivées pour I'eau, les éléments minéraux,
I'espace, le dioxyde de carbone. ainsi que pour la lumiére, ce qui diminue
considérablement |a qualité et la quantité des récoltes. Ainsi, I'introduction
des herbicides dans la pratique agricole contribue a assurer une meilleure
rentabilité des cultures. Néanmoins, pour protéger d'une maniére efficace
une culture contre diverses adventices, un herbicide doit étre capable
d'eliminer les adventices sans porter préjudice aux plantes cultivees
(FREYSSINET, 1890). Parmi les nombreux travaux réalisés sur le mode
d'action des herbicides, beaucoup ont été effectués sur des plantes entiéres |
il nous a paru donc intéressant d'étudier I'effet d'un herbicide sur des cultures
de cals. Au cours de ce travail, nous nous sommes proposées d'étudier
effet du :

» 24-D et de la kinétine sur les cals produits par des méristemes
de Phaseolus vulgaris L., en recherchant la balance hormonale
qui serait a l'origine d'une caliogenése optimale.

» norflurazon sur la croissance, en mesurant le poids de la
matiére végétale fraiche, séche et la teneur en protéines totales.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1, Obtention des cals

Les graines de Phaseolus vulgans L., variété Tendergreen, sant
mises a imbiber dans de l'eau distillée pendant trois heures, puis
désinfectées dans de leau de Javel (1%) Elles sont ensuile rincées
abondamment avec de |'eau distiliee sterile La germination des graines, en
conditions axéniques, s'effectue dans des erlenmeyers contenant de la
vermiculite imbibée d'eau distillée et obturés par du coton cardé, slérilisés au
préaiable a I'autoclave pendant 20 mn & 120°C (photo 1A).

Les wvitrosemis sont ensuite placés dans une étuve a 26°C et une
photopériode de 16heures, jusqu'au stade qualre feuilles (photo 1B).
Les cals de haricol sont obtenus, en conditions axeniques, a partir de culture
de menstémes intercalaires et racinaires sur le milieu nutritif de Murashige et
Skoog (MS, 1962) cemplet gélosé (12g I'') contenant une auxine (2.4-D) et
une cytokinine (kinétine) & différentes concentrations * 10 M 107 M, 10°
M 107" M

Les explants ensemences sont placés dans une chambre de culture
a une température de 26°C et une photopériode de 16 heures. Les cals
abtenus sont repiqués tous les mois sur un milieu stérite neuf de méme
composition

Planche 1 : Germination des semences de haricot en conditions axeénigues.
A ' Mise en cuiture des graines de haricot sur vermiculite
B ' Cultures axéniques de plantules de haricot sur vermiculite
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2.2. Traitement des cals

Le norflurazon appelé également San 9789 est d'origine suisse. ||
appartient a la famille des pyridazinones; sa formule chimique est le 4-
chioro-méthyl-amino-2-trifluoro-méthyl-phényl 3 — (2 H) pyridazinone et sa
masse moléculaire est de 303,7 g. Il se présente sous forme d' une poudre
cristalline de touleur marron , sa solubilité dans l'eau est de 28 mg." a 23°C.

Le traitement a été appliqué sur des cals en phase exponentielle de
croissance. Les cals sont prélevés aseptiquement et transférés dans des
milieux identiques au milieu de culture addrtronne du norﬂurazon a différentes
concentrations molaires © 107 M, 10° M, 10° M, 10* M. Ces cais sont
maintenus en croissance pendant quatre jours dans des erienmeyers en
chambre de culture dans les mémes conditions (température de 16°C et une
photopériode de 16 heures). Au-dela de ce temps, la toxicité du produit
entraine un brunissement et 1a mortalité des cellules du cal pour I'ensemble
des traitements.

2.3. Détermination de la matiére fraiche et séche

La matiére végétale fraiche est déterminée par peseée des cals (6
individus) a 'aide d'une balance de précision,
La matiere séche est déterminée aprés une dessiccation totale des cals
pendant 48 heures dans une étuve réglée a 65°C. Les cals desséches sont
alors pesés a |'aide de la méme balance.
Le pourcentage d'eau des cals est calculé par |a différence entre les masses
fraiche et séche,

2.4. Dosage des protéines

La teneur en protéines est déterminée par la technique de Bradford
(1976).

