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Des protoplastes foliaires issus de jeunes plantes culti- 

vées "in vitro" de Cichorium intybus L. var. Witloof ou 'Zoom' 

se divisent de façon satisfaisante dans un milieu liquide compor- 
tant : des éléments minéraux, des vitamines, du saccharose, de 

la glutamine , du mannitol et des substances de croissance (ANA et 
BAP). Les microcals formés après 7 jours de culture poursuivent 

leur prolifération sur un milieu gélosé de composition identique 

mais de pression osmotique réduite. 

A partir des cals d'une taille supérieure à 2 mm, il est 

possible d'initier des bouregons aprbs modification des milieux 

de culture utilisés en phase initiale : remplacement de la gluta- 

mine par de l'azote minéral, réduction des concentrations hormona- 

les et suppression du mannitol. Les bourgeons formés s'allongent 

et s'enracinenr sur un milieu nutritif gélosé dépourvu d'hormones, 

réparti dans des flacons favorisant les échanges gazeux. 

Le transfert des plantes.en serre est possible 4 5 mois 

après la mise en culture des protoplastes, leur culture dans des 

conditions favorables A la floraison permet d'obtenir des infior- 

rescences apparemment normales. Le forçage des racines produit 

des Endives présentant toutes les caractéristiques du cultivar 

' Zoom' . 

Le fait de disposer d'un moyen de produire des plantes 

à partir de protoplastes est intéressant. Toutefois L'utilisation 

des protoplastes pour la multiplication ou l'amélioration de la 

Chicorée ne pourrait être effective que le jour oh les rendements des 

plantes seront améliorés. 

~ o t s  clés : Protoplastes - Cichorium intybus L. - chicorée Witloof - 
'Zoom' - microcals - cals organogènes - nutrition 
glucidique . 
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CHAPITRE 1 



I N T R O D U C T I O N  

Le terme de protoplaste désigne une cellule végétale vivant momen- 

tanément sans paroi squelettique, ells' apparaît sous forme sphérique limitée 

par sa seule membrane plasmique. 

Tout en conservant les potentialités des cellules végétales entières 

et en particulier leur capacité de régénérer des plantes, les protoplastes se 

prêtent à des manipulations d'ordre génétique pouvant contribuer à l'amélioration 

des espèces agricoles. 

Mais il est d'abord indispensable de maîtriser la technique d'isole- 

ment et de culture à partir d'un matériel déterminé. 

L'utilisation des protoplastes dans le cadre de programmes d'amélioration 

des plantes ou d'études de processus de différenciation organogène ne se justifie 

que si les cellules sont capables de régénérer des individus entiers, condition 

qui ne se trouve remplie actuellement que pour quelques espèces. 

C'est pourquoi, dans ce travail nous nous sommes intéressés à la 

mise au point d'une méthode d'isolement et de culture de protoplastes permet- 

tant la régénération de plantes à partir de tissus foliaires de Cichorium 

intybus L.. 

Si la technique de culture de protoplastes de Cichorium intybus L. 

peut être considgrée comme un moyen de multiplication végétative, ce n'est 

certainement pas son principal intérêt. 

La Chicorée Witloof et la chicorée à café sont des productions 

régionales. L'un des problèmes lié à la culture de cette plante est la recherche 

de désherbants sélectifs satisfaisants. La culture de cellules isolées ou de 

protoplastes pourrait permettre de sélectionner des lignées cellulaires résistantes 

aux herbicides déjà commercialisés. 

Une autre forme de sélection qui intéresse plus particulièrment les 
1 sélectionneurs de semences est la recherche de la stérilité mâle. 



- L - 

Il p o u r r a i t  ê t r e  envisagé d 'ob ten i r  des l ignées mâles s t é r i l e s  par t r a n s f e r t  
l 
I de caractères génétiques de va r ié tés  de Chicorée cu l t i vées  dans l e  cytoplasme 
I 
l 

I de p lantes  sauvages par fusion de protoplastes.  Mais l e s  problèmes de fusion 

e t  de développement u l t é r i e u r  des protoplastes res ten t  des étapes à f ranch i r  

pour permettre ces app l ica t ions.  

