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Le greffage est un moyen precieux pour le travail d’ameé-
lioration des plantes forestieres, qui, a I’heure actuelle, est
employe de plus en plus surtout en ce qui concerne la
constitution des vergers a graines de coniferes.

En matiére de plantes forestieres nous ne savons pas
grand-chose sur ces rapports entre le greffon et le sujet
qui pourraient nous eclaircir le probleme de I'incompatibi-
1ité de greffe. C'est un fait que des reactions d’incompatibi-
lite, qui peuvent apparaitre apres plusieurs annees, ont été
mises en évidence pour les chénes par Skinner (39 et 40)
et par Mirov et Cunninc (NIENsTAEDT €t al. [36]), et pour les
noyers par Garaver (16). Dans les greffes interspecifiques
de peupliers la compatibilite de greffe va de pair avec 'af-
finite génétique, mesuree par la possibilité et la facilité du
croisement (5 et 24).

Des cas d’incompatibilité ont ete observés non seulement
pour les feuillus mais aussi pour les coniferes. Notamment
la mort de plants greffes, en apparence par incompatibilite
entre greffon et sujet, a ete remarquee par ZoseL et al. (44)
dans des vergers a graines de la Géorgie. Ce qui est tres
interessant c'est le fait que dans des pineraies de Pinus
caribaea on decouvrit deux clones qui produisaient des
greffes a réussite initiale excellente, mais devant étre suivie
apreés plusieurs mois dela mort des symbiotes.

Donc le probleme de I'incompatibilité peut avoir une
importance pratique considerable. Le retard de |'apparition
des symptémes de l'incompatibilite, qui peut atteindre
plusieurs mois et meme plusieurs annees, rend, d'un coté,
I'etude du probléme plus utile et, d’autre coté, il accroit de
beaucoup les difficultes.

I1 existe trois types fondamentaux de greffage suivant
les rapports d'affinite entre le greffon et le sujet. Dans le
greffage autoplastique |le greffon et le sujet appartiennent
au meme genotype, dans le greffage homopbastique ils sont
de la meme espéce, et dans | e greffage hétéroplastique non
seulement l'espece est differente, mais aussi le genre ou
méme la famille.

L'incompatibilite a ete étudiée de facon plus approfondie
pour les arbres fruitiers. Cependant, on ne peut pas dire,
pour ces plantes non plus, quelle est la cause ou quelles sont
les causes fondamental es de I'incompatibilite (22).

Parmi les differentes théories presentees pour expliquer
I'incompatibilite, aucune d’entre elles n'est dénuée de points
faibles. En tout cas, les principales théories supposent que
Iincompatibilité est causee par: 1) Différences de la vitesse
d'accroissement et du rythme wvégétatif entre greffon et
sujet. Cette theorie a ete souvent dementie par les faits et
elle trouve de moins en moins de credit; 2) Differences ana-
tomiques concernant les dimensions des vaisseaux des deux
biotes. Herrero (26) a demontre que les différences sont
quelquefois plus considérables dans les unions compatibles
que dans les unions défectueuses; 3) Différences de nutri-
tion. Le sujet, quand il est contraint a vivre aux depens
du greffon, n'a plus les éléments nutritifs essentiels ou les
substances de croissance et, par conséquent, |a greffe meurt.
Le fait ne se produit pas tant que le sujet est pourvu de
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feuilles. A l'union du xyleme ne correspond pas celle du
phloeme: dans la zone du greffage tout se passe comme si
Ton avait exécuté une incision annulaire de duree per-
manente; 4) Differences biochimiques. La theorie biochimi-
que a été appuyée par des recherches sur les greffages
entre le pécher et le myrobolonier (26, 27, 33, 34 et 35). Les
alterations du greffon et du sujet depassent celles qui ap-
paraissent a la suite d'une décortication annulaire. Le sujet
est influencé de fagon plus considerable et avant le greffon
et il seremet a croitre normalement si ce dernier est eloigne.
L'incompatibilite est causée par le déséquilibre biochimique
trop marque entre les deux partenaires, mais le dommage
bioc'’himique peut étre different selon les cas, car il peut
concerner surtout la zone de soudure quand la rencontre
des produits des symbiotes engendre des substances toxi-
ques, ou meme toute la plante au cas ou des fonctions plus
générales ont été atteintes. En ce type d'incompatibilite
la consequence la plus immediate se produirait au detri-
ment des processus biochimiques du phloéme (Gur, 1957 en
CerLeTTl [7]).

A partir de 1963, apres une année environ de preparation,
les Instituts de Botanique Agraire et Forestiere, de Sylvi-
culture et de Chimie Biologique de I'Université de Florencz
ont entrepris des recherches collégiales sur |'incompatibi-
lité de greffage chez les coniferes, en accord avec le U. S. A.
Department o Agrieulture, Agricultural Research Service
(Grant FG-1t-128). Dans les pages suivantes les participants
aux recherches dans les differents domaines exposent de
facon synthétique les principales expériences et recherches
accomplies et les conclusions qui en dérivent.

I. Expériences de greffage
Par E. MacGiNI?)

Depuis plusieurs annees I'Institut de Sylviculture de
Florence a entrepris des recherches afin de mettre au point
une technique de greffage appropriee au pin pinier (Pinus
pinea L.). Au cours des recherches mentionnées, qui, dans
I’ensemble, ont atteint leur but (31 et 32), on a constaté un
type de mortalité différée par concurrence apparente entre
greffon et sujet. Cette mortalite ne frappait que les petits
plants trés jeunes (16 mois) sur lesquels on avait inséré
de greffons de plantes adultes pourvus de céne de I'année,
et le phénomeéne apparaissait deux annees aprés le greffage
quand le cone grassissait rapidement peu avant la féconda-
tion. Dans le pin pinier cette derniere a lieu deux annees
environ apres la pollinisation, vers la moitie de juin de la
troisitme annee, comme le demontrent les études de
Francint (15).

Par rapport au prggramme collegial mentionné ci-dessus,
TInstitut de Sylviculture, a partir de 1962, a congu et exé-
cuté de nombreux greffages afin de pouvoir fournir le ma-
teriel nécessaire aux recherches de nature anatomique et
biochimique.