3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Description des cals

Pour toutes les combinaisons hormonales utilisées, les cals
provenant des meéristémes caulinagires sont au départ chlorophylliens,
compacts, fermes et denses (photo 2 A).

Les cals obtenus perdent cependant, progressivement ou rapidement
leur verdissement pour devenir crémes (dits hétérotrophiques), légérement
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translucides et friables (photo 2 B). Cette dépigmentation est fonction de la
concentration en 2,4-D. En effet, les cals cultivés sur un milieu riche en
auxine (10* et 10° M) perdent leur chlorophylle aprés 10 jours de
croissance. Quant aux cals cultivés en présence des doses plus faibles en
auxine (10“i et 107 M), iis ne deviennent crémes qu'aprés le 20 jour de
croissance.

Planche 2 : Cals issus des mernstémes caulinaires de Phaseolus vulgaris L.

A | cals photomixotrophiques (verts) aprés 20 jours de culture.
B ' cals hétératrophiques (crémes) aprés 50 jours de culture.

La coloration verte des cals indique un développement des structures
chloreplastiques

(WILLIAMS et al, 1991) et la présence de chlorophylle (AID et al,
1996) Ces cals sont qualifiés alors de photomixotrophiques (Manoharan et
al, 1987, FITCH et MOORE, 1990). Le 2,4-D est une auxine de synthése
aux propriétés similaires 2 un herbicide, A fortes doses, le 2,4-D provoque
des perturbations dans le fonctionnement des membranes thylakoidales et
des changements dans la morphologie du chloroplaste (ASHTON et
CRAFTS, 1973 ; SCALLA, 1991 ; WILLIAMS et al, 1993) Par ailleurs,
I'obtention des cals héterotrophiques chez Lemna minor (FRICK, 1991) et
Acacia auriculiformis (RANGA - RAO et PRASAD, 1991) a éte reliee avec la
cancentration de la source carbonée utihsée dans le milieu nutritif. La
richesse du milieu de culture en sucre induit une synthese accrue d'amiden
dans les chloroplastes qui se transformeraient en amyloplastes

Les cals provenant des meristemes racinaires sont toujours de
couleur créme. friables et légérement translucides (photo 3)
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Planche 3 : Cals de Phaseolus vuigans L issus des ménstémes racinaires.

Aprés deux mois de croissance, sans repiquage, les cals produits a
partir des deux types de meristéemes (intercalaires et racinaires) présentent
un brunissement suivi d'un dessécnhement général de leur surface ; c'est la
phase de sénescence (photo 4) Selon RANGA - RAD et PRASAD, (1991),
le brunissement des cultures résulterait d'une accumulation excessive des
substances phéenoliques.

( 'ib l_"l'l.lu:-}

Planche 4 : Cals de Phaseolus vulgaris L. sénescents (bruns)
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R % I B .I,nductibn de la croissance des cals par les hormones

3.1.1.1. Méristémes caulinaires

Les courbes de croissance des cals produits par les meéristémes
intercalaires en fonction des concentrations hormonales présentent toutes
une allure sigmoide caractérisée par trois phases principales (Fig.1).

Une premiére phase, ou phase accélérée de croissance, couvre les
35 premiers jours pendant laquelle I'augmentation du poids de la matiére
végétale fraiche est nmportante Une deuxieme phase appelée phase de
ralentissement va jusqu'au 55°™ jour ; I'accumulation est plus lente. Enfin
une derniére phase ou phase stationnaire est marquee par une stabilisation
du poids frais. Elle se situe entre le 60°™ et le 80*™ jour de croissance.

La prolifération cellulaire et la croissance mesurée par le poids frais
sont dépendantes de Ia concentration en 2 4-D et kinétine. Les courbes de
croissance ont été regroupées en quatre lots par ordre décroissant -

Le lot A (Fig. 1A) est {ormé par les fatbies doses de 2 4-D combinées
aux fortes doses de kinétine (10°10° ; 107/10° ; 10%/10: 10710* M - 2.4-
O/Kin) © nous remarguons une forte aocumula'lon de la matiére vegétale
fraiche. Toutefois, le 2,4-D & 10° M et la kinétine & 10 M se sont révélés les
concentrations adéquates & une croissance optlmum des cals , le poids de
matiére fralche passe de 283 = 78 mg le 5°™ jour & 3480 + 135 mg le 60°™
jour de culture.