Cichorium intybus L. va r i é t é  Wit loof  es t  l e  maté r ie l  végéta l  avec 

leque l  un grand nombre de recherches ont é t é  effectuées dans not re  l abo ra to i r e  

dont une p a r t i e  de l ' a c t i v i t é  e s t  or ientée vers l ' é t u d e  de l a  p r o l i f é r a t i o n  
i c e l l u l a i r e  e t  l e s  phénomènes de d i f fé renc ia t ions  organogènes manifestés par 
l 
I l e s  t i s sus  c u l t i v é s  " i n  v i t r o " .  Ces travaux ont  por té  sur l ' é t ude  du métabolisme 

i des acides nucléiques (ROGER e t  VASSEUR, 1983 ; VASSEUR e t  RAMBOUR, 1978 ; 
I VASSEUR, 1979b ; VASSEUR e t  ROGER, 1983), des glucides (BACKOULA e t  3011. , 1985 ; 

LEFEBVRE e t  YAMEOGO, 1976) ; des proté ines (DORCHIES e t  RAMBOUR, 1982 ; LEGRAND 
1 

e t  -Col1 . , 1976 ; LEGRAND, 1977), sur 1 'ac t ion  de l a  lumière  (LEFEBVRE, 1979 ) ; 

sur I ' ac t ion  de l a  composition de l ' atmosphére (LEFEBVRE, 1977,1978) 5 sur 1 ' ac t i on  
- -- des facteurs hormonaux (VASSEUR e t  SENE, 1984 ; , VASSEUR e t  C o l l ,  1983). . - - 

La détermination des capacités orçanogènes des ca l s  dér ivés d'une 

cu l t u re  de protoplastes de Cichorium in tybus L. pe rmet t ra i t  d ' e n r i c h i r  l e s  

connaissances déjà acquises par l e s  travaux précédemment c i t és .  

Très peu de travaux on t  é té  e f fec tués jusqu'à présent sur l e s  pro- 

top las tes  de Cichorium in tybus L.. BINDING e t  Co l l .  (1981) pu is  CREPY e t  Co l l .  

(1982) sont parvenus à ob ten i r  l e  développement de protoplastes de cer ta ines 

l ignées de c u l t i v a r  Wi t loof  e t  d 'un c u l t i v a r  Verone de Cichorium in tybus  L.. 

Notre t r a v a i l  a d'abord por té  sur l a  mise au p o i n t  d'une technique 

f i a b l e  suscept ib le de fou rn i r  des protoplastes v iab les  à p a r t i r  de f e u i l l e s  

d'un hybr ide 71 appelé_'Zoom'. Nous avons ensui te cherché l e s  cond i t ions 
favorables à l a  m u l t i p l i c a t i o n  des c e l l u l e s  dérivées de protoplastes permettant 

l ' o b t e n t i o n  d'un pourcentage sa t i s fa i san t  de cals.  

L 'obtent ion de protoplastes f o l i a i r e s  v iab les  capables de donner 

des ca ls ,  nous a permis d'envisager l ' é t ude  de l a  croissance des co lon ies  

t i s su l a i r es ,  de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d'organes pu is  du t r a n s f e r t  aux champs des 

plantes formées. 



C H A P I T R E  I I  



R E V U E  B I B L I O G R A P H I Q U E  

Intérêt des protoplastes 

Par rapport à des colonies tissulaires ou à des suspensions cellulaires 

cultivées "in vitrou, une suspension de protoplastes présente plusieurs avan- 

tages : 

Il s'agit d'un système constitué au moins pour un temps d'unités 

cellulaires effectivement séparées les unes des autres, ce qui facilite les 

études quantitatives de mutagénèse et de sélection. 

Du fait de l'absence de la paroi cellulosique, les protoplastes 

constituent un système biologique unique pour réaliser des études physiologi- 

ques (structure et propriétés de la membrane plasmique ; aspects moléculaires 

et structuraux de la paroi régénérée.. . ) ou biochimiques (extractions de 
constituants cellulaires : noyau, chloroplastes, vacuoles.. .). Des manipulations 

d'ordre génétique par incorporation de diverses organites ou macromclécules 

peuvent aussi être réalisées. Par ailleurs, il est possible d'envisager la 

création de nouveaux types génétiques par fusion de protoplastes (hybridation 

somatique ) . 

Les protoplastes conservent en principe les potentialités des cellules 

végétales dont ils sont issus. Leur capacité à se diviser après reconstitution 

de leur paroi et à former des colonies cellulaires rend possible l'obtention 

de plantes entières. 