Tout d'abord il était trés important de trouver des com-
binaisons de greffage pouvant offrir un intérét particulier.
On pensa donc de viser surtout a une seule methode de
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Fig. 1. — Vue d’ensemble de greffes venant d’étre réalisées dans
un jeune reboisement.

greffage (greffe en fente ordinaire dans la fléche) et & une
seule espeéce de sujet (Pinus pinea) pour essayer plusieurs
combinaisons de greffage entre des espéces a affinité systé-
matique différente, et, par conséquent, ayant une probable
affinité différente de greffage. Aussi groupa-t-on dans le
plan expérimental le greffage autoplastique, le greffage
homoplastique, le greffage entre le pin pinier et d’autres
pins (Pinus brutia, P. canariensis, P. halepensis, P. pinaster,
P. radiata, P. sabiniana), celui du pin pinier avec des espéces
du genre Cedrus (C. atlantica et C. deodara) et méme le
greffage interfamilial entre Pinus pinea et Biota (Thuja)
orientalis.

Dr’ailleurs plus récemment nous avons étudié de facon
plus approfondie l'importance des différences clonales, de
la saison ou de caracteres particuliers de la technique de
greffage sur la réussite de combinaisons différentes et nous
avons étendu la recherche aux greffages homoplastiques
de P. pinaster et B. orientalis, de fagcon a obtenir des termes
de comparaison pour évaluer la réaction du greffon sur des
espaces différentes.

C’est 1a un travail qui a entrainé ’exécution de plus de
5000 greffages, qui a fourni plusieurs données et a permis
de nombreuses observations. Nous résumons ci-dessous ce
qui nous semble, considérant le stade actuel des études, le
plus certain et le plus significatif.

Des pourcentages satisfaisants de reprises ont été obtenus
maintes fois avec le greffage autoplastique et homoplastique
de P. pinea. La réussite d’une série en forét, 3 années apres
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le greffage, a été de 80% environ pour le greffage auto-
plastique et de 90% pour le greffage homoplastique. Pour
une série analogue plus récente les chiffres correspondants,
18 mois apres le greffage, ont atteint 61 et 63%. On a donc
constaté la faible infériorité du greffage autoplastique par
rapport au greffage homoplastique, qui dérive probablement
de la nécessité fréquente de greffer sur les branches au
lieu d’effectuer le greffage sur la fléche ou de la difficulté
de trouver des greffons ayant un diameétre égal & celui du
sujet.

Des pourcentages favorables ont été obtenus par le gref-
fage P. brutia/P. pinea (en pépiniére, 3 ans apres le greffage,
70%). Des chiffres moins élevés ont été enregistrés par le
greffage du pin d’Alep et du pin sabinien avec le pin pinier
(en forét, aprés 3 ans, environ 60%). Avec la combinaison
P. radiata/P. pinea on a obtenu une considérable réussite
initiale, mais, aprés deux années, une quantité élevée des
greffes a dégénéré a cause de dégits provoquées par le gel
et Pissodes sp. pl.

Parmi les greffages entre pins les pires résultats, au cours
des deux premiéres années a partir de l’exécution, ont été
donnés par la combinaison P. pinaster/P. pinea, laquelle est
cependant en mesure d’assurer elle-aussi des unions durab-
les (10 ans au moins). Cette combinaison présente d’habitude
une mortalité élevée dés la premiére année; ensuite, il se
produit souvent une dégradation progressive qui poursuit
pendant plusieurs années. Assez souvent, pour certains
clones, et employant la technique la plus ordinaire, elle
s’est soldée par la mort de toutes les greffes. En réalité,
outre le clone, ce qui est important dans cette combinaison
c’est la méthode de greffage. Des expérimentations préli-
minaires démontrent que, par exemple, si 'on emploie des
greffons courts, de sorte que le bourgeon ne soit pas ac-
compagné d’aiguilles, la greffe échoue rapidement et qu’avec
les greffons longs (10—15 paires d’aiguilles) les meilleurs
résultats sont obtenus si I'on effectue des coupes longues
(coin tres aigu).

Les graphiques (Fig. 2 et 3) montrent les différences de
survivance dans le temps des greffes entre les pins les plus
similaires et les moins similaires. Des courbes qui tendent
a devenir rapidement asymptotes caractérisent les combi-
naisons les plus s(res; les combinaisons entre pins moins
similaires fournissent des courbes qui ne semblent pas
tendre, en général, vers une stabilisation rapide.

Au début, nous n’avons pas obtenu de succes avec les
greffages intergénériques Cedrus/P. pinea. Ensuite, nous
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Fig. 2.

Variation dans le temps du
pourcentage de réussite des
greffes réalisées en 1963 dans
un jeune reboisement.
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avons enregistré quelque réussite (10% une année apres le
greffage) avec la combinaison Cedrus deodara/Pinus pinea.
Plus tard des résultats bien plus satisfaisants ont été four-
nis par la combinaison Cedrus atlantica/P. pinea, surtout en
pépiniére (aprés une année, 30—40% de réussite moyenne).
Toutefois, ces greffes, qui réussissent mieux si on les ef-
fectue au printemps et en automne, ne semblent pas étre a
méme de survivre pour plus de deux années.

Le greffage en fente ordinaire, dans la premiére com-
binaison, a mis bient6ét en évidence une luxuriance du gref-
fon; on a observé ensuite des grossissements irréguliers et
marqués dans le greffon et la dégradation progressive de la
greffe. La seconde combinaison a donné une hétérosis moins
évidente; les altérations visibles de l’extérieur ont été peu
marquées et la mort a eu lieu de facon presque soudaine,
peut-étre par atrophie du systéme radical (des signes d'hé-
térosis du greffon ont été constatés également dans la com-
binaison P. radiata/P. pinea).

Dans toutes les greffes de cedre sur pin (comme d’ailleurs
dans les greffes destinées & dépérir de P. pinaster/P. pinea),
le sujet tend a réagir de fagon vigoureuse s’il est élagué et
a repousser d’autres aiguilles. L union est imparfaite, nonob-
stant les apparences, car le greffon ne réussit pas a exercer
sa dominance apicale.