Le lot B (Fig.1B) constitué par les falbles doses de 2,4-D combinees
aux faibles doses de kinétine (10107 : 107/10° M : 2,4- DIKln) ou les fortes
doses de 2 4-D combinées aux fortes doses de kinétine (1010 ; 10%10™
M: 2.4- D/Kin): une croissance nettement plus faible est enreglstree en
présence de ces différentes concentrations hormonales. En effet, pour toutes
ces doses, le poids frais varie entre 660 £ 36 mg et 1020 + 12 mg au 60°™
jour,

Le lot C (Fig.1C) comprend les fortes doses de 2,4-D comblnées aux
faibles doses de kinétine (10/10°; 104107 ; 10%10°; 10%107 M : 2,4-
D/Kin) : l'accumulation de la matlere fralche est beaucoup plus faible pour
ces différents traitements hormonaux. Ainsi, les valeurs finales des p0|ds
frais sont comprises seulement entre 545 + 13 mg et 605 + 52 mg au 60°™
jour de culture.

Le lot D (F'Q 1D){ regroupe les combinaisons de méme rapport
molaire (10%/10°°; 107/10°
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10°/10°% ; 10*10™ ; 2,4-DIKin) : quelque soit la concentration hormonale, la
croissance est encore plus faible. En effet, le poids de matiére fraiche varie
entre 265 + 2 mg et 380 + 11mg au 60°™ jour.

Nos résultats corroborent ceux de MALIK et SAXENA, (1991) ayant
travaillé sur la méme espéce végétale et ceux de AL-KHAYRI et al, (1991 ;
1992) utilisant les cals de Spinacia olaracea L.

Le 2.4-D utiisé 2 faibles doses de I'ordre de 10° a 10° M, est
l'auxine de synthése nécessaire pour I'obtention des cals {(DAVIS et OLSON,
1993). Néanmoins, les combinaisons d'auxines (en particulier le 2,4-D) et de
cytokinines, hormones favorisant les mitoses, stimuleraient davantage la
callogenése (LAPICHINO et al, 1991 ; NAWA et OHTANI, 1892).
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Figure 1 : Effets des différentes concentrations en 2,4-D et kinétine sur
I'évolution du poids de la matiére végétale fraiche (A, B) des cals
de haricot issus des méristémes intercalaires. (Chaque point est

la moyenne de 6 mesures)
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Figure 1’ : Effets des différentes concentrations en 2,4-D et kinétine sur
I'évolution du poids de la matiere végétale fraiche (C, D) des cals
de haricot issus des méristémes intercalaires. (Chaque point est

la mayenne de 6 mesures)

3.1.1.2. lqéﬁstémes racinaires

Les courbes de croissance des cals provenant des méristémes
racinaires présentent également une allure sigmoide (Fig.2).

Seules les faibles doses en 2,4-D combinées aux fortes doses en
kinétine (10%/10°%; 10710° ; 10°%/10*; 107/10™ : 2,4-D/Kin) se sont révélées
efficaces pour |'obtention des cals mais leur croissance demeure réduite par
rapport a celle observée pour les cals issus des méristémes intercalaires.

Les autres concentrations hormonales n'ont pas d'effets sur la
callogenése. L'obtention des cals & partir des méristémes caulinaires est
généralement favorisée par un apport d'auxine exogéne a doses
relativement élevées (2,4-D de 107 & 10° M), par contre la croissance des
méristémes racinaires nécessite un apport d'auxine trés faible (MARGARA,
1989 ; AL-KHAYRI et al., 1892),
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Figure 2 : Effets des différentes concentrations en 2 4-D et kinétine sur
I'évolution du poids de la matiére végétaie fraiche des cals de
haricot issus des méristémes racinarres. (Chaque point est la
moyenne de 6 mesures)

3.1.2. Etude de la croissance

L'ensemble des résultats obtenus au cours de la premiére partie du
travail, nous ont permis de déterminer a la fois les concentrations
hormonales (2,4-D et kinétine) et la nature de I'explant favorisant une
callogenése optimum. Nous avons choisi pour cette étude, des cals
provenant des méristémes caulinaires (mtercaialres)rcultwés sur des milieux
pauvres en 2,4-D et fiches en kinétine (10°10° - 107/10° 10710 M),

La croussance des cals est determinée par I'évaluation de la masse
de la matiere végétale fraiche, de la matiére végétale séche et de la teneur
en protéines totales.