Protoplastes et mutagenèse 

Bien que rares, les phénomènes de mutation existent spontanément 

dans la nature. La fréquence d'apparition de cette variabilité peut être 

considérablement accrue par traitement mutagkne appliqué à des protoplastes 

par 1 ' intermédiaire d ' agents chimiques (le méthane sulfonate d 'éthyle. . . ) ou 
physiques (radiations ionisantes . . . ) . 

La mutagénèse présente des atouts décisifs pour la production et 

la sélection de variants. Le protocole expérimental consiste à traiter la 

suspension de protoplastes par un agent chimique et à sélectionner la popu- 

lation cellulaire résistante. 



Les cellules résistantes cultivées sur un milieu favorable à la régénération 
donneront des plantes sur lesquelles le caractère mutant sera suivi lors de 

croisements sexuels. Cette technique a permis d'obtenir un certain nombre 

de types différents de plantes résistantes (CARLSON, 1973 ; BOURGIN, 1978 ; 

ZRYD, 1978). 

1.2 Analyses biochimiques et physioloqiques 

Des études structurales ont montré que la membrane des protoplastes 
est une membrane biologique typique (BURGESS et Coll. , 1973 ; SCHNABL et Coll . , 
1978). Sa surface est caractérisée par la présence d'évaginations (WILLIAMSON 

et Coll., 1977 ; BURGESS et LINSTEAD, 1977). 

La formation de la paroi cellulaire est non seulement le point 

décisif du développement des protoplastes, mais aussi un moyen pour étudier 

la synthèse des polyssacharides et de l'assemblage des polymères à la surface 

de la membrane. Les structures néoformées ont été visualisées en microscopie 

à fluorescence par 1 ' intermédiaire d 'un colorant fluorescent spécifique des 
composés cellulosiques, le Calcofluor white (NAGATA et TAKEBE, l97C) et en 

microscopie électronique (WILLIAMSON et Coll., 1977 ; BURGESS et Coll., 1978). 

Sur des protoplastes de Carotte, ASAMIZU et Coll. (1977) notent 

que la synthèse de la cellulose est réalisée 24 heures après la mise en culture. 

Les premiers composés néoformés diffèrent d'ailleurs de ceux de la paroi 

cellulaire d'origine (ASAMIZU et Coll. , 1980). 

Récemment, HAHNE et Coll. (1983), révèlent que la formation de la 

paroi chez les protoplastes foliaires de Tabac semble commencer en des points 

bien précis et peut être détectée une heure après isolement des protoplastes. 

Les premiers constituants de la paroi seraivnt composés de micro f ibrilles 

cellulosiques non organisées à la surface membranaire mais se remaniant peu 

à peu pour former un réseau orienté analogue à la paroi initiale. 

La possibilité d'isoler facilement des organites cellulaires 

intacts, permet une étude détaillée de leur structure et de leur physiologie. 



En e f fe t  , par choc osmotique, actions mécaniques ou agents chimiques, on 
peut provoquer l a  lyse de protoplastes e t  l e  contenu ce l lu la i re  e s t  l ibéré .  
La fraction recherchée e s t  a lors  purif iée  par centrifugation : chloroplastes 

(WAGNER e t  Coll., 1975 ; RATHMAN e t  EDWARDS, 1976 ; NISHIMURA e t  Coll. , 1976) ; 
mitochondries (NISHIMURA e t  Coll. , 1976, 1978) ; noyaux (OHYAMA e t  Coll. , 1977 ; 
ZUILY-FODIL,. 1978) ; .vacuoles (WAGNER e t  Coll., 1975 ; BUTCHER e t  Coll.,  
1977). 

Les protoplastes énucléés viables ( ~ u b ~ r o t o p l a s t e s  ou cytoplastes) 
sont intéressants dans l e s  expérimentations de fusion (BRACHA e t  SHER, 1981 ; 
MALIGA e t  Coll., 1982) .Plusieurs techniques sont décri tes  pour obtenir de t e l s  
protoplastes : par fragmentation sur gradient discontinu de percoll (LORZ e t  
Coll., 1981) ou par bourgeonnement dans un milieu à pression osmotique 

élevée (VATSYA e t  Coll.,  1981, 1983). 