La greffe interfamiliale Biota orientalis/Pinus pinea n’a
jamais donné le moindre succés passager, bien que les ten-
tatives aient été nombreuses et qu’elles aient été accomplies
sur une grande échelle. Seulement en serre, avec le greffage

Fig. 4. — Hétérosis des greffons de Cedrus deodara sur Pinus
pinea 14 mois aprés le greffage.

pépiniére.

par approximation de jeunes plantules, on a remarqué de
rares cas de soudure vraisemblablement éphémeére.

Les expériences réalisées indiqueraient, en conclusion,
qu’il n’existe aucune différence appréciable entre greffage
auto et homoplastique de Pinus pinea et que dans les pins
une combinaison souvent peu durable est celle du P. pinaster
sur P. pinea. L’incompatibilité entre le pin pinier et le
thuya est totale. Les espéces du genre Cedrus présenteraient
vis-a-vis du pin pinier une incompatibilité moins grave qui
pourrait permettre une union de la durée de quelques an-
nées.

I1. Recherches anatomiques
Par C. Ciamr13)

L’étude histologique est un moyen indispensable pour la
recherche des facteurs intrinséques responsables de l’in-
compatibilité. Elle permet de suivre les processus cicatri-
ciels et de contréler les phénomeénes histologiques liés a
cette derniére: I'intensité de réaction des tissus a la blessure,
la participation des différents tissus et la contribution des
deux symbiotes aux processus de soudure. Elle permet en
outre de découvrir les différences anatomiques éventuelles
qui entravent le processus de soudure et qui peuvent consti-
tuer, d’elles-mémes, un facteur d’incompatibilité ou les dé-
fauts de technique éventuels qui peuvent influencer de
fagon négative le processus de soudure régulier. Et, en der-
nier lieu, elle permet de découvrir les altérations histologi-
ques et cytologiques ou les phénomeénes de nécrose qui

Fig. 5. — Les greffons de Cedrus atlantica présentent souvent une
hétérosis lorsqu’ils sont insérés sur Pinus pinea (& (gauche), mais
ils en sont exempts en cas de greffage homoplastique (a droite).

%) Institut de Botanique, Faculté d’Agriculture et des Foréts.
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Fig. 6. — Les greffons de Pinus pinaster montrent souvent un
comportement totalement différent de ceux de Cedrus sp. en cas
de greffage hétéroplastique, donnant lieu a des phénomenes de
nanisme (a4 gauche greffe hétéroplastique de P. pinaster sur P.
pinea; a droite greffe homoplastique de P. pinaster du méme age).

révelent la nature physiologique ou biochimique de l'in-
compatibilité.

L’étude anatomique des greffes de coniféres a été com-
mencée vers la fin de 1963. Les expériences de greffage ont
fourni matériel considérable qui a permis de choisir les
combinaisons paraissant les plus intéressantes pour l’étude
de Yincompatibilité.

Nous n’avons pris en considération, en premier lieu, que
les greffages autoplastiques et homoplastiques de Pinus
pinea, c’est-a-dire les types qui sont probablement compa-
tibles. L’étude a été particuliérement utile pour connaitre
I’évolution de la soudure des processus ordinaires. Nous
avons étudié ensuite les greffages hétéroplastiques a degré
d’affinité différent: Pinus halepensis/Pinus pinea, Pinus
pinaster/Pinus pinea, Cedrus deodara/Pinus pinea, Cedrus
atlantica/Pinus pinea et Biota orientalis/Pinus pinea.

I’étude anatomique a demandé un travail long et patient
pour l'obtention de séries trés nombreuses de préparations
microscopiques. Comme les processus de soudure ont lieu
souvent de facon tres lente et qu’ils peuvent apparaitre
séparément aux différents niveaux de la blessure ou suivre
des évolutions différentes, il faut considérer toute la région
de la blessure; les coupes limitées 4 un seul secteur entrai-
nent souvent des interprétations erronées. Les coupes trans-
versales sont indispensables pour une interprétation plus
exacte du processus de soudure, les coupes longitudinales
se prétent mieux & une vue d’ensemble.

En général, 'affinité plus faible est montrée, au micros-
cope, par une torpeur évidente des tissus qui pourvoient
d’habitude a 'union des parties et, quelquefois, par I'inertie
absolue de quelques-uns d’entre eux. La lenteur du proces-
sus de différenciation s’ajoute au tableau mentionné.
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La plus grande contribution a la formation d’éléments
d’union est fournie, dans tous les cas, par l’écorce interne,
dans la région du phloéme plus proche du cambium et elle
est d’autant plus grande qu’est moins élevé le degré de
différenciation de ses cellules. Mais tous les tissus vivants
peuvent intervenir: les parenchymes des rayons, des traces
raméales, des canaux sécréteurs, a condition qu’ils soient
atteints par la blessure; l’intensité de leur participation
dépend elle aussi du niveau de la différenciation. Les pa-
renchymes du phelloderme et de la moelle:ont, en général,
une réaction plus lente.

L’étude anatomique a permis également de découvrir
I'importance de la technique d’exécution des greffages éta-
blissant les rapports de proximité des tissus des deux sym-
biotes. Les conditions nécessaires pour obtenir tine soudure
efficace sont déterminées par la correspondance des tissus
homologues et de leur adhésion parfaite le long de toute
la surface de la blessure; ’existence de zones vides favorise
la formation de tissus de séparation qui peuvent compro-
mettre la cicatrisation méme dans les greffages compatibles.

Dans les greffes autoplastiques et homoplastiques de
Pinus pinea il suffit que le contact s’établisse entre les zones
cambiales afin que l'union soit rapide, cette derniére ayant
lieu avec la simple différenciation des cellules de jonction
(fig. 7 a). Dans ces types de greffes la réponse des tissus est
immeédiate; l’intensité de leur réaction devient évidente
quand la correspondance des tissus homologues ou I'adhé-
sion des parties est imparfaite: ce qui se produit dans ce
cas c’est une prolifération abondante et la formation de
callus qui pourvoit a l'union vasculaire. Les aspects das
processus de soudure correspondent 3 ceux qui ont été dé-
crits & propos des greffages homoplastiques d’autres coni-
féres (en Pinus silvestris et Picea abies [10]; en Pinus pina-
ster [30]).