3.1.2.1. Poids de la matiére végétale fraiche

Nous constatons que ia croissance des cals est importante dés les
premiers jours de culture pour les trois traitements hormonaux sélectionnés
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(Fig.3A). En effet le poids de matiére fraiche augmente trés rapidement pour
attelndre au 35°™ jour 2582 + 304 mg pour la combmalson hormonale 10
®/10" M, 1980 + 85 mg pour la combinaison 107/10° M et 1360 £ 99 mg pour
la 10°10™* M (2,4- D!Km) Au-delz du 35°™ jour, la croissance ralenm et se
stabilise & partir du 55*™ jour pour alteindre un maximum au 60*™ jour ;

3400 + 240 mg, 2400 + 148 mg et 1740 + 132 mg pour les combinaisons
respectives 10%/10%, 10710° et 10%/10* M (2.4-D/Kin). Ces valeurs
demeurent inchangées entre le 60°™ et le B0*™ jour

3.1.2.2. Poids de la matiére végétale séche

L'évolution de la matiere vegétale séche montre une cinétique
similaire & celle observée par la matiére végetale fraiche (Fig.3B). Le poids
sec est important durant les 35 premiers jours oU rl atte:nt 132 + 18 mg pour
la concentration 10 “/10°°. 102 + 10 mg pour ia 107710 et 65 £ 8 mg pour la
10%710* M (2,4-D/Kin). Aprés le 35°™ jour on constate un ralentissement de
croissance qui t i tend a se stabiliser a partir du 55 jour et atteint une valeur
finale au B0™™ jour; 170 % 15 mg pour la 10®/10°, 128 & 12 mg pour la 10
110 et 82 + 8 mg pour la 10°/10°* M.

Nous remarguons que |'évolution du poids frais et du poids sec est
identique. En- effet, le pourcentage d'eau est constant dans les cais pour les
différents traitements hormonaux. Ce qui indique que l'accumulation de la
matiére végétale fraiche n'est pas di a une hyperhydricité des tissus mais
bien a8 une augmentation de croissance

3.1.2.3. Protéines totales

Pendant les 20 premiers jours de culture, |'accumulation des
protéines est faible (Fig.3C). Durant cette période dite phase de latence, les
cals élaborent probablement des systémes enzymatiques intervenant dans Ia
proteo‘_genese Puis, cette accumulation augmenta fortement entre le 20*™
le 35*™ jour en passant de 164 + 36 pg.g MVF a2 447 + 65 pg.g ' MVF pour
la combinaison 10°%10° M. Cette augmentatron est moindre Pour la 107110
M puisqu'elle passe de 103 : 22 pyg.g”' MVF 4310 ¢ 34 pg.g”" MVF alors que
pour la combinaison 10 6110 M, on enregistre une augmentation encore plus
faible (de 60 + 14 pg.g”' MVF & 210 £ 22 pg.g”' MVF). Au-dela du agtme Jour
I'accumulation des protéines ralentit et tend & se stabiliser a partir du 554
jour pour atteindre son optimum au 60 *™ jour pour les trois combinaisons
hormonales.

La phase exponentielle marquée par une augmentation importante
de la matiére fraiche, de Ia mahere séche et de ia quantité en protéines
totales se situe entre le 20°™ et le 35°™ jour de culture. Ainsi, la masse
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fralche, séche et la teneur en protéines acquises pendant cette phase sont la
conséquence d'une prolfération et d'une croissance active des cellules du
cal. Puis la croissance des cals ralentit et tend 2 se stabiliser & partir du 55°™
jour pour atteindre un optimum au 60°™ jour. En effet, une stabllesauon de la
croissance est marquée par 'apparition d’'un plateau entre le 60"™ et le 80*™
jour de croissance. Ceci est peut étre le résultat d'un arrét de la multiplication
cellulaire qui résulterait probablement d'un épuisement en éléments nutritifs
dans le milleu de culture puis d'un épuisement des réserves cellulaires
entrainant ainsi la mort de 1a cellule. En effet, I'accroissement rapide acquis
durant la phase exponentielle de croissance induit une augmentation des
besoins et pose des problémes d'approvisionnement du milieu
(JOUANNEAU. 1873). Nos résultats ont mentionné une réduction de la
synthése protéique pendant |a phase stationnaire de la croissance. Par
ailleurs, il a été démontré gue les activités biochimiques, notamment la
synthése des phospholipides, diminuent durant la phase stationnaire (DA
SILVA et FOWLER, 1976 MOORE, 1977, BOULAHIA, 1897). La
stabilisation de la croissance des cals pourrait étre due également a
'augmentation des substances toxiques (ex : tanins, polyphénols, alcaloides)
élaborées par le végétal (MARGARA, 1989).