HOFFMAN en 1981 cul t ive des protoplastes de Tabac en bloquant l a  

division ce l lu la i re .  Au delà de 4 mois de culture l e s  protoplastes augmentent 
de t a i l l e  e t  des cytoplastes se  forment par bourgeonnement. L'augmentation 
de volume entrainerai t  une ins t ab i l i t é  de l a  surface membranaire q u i  condui- 
r a i t  à l a  formation de bourgeons. 

De nombreux travaux indiquent par a i l l e u r s  que l a  présence de 
vacuoles dans l e s  protoplastes consti tue un obstacle lo r s  de certaines mani- 
pulations génétiques (fusion, transformation) : de grandes vacuoles empêcheraient 
l 'hybridation somatique (COCKING, 1973) , l a  quantité élevée de métabolites 
secondaires e t  de produits toxiques accumulés rendrai t  d i f f i c i l e  l 'obtention 
de mutants ( M A T I L E - ~ ~  -Col1 ., 1978) . Pour remédier à cela ,  GRIESBAGH e t  SINK 
(1983) décrivent une technique basée sur l a  sédimentation d i f f é ren t i e l l e  des 

protoplastes sur gradient continu de percoll ,  i ls  obtiennent a ins i  100 % 

de protoplastes à p a r t i r  de f eu i l l e s  de Petunia parodii sans perte de cytoplasme, 

n i  réduction de v iabi l i té .  Ils proposent l ' u t i l i s a t i o n  de protoplastes "évacu- 
olés" pour l ' i n j ec t ion  de matériel étranger, ce qui e s t  dé l ica t  avec des 
protoplastes normaux. 



1.3 Transformation et fusion somatique 

L'absence de paroi et la fragilité de la membrane plasmique rend 

possible la pénétration d'organites exogènes susceptibles de modifier le 

patrimoine héréditaire. 

Il a été ainsi possible d'introduire des chloroplastes fonctionnels 

dans les protoplastes d'un mutant albinos de Nicotiana tabacum. Une plante 

a été obtenue contenant dans ses cellules des chloroplastes d'origine étrangère 
(CARLSON, - 1973 ) . 

Des captures de noyaux par des protoplastes de Pétunia ont été 

observés par POTRYKUS et Coll. (1973) puis LORZ et Coll. (1978). 

DAVEY et COCKING (1972) observent la capture par des protoplastes 

de Pois de bactéries du genre Rhizobium dans des vésicules intracytoplasmiques. 

Des travaux de ce genre se poursuivent sur des espèces autres que les Légu- 

mineuses. Notamment, la transplantation du gène "NIF" responsable de la fixation 

de l'azote par les bactéries, aux protoplsstes provenant de Séréales ou de 

plantes fourragères. 

Une des applications la plus spectaculaire des protoplastes est la 

combinaison génétique d' individus d'origine différente, par fusion de 

leurs cellules en phase protoplastique, un hybride somatique est alors obtenu. 

Les protoplastes fusionnés conservent leur totipotence et peuvent parfois 

donner une plante entière hybride. Ces fusions nécessitent un certain protocole 

expérimental car du fait de la répartition des charges électronégatives à la 

sur face du plasmalemme, les protoplastes ont tendance à se repousser ( NASATA -et 

Coll., 1978). De nombreuses études se sont orientées vers la recherche de 

produits capables d'augmenter la fréquence de fusion en anihilant ce phénomène. 

KELLER et MELCHERS (1973) mettent au point une technique basée 

sur le traitement des protoplastes par les ions Ca2+. Mais la fusion ne 

s'est avérée réellement intéressante que lorsque KA0 et Coll. (1974) puis WALLIN 

et Co11. (1974)ont préconisé 1 'emploi de Ca2+ couplé à 1 ' action fusionnante 
du polyéthylène - glycol (PEG), ce qui permet l'agglutination des protoplastes 

par modification des charges du plasmalemme. Des résultats similaires sont 

obtenus avec du polyvinyl alcool ( NAGATA , 1978) , dextran (KAMEYA , 1979 ) , 



phospholipide synthétique (NAGATA e t  Coll.,  19791, stimulation électrique 

(SENDA e t  Coll .;, 1979 e t  ZIMMERMAN e t  Coll. , 1981). 
1 

l 
1 Mais l e  PEG reste l 'agent  fusionnant l e  p l u s  efficace car il assure 
l une fusion rapide avec une fréquence assez élevée. 
l 

Une détermination des produits de fusion e s t  parfois possible par 
l ' u t i l i s a t i o n  de divers marqueurs biochimiques, repérage visuel ou facteurs 
de résistance. 