La méme aptitude a la soudure et des processus analogues
d’'union ont été observés dans la combinaison Pinus ha-
lepensis/Pinus pineaq.

Dans ce trois types le probléme de l'incompatibilité ana-
tomique semble ne pas surgir. Si l'on a évité les facteurs
saisonniers et du milieu qui influencent le resultat de fagon
négative, les insuccés éventuels devraient étre imputés a
des erreurs de technique telles que blessure ou ligature dé-
fectueuses, emploi de greffons de diameétre non approprié,
etc. (8 et 9).

Les greffes interspécifiques de Pinus pinaster/Pinus pinea
ont donné dans l’ensemble un pourcentage de reprises trés
peu élevé; la mort a lieu de facon scalaire, aprés une période
plus ou moins longue de réussite apparente.

Les coupes de greffes faibles ou mortes montrent des
unions fragmentaires tandis que de larges zones & proxi-
mité de la marge de la blessure apparaissent revétues de
liege ou entourées de cellules mortes (fig. 7b et ¢). Dans
cette combinaison les processus de soudure ont lieu de fagcon
plus lente, l'intensité de réaction des tissus semble plus
faible, souvent quelques parenchymes restent inertes. Tou-~
tefois, dans les conditions les plus favorables de contact et
de correspondance des tissus, il est possible d’obtenir une
union parfaite.

Les observations anatomiques qui ont pris en considéra-
tion un nombre élevé de cas, ont mis en évidence des as-
pects d’incompatibilité anatomique qui se répétent plus ou
moins sensiblement dans toutes les greffes étudiées. Il se
produit des différences de développement de 1’écorce (plus
large dans le greffon) et du cylindre vasculaire (plus large
dans le sujet) qui entrainent un déphasage des tissus homo-
logues et rendent plus complexes les processus cicatriciels.

Fig. 7.
(a) Greffe autoplastique de Pinus pinea (au bout de six mois). La soudure s’est réalisée directement par simple différenciation des
cellules de jonction de I'écorce et du bois (Coupe transv. X 25).
(b) Greffe de Pinus pinaster sur Pinus pinea (au bout de quatorze mois). La soudure est partielle. Zones nécrosées a proximité de la
marge de la blessure (Coupe transv. X 25).
(c) Greffe de Pinus pinaster sur Pinus pinea (au bout de vingt mois). Le manque de correspondence des tissus homologues est res-
ponsable de la subérification et de la dégénération des cellules de la ligne de.soudure (Coupe transv. X 25).
(d) Greffe de Cedrus atlantica sur Pinus pinea (au bout de trois mois). L’union réalisée par la jonction du phloéme et du bois des
deux partenaires apparait nettement (Coupe tranv. X 25).
(e) Greffe de Cedrus atlantica sur Pinus pinea (au bout de trois mois). Différenciation des éléments de jonction entre les écorces du
sujet et du greffon (Coupe long. X 25).
(f) Greffe de Cedrus deodara sur Pinus pinea (au bout de trois mois). Différenciation des cellules du callus interposées entre le bois
du sujet et I’écorce du greffon (Coupe long. X 25).
(g) Greffe de Cedrus atlantica sur Pinus pinea (au bout de treize mois). Différenciation des cellules du callus interposées entre le bois
du greffon et le bois du sujet (Coupe long. X 25).
(h) Greffe de Cedrus atlantica sur Pinus pinea (au bout de dix-huit mois). Dégénération cellulaire et plaques de tissus nécrosés le
long de la ligne de cicatrisation (Coupe long. X 25).
G = greffon; S = sujet.
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La correspondance des zones cambiales, c’est-a-dire la si-
tuation la plus favorable a I’évolution normale des processus
cicatriciels, ne s’établit que rarement. Il existe aussi un
obstacle morphologique qui tend & compliquer les rapports
de proximité entre greffon et sujet. Le périderme du gref-
fon est plus épais et il tend a s’introduire dans I’écorce en
sillons profonds créant ainsi une aspérité superficielle qui
entrave l'adhésion parfaite des deux écorces. Les marges
de ces derniéres restent souvent indépendantes et elles ten-
dent a se cicatriser séparément. Le manque de correspon-
dance des tissus, leur faible aptitude a la cicatrisation, fa-
vorisent la mort des cellules superficielles de larges zones
de la surface de blessure; des soudures limitées s’établissent,
mais ces derniéres ne peuvent fournir au greffon q’un faible
approvisionnement hydrique; quand les exigences du mé-
tabolisme augmentent, interviennent des signes des souf-
france suivis de la mort du greffon.

Les différences anatomiques sont d’autant plus marquées
que le sujet est trés jeune; en fait les greffages sur des sujets
moins jeunes offrent une plus grande possibilité de succés.

I1 est probable que le facteur anatomique est lié a un
autre facteur d’incompatibilité, peut-étre de nature bio-
chimique, qui n’entrave pas, cependant, et ne limite pas
non plus la possibilité de soudure quand les rapports de
proximité entre greffon et sujet sont favorables a 1’union.

Méme les greffes de Cedrus dcodara/Pinus pinea et de
Cedrus atlantica/Pinus pinea présentent des phénomeénes
d’incompatibilité différée. Les greffons qui survivent a la
crise de l'opération de greffage sont caractérisés par une
bonne reprise, méme vigoureuse, dans le Cédre de I’'Himalaya.
Les signes de souffrance et la mort ont lieu aprés l’élonga-
tion de la nouvelle pousse, pendant la premiére ou la
deuxiéme année A partir de Vexécution du greffage. Jusqu’a
aujourd’hui aucune greffe de ce type n’a dépassé la deuxie-
me année de vie. Les caractéristiques histologiques de
l'union, trés semblables dans les deux combinaisons, mon-~
trent des signes évidents d’incompatibilité physiologique.