313 _Eﬂ‘em'du norflurazon sur la croissance des cals

Le traitement au norflurazon (107 M: 10° M : 10° M et 107 M) a été
realisé sur des cals agées de 2B jours, période qui correspond & la phase
exponentielle de croissance.

L'effet de I'herbicide sur |a croissance a été étudié par I'évolution du
poids de ia matiére végétale fraiche. de la matiére végétale séche et de la
teneur en protéines totales en fonction du temps.

Sous l'effet du norflurazon, les cals hétérotrophiques de haricot
maintiennent la couleur créme pendant les quatre premiers jours du stress.
Au-dela de ce temps, un brunissement et un desséchement général des
cellules du cal sont observés.
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Figure 3 : Evolution de la matiere végétale fraiche (A), séche (B) et de la
teneur enprotéines. (C) des cals de haricot pour les trois
principales combinaisons hormonales de 2,4-D et kinétine en
fonction du temps. gChaque point est la _Mmoyenne de 6 mesures).

10%10° M (m) ; 107°/10° M (o) : 10%710* M (&) * 2.4-D/Kin.
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3.1.3.1. Poids de la matiére végétale fraiche

Le poids de la matiére végétale fraiche des c:als témoins augmente
en foncuan du temps, il passe de 2219 + 25 mg le 2°™ jour & 2376 ¢ 49 mg
le 4*™ jour de culture (Fig.4A). Les cals traités montrent une diminution
importante du poids frais pendant les deux premrers jours du stress, suivi
d'une tendance a |a stabilisation entre le 2°™ et le 4*™ jours. Cette réduction
de croissance est d'autant p!us prononcée que la dose en herbicide est
élevée. En effet, pendant le 2*™ jour du traitement, le poids de matiére
fraiche passe de 2219 £+ 25 mg d dans les cals témoins 2 740 + 33 mg dans les
cals traités par la forte dose 10 M. Les pourcentages de réduction du poids
frais par rapport au ! témo:n wnt 27,7. 368, 414 et 66,6 % pour les doses
respectives 107, 10°%, 10° et 107 M.

3.1.3.2. Poids de la matiere végeétale séche

L'évolution de la matiére végétaie séche (Fig.4B) montre une
cinétique similaire & celle observée par la matiére végétale fraiche. Ainsi, au
i jour du traitement, le poids sec des cals témoins estde 119+ 8 mg et au
fur et 8 mesure que les concentrations augmentent le poids de la matiére
séche diminue ; |l passe a 89 + 6 mg pour la dose 10° "Metd41+3 mg pour la
dose élevée 10 M, soit une baisse de 252 et 655 % pour les doses
respectives.

Nous remarquons que la diminution du poids frais et du poids sec est
identique, ce qui signifie que [I'herbicide n'intervient pas dans les
mouvements d'eau. En effet, le pourcentage d'eau est constant dans les cals
pour les differents traitements d'herbicides. La diminution du poids de la
matiére végétale fraiche par le norflurazon n'est donc pas due & une
deshydratation cellulaire, mais serait le résultat d'un arrét des activités
métaboliques et surtout @ des processus intenses de dégradation.