Le greffon participe activement a 'union des surfaces de
blessure produisant un callus abondant qui s’interpose entre
les surfaces de blessure elles-mémes et qui les revét com-
plétement (fig. 7d). Ce tissu, & 1’état indifférencié, lie de
facon efficace le bois du greffon et du sujet. Sa différencia-
tion suivante (fig. 7 f et g) crée une cicatrisation parfaite.
L’union au niveau de l’écorce a lieu par néo-formation dz
cellules de jonction sans production de callus (fig. 7e).
L’union des méristémes du cambium se produit immédiate-
ment aprés et la formation d’une nouvelle couche continue
de bois et de liber commence. Les premiéres altérations
apparaissent dans le nouveau phloéme du greffon qui tend
A proliférer; ensuite, des altérations cytologiques s’ajoutent
aux altérations mentionnées. Beaucoup de cellules du pa-
renchyme libérien et des rayons grossissent et elles com-
priment les groupes d’éléments environnants. Quelques-
unes de ces cellules hypertrophiées se remplissent de granu-
lations d’amidon, d’autres de substances d’une couleur
sombre, probablement de nature tannique. Ce sont la les
premiers signes de la dégénération cellulaire qui envahit
au début la ligne de soudure et qui s’étend ensuite sur de
vastes zones de I'écorce du greffon et du sujet (fig. 7 h). 11
s’agit évidemment d’un phénoméne d’étanchement des so-
lutions descendantes, provoqué vraisemblablement par des
défauts de différenciation des éléments de jonction des
deux écorces.

La combinaison Biota orientalis/Pinus pinea est un ex-
emple d’incompatibilité compléte. Aucun des deux symbiotes
ne réagit a la blessure.
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Les processus différents des phénoménes de soudure té-
moignent de I'importance des rapports histologiques qui
s’établissent entre greffon et sujet; les résultats de 'union
dépendent de ces derniers, qui peuvent favoriser, limiter ou
entraver les éxchanges indispensables entre les deux sym-
biotes. Mais si 'on considére les phénoménes d’union au
point de vue de la contribution mutuelle des deux partenai-
res, ce qui apparait évident c’est le contrbdle exercé par des
facteurs intrinseques de nature biochimique.

Dans les combinaisons étudiées ’activité du greffon pré-
vaut; il semble également contréler les possibilités de réac-
tion du sujet. C’est dans le greffon que les premiers signes
de l'activité cellulaire apparaissent et chaque fois que cette
réaction initiale fait défaut, il semble que toute initiative
de réaction du sujet soit absente.

Dans les greffes hétéroplastiques étudiées qui résultent
de la combinaison de greffons d’espéces différentes sur une
seule espece de sujet, la contribution du greffon varie par
rapport aux différentes intensités de réaction, laquelle est
liée a des caractéristiques spécifiques. Mais quand on em-
ploie, pour les greffages homoplastiques, des greffons de la
méme espéce que pour les greffages hétéroplastiques, on
constate que le sujet a son tour peut influencer l’activitée
du greffon. Pour les greffes homoplastiques de Pinus pina-
ster, par exemple, la torpeur des tissus du greffon précé-
demment observée dans les greffes hétéroplastiques dimi-
nue; le greffon de Biota orientalis, tout a fait inactif dans
les greffes hétéroplastiques, devient réactif dans les gref-
fes homoplastiques. On pense, en général, que les différences
biochimiques spécifiques sont déterminantes, mais il est
certain que d’autres facteurs, probablement eux aussi de
nature biochimique, sont liés & des caractéres individuels
tels que l’Age, par exemple. Les partenaires de la combinai-
son Biota orientalis/Pinus pinea sont complétement incom-
patibles quand le greffage est effectué sur des semis, mais
ils sont compatibles, du moins au point de vue histologique,
quand le greffage est accompli entre plantules.

III. Recherches biochimiques

Par V. Baccari, A. GUERRITORE, ‘G. RaMponi, A. M. FIRENZUOLI,
P. Vanni, E. MasTRONUZZI et A. ZANOBINIY)

Afin de trouver une explication a l'incompatibilité des
greffages de coniféres dans les différences éventuelles des
voies du métabolisme principales des espéces employées
pour les greffages, nous avons déterminé des enzymes re-
présentatifs de quelques voies examinées.

Ces recherches ont pu étre accomplies grice aux métho-
des optiques, qui permettent la détermination rapide, simul-
tanée et précise de nombreux enzymes.

Nous devons souligner, en outre, que le probléme du
dosage des enzymes dans les végétaux et dans les coniferes
en particulier, présente beaucoup de difficultés a cause de
la faible quantité de substances protéiques et de la présence
de vacuoles cellulaires contenant des substances qui exer-
cent une grande action de précipitation sur les protéines et
d’inhibition sur les enzymes. Comme cette action des vacuo-
les augmente parallélement a I’dge des plantes, les difficul-
tés mentionnées deviennent progressivement plus nombreu-
ses, atteignant un niveau maximum dans les tissus adul-
tes. A notre avis, les études sur les enzymes des coniféres
ne sont pas nombreuses et elles cnt été effectuées, en gé-

1) Institut de Chimie Biologique, Faculté de Médecine.




néral, sur les graines d’une seule espéce a la fois (23, 6, 41,
42, 3).

En premier lieu, nous avons accompli les premiéres re-
cherches sur les graines et les plantules et quand nous
avons passé a 1’étude des plantes adultes, nous avons di
avoir recours a des mesures particuliéres pour obtenir des
extraits enzymatiques actifs.

Les voies du métabolisme prises en considération sont cel-
les de la photosynthése, des pentoso-phosphates, de la gly-
colyse et du cycle citrique.

Les recherches ont été réalisées sur les espéces de coni-
féres suivantes: Pinus pinea, Pinus pinaster, Pinus canarien-
sis, Pinus halepensis, Pinus radiata, Cedrus atlantica, et
Biota orientalis.

Les enzymes étudiés sont les suivants; HK, hexokinase
(E.C.2.7.1.1); G6PDH, glicose-6-posphate déhydrogénase
(E.C.1.1.1.49); HIM, hexosephosphate isomérase (E.C.
5.3.1.9); PFK, phosphofructokinase (E.C.2.7.1.11); FDP-
ase, fructose-1,6-diphosphatase (E.C.3.1.3.11); ALD, di-
phosphofructoaldolase (E. C. 4. 1. 2. 13); TIM, triosephospha-
te isomérase (E.C.5.3.1.1); GDH, glycérophosphate déhy-
drogénase (E.C.1.1.1.8); NAD-GAPDH, glycéraldehyde-3-
phosphate déhydrogénase NAD-dépendant (E.C.1.2.1.12);
NADP-GAPDH, glycéraldehyde-3-phosphate déhydrogénase
NADP-dépendant (E.C.1.2.1.13); PGK, phosphoglycérate-
kinase (E.C.2.7.2.3); PK, pyruvatekinase (E.C.2.7.1.40);
LDH, lactate déhydrogénase (E.C.1.1.1.27); ADH, alcool
déhydrogénase (E.C.1.1.1.1); PEPCA, phosphoénolpyruva-
te carboxylase (E.C.4.1.131); GPT, glutamique-pyruvique
transaminase (E.C.2.6.1.2); GOT, glutamique-oxalacéti-
que transaminase (E. C.2.6.1.1); MDH, malique déhydro-
génase (E. C.1.1.1.37); ACO, aconitase (E. C. 4.2.1.3); IDH,
isocitrique déhydrogénase NADP-dépendant (E. C.1.1.1. 42);
GLUDH, glutamique déhydrogénase (E.C.1.4.1.2).

Nous avons essayé en outre la ferredoxine, une fer-pro-
téine qui joue un réle catalytique comme transporteur
d’électrons dans la photosynthese (38).

Substances®) et méthodes. — La détermination de l’activité
enzymatique a été obtenue par des méthodes optiques,
basées sur la variation d’extinction entre forme réduite et
oxydée de NAD ou de NADP a 366 mu. Les tests optiques
ont été exécutés suivant les indications de Bicuer et al. (28),
en employant un photométre Eppendorf muni d’enre-
gistreur, en conditions standard (25° C, pH 7,6). L’activité
enzymatique, rapportée au poids de tissu frais, était ex-
primée en umol de substrat transformé par minute.

Préparation de Uextrait enzymatique. — Une partie en poids
de substance fraiche était homogénéisée a 0° pour 30—100
secondes avec 5 ou 10 parties (suivant la substance em-
ployée) d’'un mélange contenant phosphate 100 mM, EDTA
2 mM, mercaptoéthanol 10 mM a pH 7,2 et PVP ou Tween
80. L’extraction était poursuivie pendant 30—60 minutes
a 0% avec agitation magnétique. La fraction insoluble était
ensuite sédimentée dans une ultracentrifuge SPINCO pen-
dant 30 minutes a 100.000 x g. Les activitée enzymatiques
étaient dosées sur le surnageant limpide.

Dosage des protéines. — Le contenu protéique du surnageant
était détérminé avec la méthode du biuret, suivant BEei-
sENHERZ et al. (4). Des mesures particulieres ont été em-
ployées pour les protéines en extraits troubles ou contenant

5) Les enzymes et quelques substrats avaient été fournis par la
C. F. Boehringer et Soehne G.m.b.H.; d’autres substrats par la
SIGMA Chem. Co.; les produits restants par la Fluka AG. et la
Merck AG.

des substances qui pouvaient influencer la coloration finale
du biuret.

Dans le premier cas on effectuait, suivant les cas, des
lavages du précipité, obtenu par précipitation avec TCA,
au moyen d’alcool éthylique. Dans le deuxiéme cas, le pre-
cipité était lavé plusieurs fois au moyen de buthanol avant
d’étre traité avec le reactif du biuret. Pour quelques ex-
périences nous avons déterminé l’azote protéique sur le
précipité obtenu aprés traitement avec TCA, suivant la mé-
thode de Jacoss (29).

Résultats et discussion

Extraction d’enzymes. — Les résultats que nous avons ob-
tenus avec 'emploi du PVP sont présentés a la Tab. 1. De
ces derniers il apparait que le fait d’ajouter le polyvinyl-
pyrrolidone au moyen d’extraction en concentration de 5%
(p/v) permet une amélioration considérable de la possibilité
d’extraction des protéines et il permet aussi de mesurer
quelques activités enzymatiques (20). Des résultats bien
plus satisfaisants ont été obtenus avec I’emploi du Tween
80, Tab. 2 (11).

Tab. 1. — Effect du PVP sur ’extraction des protéines totales et

des enzymes d’ecorce de Pinus pinaster. — Les activités sont ex-

primées en umol de substrat transformé par heur et par gramme
de tissu frais; les protéines en mg par gramme de tissu frais.

sans PVP avec PVP

IDH 0 18

G6PDH 0 1,8

MDH 0 450

GOT 0 36

TIM 0 1260

Protéines 2,3 13
Tab. 2. — Effect du Tween 80 sur I’extraction des enzymes et de
1’azote protéique des aiguilles de Pinus pinea. — Les activités

sont exprimées en umol de substrat transformé par heur et par
gramme de tissue frais; l’azote protéique en mg par gramme de
tissu frais.

T
sans TWEEN BOi avec TWEEN 80

IDH 0 48
G6PDH 0 99
MDH 0 12000
GOT 0 996
TIM 0 14100
Azote protéique 0,23 2,7

Pour examiner de facon plus approfondie le mécanism:
d’action du PVP et du Tween 80, nous avons étudié l'effet
d’'une série de composés aromatiques sur trois enzymes
purifiés: la malique déhydrogénase, l'isocitrique déhydro-
génase et la glucose-6-phosphate déhydrogénase, puisque
ces enzymes peuvent étre trés aisement déterminés par les
méthodes optiques directes sans 1’aide d’enzymes ancillaires
qui pourraient eux-mémes étre influencés par les inhibi-
teurs faussant, en conséquence, 1’évaluation des résultats.
Dans les cas d’inhibition élevée, nous avons cherché a re-
tablir les activités au moyen du PVP et du Tween 80 (14).
De cette facon, nous~avons pu faire ressortir que le PVP et
le Tween 80 éliminent, dans la plupart des cas, 'inhibition
provoquée par les composée aromatiques essayés. La Fig. 8
montre comme exemple le test d’inhibition avec ’extrait
d’ecorce de lisocitrique déhydrogénase et la nouvelle acti-
vation suivante par le PVP et le Tween 80 (12).