3.1.3.3. Protéines totales

Dans les cals témoins, la quantité¢ de protelnes augmente
régulierement en fOl']ClIOﬂ du temps, elle est de 358 + 16 ug.g9° 'le 2™ ® jour et
de 406 ¢+ 17 pg.g' le 4°™ jour de croissance (Fig.4C). Sous l'effet du
norflurazon, une baisse importante de la teneur en protéines totales est
enregistrée pendant les deux premiers jours du traitement ; cette baisse est
fonction de la dose administrée. Au-dela de ce temps, une stabilisation de
croissance est enregistrée. Contrairement aux plantes entiéres, le cal étant
un amas de cellules, I'herbicide atteint donc rapidement les sites sensibles.
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Figure 4 : Effets du norflurazon sur I'évolution du poids de |la matiére
végétale (A), séche (B) et de la teneur en protéines des cals de
haricot. (Chague point est la moyenne de 6 mesures),
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Ainsi, durant le 2°™ jour du stress, la teneur en protéines varie de 359 t 16
Hg.9"' MVF chez les cals témoins a4 151 + 12 pug.q”' MVF chez les cals traités
avec la 10 M. Le pourcentage de réduction, comparativement au témoin, va
de 23.9 % pour la faible dose 107 M 2 57,9 % pour |a forte dose 10™* M.

La diminution de la croissance (poids frais, poids sec et protéines
totales) des cals par le norflurazon est trés importante pendant les deux
premiers jours du stress. Contrairement aux plantes entiéres, |e cal étant un
amas de cellules, I'herbicide atteint donc rapidement les sites sensibles.

La réduction de |a croissance des cals serait due 4 une diminution de
la synthése protéique et/ou a une hydrolyse des protéines provoquée par le
norflurazon D'aprés GRONWALD (1991), I'emploi des herbicides provogue
généralement une baisse du taux de protéines qui est souvent un effet
secondaire a des blocages primaires de certains compartiments de la cellule
(chloroplaste, mitochondrie, noyau). Par ailleurs, SAGAR et al, (1988) et
OELMULLER (1989) ont montré que ies protéines chloroplastiques codées
par le génome nucléaire sont sensibles aux pyridazinones. Plus récemment,
DAHLIN et FRANZEN (1997) et YURINA et KLOPPSTECH (2001) ont
signalé que le norflurazon inhibe I'importation des protéines par les piastes.

4. CONCLU SION

La culture de méristémes caulinaires et racinaires de Phaseolus
vulgaris |_., en milieu nutritif de MS complet gélosé additionné d'auxine (2 4-
D) et de cytokinine (kinétine) a différentes concentrations a permis l'induction
et |a prolifération des cals provenant des deux types de meristémes,

Toutefois, les cals caulinaires ont été obtenu pour toutes les
combinaisons hormonales utilisées, alors que pour les cals racinaires, ce
sont les concentrations faibles en auxine qui se sont révélées efficaces.
L'initiation des méristémes caulinaires est généralement favorisée par un
apport d'auxine exogéne a concentrations relativement élevées (10" a10°
M), tandis que la croissance des méristémes racinaires demande un apport
d'auxine trés faible.

Les cals de couleur créme, dits hétérotrophiques sont issues de la
dépigmentation totale des cals verts, due a I'accumulation du 2,4-D dans les
cellules. Le 2.4-D entraine a fortes doses, la dégradation de la chlorophylle
et laltération des systémes thylakoidaux Le milieu étant riche en
saccharose, les chloroplastes peuvent évoluer en amyloplastes.
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Au cours de ce travail nous avons montré également qu'une
croissance optimale des cals de haricot a été obtenue a partir de fragments
de meristémes caulinaires cu[tlvés sur des milieux pauvres en 2.4-D (107 et
10°® M) et riches en kinétine (10° et 10" M). La falble croissance des cals
cultivés sur un milieu riche en 2.4-D (10”° et 10™ M) peut étre expliquée par le
fait que le 2 4-D, a fortes concentrations, est qualifi¢ d'nerbicide auxinique.
Ainsi, son accumulation dans les tissus entrainerait des phénoménes de
toxicite.

Le norflurazon diminue considérablement la croissance des cals de
haricot. En effet, nos résultats montrent une réduction du poids de la matiére
végétale fraiche, de la matére végétale séche et de la teneur en protéines
totales d'autant plus prononcée que la dose appliquée est élevée. Cette
réduction de croissance est trés :mportan!e pendant les deux premiers jours
du stress et se stabilise entre le 2°™ et le 4°™ jour. La baisse de croissance
serait due éventuellement 2 une diminution de la synthése des protéines
et/ou a une protéolyse intense due au traitement par le norflurazon.
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