De toutes ces données apparait évidente une plus grande
capacité de nouvelle activation du Tween 80, qui, en une
concentration moins élevée, est bien plus actif que le PVP.
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PINUS PINEA PINUS PINASTER |CEDRUS ATLANTICA|BIOTA ORIENTALIS
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Fig. 8. — (A) Addition de 10 uxl d’extrait d’écorce. — (B) Addition 1 1 u ‘H —l
de Tween 80 (1) en concentration final de 1 mg/ml ou de PVP (2) en

concentration final de 9 mg/ml.

Tab. 3. — Niveaux de ferredoxin dans les aiguilles de Pinus pinea
et de Pinus pinaster.

Ferredoxin activité (um ol/min/m1l)

Plantes
sans TWEEN 80 | avec TWEEN 80
Pinus pinea rien 0.62
Pinus pinaster rien 0.65

PINUS PINEA [ PINUS PINASTER |CEDRUS ATLANTICA [BIOTA ORIENTALIS
age en jours 10 12 10 21
proteines
mg/q tiss. fr 25, 6.5 15 3
4 MOH
™
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M MW
2
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Fig. 9. — Niveaux enzymatiques dans quatre espéces de coniféres.

Les activités sont exprimées en umol de substrat transformé par

minute et par gramme de tissu frais, et reportées, sur échelle

logarithmique. Dans les compartiments inferieurs sont indiqués

les enzymes avec activité inferieure de 0,1 gmol/min/g tiss. fr.

L’abbreviation S. GAPDH exprime la somme des activités NAD/
GAPDH et NADP/GAPDH
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Fig. 10, — Niveaux de NAD/GAPDH, NADP/GAPDH et PGK dans

quatre espéces de coniféres. Les activités sont experimées en

umol de substrat transformé par minute et par gramme de tissu
frais et reportées sur échelle logarithmique.

Ces résultats concordent complétement avec ce qui fut
découvert par ‘GoLpsTEIN et Swain (18). Ces auteurs ont dé-
montré que le Tween 80 est le produit le plus efficace pour
éliminer l’inhibition provoquée par l’acide tannique sur
une préparation commerciale de f-glycosidase. Il faut tenir
compte du fait que, sans ’emploi des composés mentionnés,
toute recherche de nature enzymatique dans les tissus adul-
tes des coniféres est absolument impossible. En employant
le Tween 80 nous avons pu obtenir, de fagon analogue, a
partir d’aiguilles de Pinus pinea et Pinus pinaster, des prz2-
parations actives de ferredoxine Tab. 3 (43). Ce résultat
constitue un point de départ important pour ’étude du pro-
cessus de la photosyntheése.

Etudes sur les graines et les plantules. — Les résultats sont
présenteés a la Fig. 9 et 4 la Fig. 10 et ils concernent quatre
espéces de coniféres (19); pour les autres espéces les valeurs
des niveaux enzymatiques sont presque semblables a celles
du Pinus pinea. Dans les quatre especes étudiées la distance
systématique est maxima entre Pinus pinea et Biota orien-
talis; elle diminue entre Pinus pinea et Cedrus atlantica et
elle est encore moins élevée entre Pinus pinea et Pinus
pinaster. La Fig. 9 montre que le analogies et les différences
entre les structures du métabolisme examinées correspon-
dent aux distances systématiques dans le sens que les ani-
logies les plus étroites existent entre Pinus pinea et Pinus
pinaster et les differences les plus marquées entre Pinus
pinea et Biota orientalis. Les résultats donnés a la Fig. 10

Tab. 4. — Niveaux de chlorophyll en relation avec I'dge.
Chlorophyll en mg/g tiss. fr.

Agé des plantules en jours Plantes

Espéces 0 4 8 12 16 18 24 48 |adultes
Pinus pinea 0 0 .05 .09 .55 .73 .82 1.86 1.26
Biota orientalis 0 0 .14 .16 .95 122 132 1.85 1.16




nous semblent particuliérement intéressants; dans le Biota
orientalis les niveaux de GAPDH/NADP/dépendant sont
plus élevés que dans les trois autres espéces. Si I'on accepte
TI’hypothése de la relation entre cet enzyme et la photosyn-
thése (17, 2, 37, 21), la donnée mentionnée ci-dessus con-
corde parfaitement avec la teneur en chlorophylle des plan-
tules. En effet, le Tab. 4 montre que dans le Biota orientalis
pendant les premiers stades de la germination, la teneur en
chlorophylle est toujours plus élevée que dans le Pinus
pinea. Cette différence disparait avec le temps, de sorte
qu’il n’y a plus de différences considérables dans les plantes
adultes. Il serait intéressant, au cours d’essais éventuels de
greffages entre plantules, de tenir compte des différences
de métabolisme que nous avons cbservées.

Etudes sur les plantes adultes. — Deux groupes, parmi les
recherches réalisées sur les plantes adultes, doivent etre
pris en considération pour le moment.

Dans le premier groupe d’analyses nous avons recherché
si, pendant la nouvelle pousée de croissance, des différen-
ces entre les bourgeons des espéces systématiquement voi-
sines pouvaient apparaitre en ce qui concerne un certain
nombre d’enzymes (13). Le tableau enzymatique des bour-
geons pendant la nouvelle poussée de croissance du Pinus
pinea et du Pinus pinaster est trés similaire: les activités
enzymatiques augmentent de facon presque uniforme, seule-
ment la transaminase, dans l'espéce «pinea», semble dimi-
nuer faiblement.

Dans le second groupe de recherches nous avons étudié,
pendant différentes périodes de l’année, le contenu enzy-
matique d’aiguilles appartenant a Pinus pinea, Pinus pina-
ster, Cedrus atlantica et Biota orientalis pour vérifier si les
différences enregistrées dans les plantules apparaissaient
aussi dans les plantes adultes. Les echantillons pris dans la
pineraie expérimentale de Cecina de plantes de 13 ans
environ ont donné des résultats trés hétérogénes. Nous
avons réalisé a peu preés 160 prélevements, prenant les
échantillons de plantes appartenant aux quatre espeéces
étudiées, et pour chaque échantillon, nous avons dosé 8
enzymes, les protéines et la chlorophylle. De ces études il
résulte également une variabilité entre exemplaires de la
méme espece et entre greffons prélevés sur le méme exem-
plaire, ce qui pourrait expliquer I’échec de quelques gref-
fages homoplastiques et autoplastiques.

Les données mentionnées ci-dessus semblent suggérer des
observations différentes dans le cas de plantules ou, au
contraire, de plantes adultes. Dans le stade juvénile, étant
donné les différences du contenu enzymatique d aux
disparités entre une espéce et l'autre, il est possible de pré-
voir une réussite plus aissée entre les especes les plus proches
au point de vue systematique. Quand il s’agit de plantes
adultes, ou la variabilité individuelle atteint des wvaleurs
élevées, on peut avancer l’hypothése que le probléme des
analogies et des différences enzymatiques devrait égale-
ment étre considéré sur une base intraspécifique.

Bien gqu’on ne puisse affirmer pour lemoment que 'incom-
patibilité des greffes de coniféres résulte d’une différence
des enzymes, les résultats obtenus jusqu’a présent confir-
ment 'importance d’une telle recherche et ils conseillent
de poursuivre les recherches en ce domaine particulier.

L’évolution des recherches, qui en divers domaines sont
encore en cours, le déphasage inévitable entre 1’étude ana-
tomique et les contréles biochimiques et l'incertitude de
quelques résultats ne nous permettent pas d’apporter de
véritables conclusions. Nous pouvons affirmer toutefois que
la réalisation d’un vaste programme d’expérimentation et

de recherches collégiales nous a permis d’évaluer, outre le
degré d’affinité entre les deux partenaires dans les diffé-
rentes combinaisons, I'influence de certains facteurs sur la
réussite des greffages, non seulement des facteurs saison-
niers mais aussi et surtout des facteurs individuels tels que
1’age, les caractéristiques génétiques, I'état d’activité des
symbiontes, etc. Les recherches anatomiques ont révélé des
aspects intéressants du comportement du greffon et du su-
jet. Au point de vue biochimique, nous avons surtout mis
au point des techniques nouvelles, qui semblent parti-
culiéerement aptes a approfondir les études, sur des sub-
stances trés délicates telles que celles des plantes résineuses,
et nous avons démonstré que dans les plantules les diffé-
rences du métabolisme augmentent avec l'incompatibilité
de greffe, et parallelement a l'augmentation des distances
systematiques.

Summary

The trials carried out involved the performance in the
field and nursery of more than 5000 grafts.

Combinations exhibiting different grafting affinities were
studied.

The basic series, in which only Pinus pinea was employed
as stock, included autoplastic and homoplastic grafts of this
species, interpine grafts intergeneric grafts of Cedrus sp./
P. pinea and interfamiliar grafts of Biota orientalis/P. pinea.

While the autoplastic and homoplastic grafts gave usually
satisfactory results, the combination of Pinus pinaster/P.
pinea often ended in a failure. The grafts of Cedrus sp. on
P. pinea always displayed the luxuriance of the scion, but
their success was only ephemeral. Interfamiliar grafts
failed in a short time without exception.

The anatomical investigations showed that the autoplastic
and homoplastic grafts of P. pinea as well as the hetero-
plastic grafts of Pinus halepensis/P. pinea were distin-
guished by a remarkable grafting affinity resulting in re-
gular union processes.

Heteroplastic grafts of Pinus pinaster/P. pinea often ex-
hibited an anatomical incompatibility owing to the different
growth of the correspondent tissues of the stock and scion.

The intergeneric grafts of Cedrus deodara/P. pinea and
C. atlantica/P. pinea proved to be clear examples of phy-
siological incompatibility: healing processes are very active
but when the union is reached in the bark cellular degenera-
tion occurs.

The failure of the combination of Biota orientalis/P. pinea
is caused by the lack of any reaction both in scion and stock
tissues.

The biochemical investigations concerned particularly
new improved techniques for the extraction of enzymes.
These techniques were very useful for investigating the
metabolic pathways in conifers. The enzymes of glycolysis,
pentose phosphate shunt, the citric acid cycle and photo-
synthesis were investigated.

The comparison between patterns of enzymes in young
and adult plants pointed out physiological differences among
the species examined. These differences increased with the
systematic distance, this being especially true when young
plants were concerned.
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Perspectives d’amélioration en premiére génération par sélection
des provenances

Par A. NansoN

Station de Recherches des Eaux et Foréts
Groenendaal-Hoeilaart (Belgique)

L’estimation des gains probables résultant de la sélection
et de l'utilisation des meilleures provenances d’'une espece
donnée est un probléme d’un intérét évident. La présente
note lui est consacrée.

I. — Révision de certaines notions de génétique
quantitative

Supposons que nous ayons un test de provenances installé
dans un milieu doné. Chaque «élément génétiquei»!) (ici
provenance) a une production moyenne mesurable (exemple:

) Suivant notre définition (Nanson, 1965), 1’élément génétique
est l'unité de base soumise au test. II peut donc désigner une
provenance (ou origine), une descendance «half-sib», une descen-
dance «full-sib», un clone, etc.
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m?® de bois) que nous appellerons: «valeur phénotypique»
(P). Cette valeur apparente n’est qu'une image déformée
de la vraie valeur (génotypique), par suite de variations
locales du milieu & l'intérieur du test, d’erreurs de mesures,
etc. On peut admettre que:

P=G+E,

olu: P = valeur phénotypique, G = valeur génotypique, et
E = déviation environnementale. Cette derniére est telle
que la somme pour tous les éléments génétiques du test est
nulle:
SE = 0.

11 en résulte que P = G.

Signalons que la valeur génotypique peut elle-méme se
décomposer en valeur d’amélioration (A) qui est transmis-