En employant ces techniques, CARLSON e t  Coll. (1972), p u i s  CHUPEAU 

e t  Coll. (1978), obtiennent des plantes hybrides somatiques entre deux 
espèces Nicotiana ( N .  qlauca + N. lanqsdor f f ii ) dont 1 ' hybride sexuel e s t  
connu. Le procédé de sélection e s t  basé dans ce cas sur l e s  propriétés 
tumorales des ca l s  hybrides. 

Avec des méthodes analogues, POWER e t  Coll. (1976) réal isent  l a  
fusion interspécifique chez l e  genre Petunia ; p u i s  DUDITS e t  Coll. (1977) 
entre  Daucus carota e t  Daucus capi l l i fo l ius .  L 'u t i l i sa t ion  de déficiences 
chloroplastiques chez l 'un des partenaires a permis de recenser l e s  colonies 
hybrides q u i  se développent sur  un milieu sé lec t i f .  

D'autres hybrides somatiques ont été  obtenus entre Nicotiana sylves- 
t r i s  résis tant  à l a  kanamycin~? e t  Nicotiana kniqhtiana (MALIGA, e t  Coll., 1977) - 
p u i s  Petunia parodii  rés is tant  à l'actinomycine e t  Petunia hybrida (POWER e t  
Coll., 1976). Le système d e  sélection a porté sur l e  caractère de résistance 

I des colonies hybrides somatiques à l 'ant ibiot ique ajouté au milieu sé lec t i f .  

Depuis, plusieurs auteurs ont essayé d'étendre l e s  hybridations 
somatiques à des espèces t r è s  différentes sans croisement sexuel possible e t  
quelques résul ta ts  spectaculaires ont é t é  obtenus. 

Le premier est  un hybride entre deux Solanacées : l a  Tomate e t  l a  
Pomme de te r re  (MELCHERS, 19781, l a  nouvelle plante obtenue étant s t é r i l e .  
Des examens cytologiques ont montré que l e  nombre de chromosomes ne correspond 
pas à l a  s t r i c t e  addition des génomes parentaux. 

Parallélement, GLEBA e t  HOFFMANN ( 1978 ) réal isent  l a  fusion entre 



protoplastes d'Arabidopsis thaliana et Brassica campestris. L'analyse des 
cals obtenus révèle leur nature hybride, mais la régénération donne des 

plantes stériles capables de fleurir. A ces deux exemples on peut ajouter 

d'autres succès de fusion intergénérique : Aeqopodium podaqraria et Daucus 

carota (DUDITS et Coll., 19791, Datura innoxia et Atropa belladonna, 

(KRUMBIEGEL _et SCHIEDER, 19791, Daucus carota et Petrolinum hortense 

(DUDITS et Coll. , 1980). 

Les protoplastes fusionnés peuvent évoluer différemment, une des 

voies possible est le mélange des deux cytoplasmes. L'intérêt de ces hybrides 

cytoplasmiques est rapporté par BELL IARD et PELLETIER (1978). Cette équipe 

utilise deux variétés de Tabac comportant à la fois des marqueurs génétiques 

nucléaires (forme des feuilles) et un caractère transmis par le cytoplasme 

de la plante utilisée comme femelle. Ce caractère, s'il s'exprime, provoque 

une stérilité mâle s'accompagnant d'anomalies de la morphologie florale. 

Grâce à de tels résultats, BELLIARD et PELLETIER montrent d'une 

part qu'avec la fusion des protoplastes il est possible de réaliser le trans- 

fert de la stérilité mâle cytoplasmique d'une variété à une autre, les - 
plantes présentant des caractères nucléaires de l'une des deux variétés 

mais des caractères cytoplasmiques de l'autre type parental. Cette vûie est 

d'un intérêt considérable pour les programmes d'amélioration des cultivars. 

1.4 Réqénération de plantes entières 

La possibilité d'obtenir plusieurs plantes à partir d'un fragment 

de feuille est un exemple spectaculaire de micropropagation. Les protoplastes 

constituent à ce titre un matériel idéal puisque chaque cellule formée est 

susceptible de reconstituer une plante entière. 

La totipotence des protoplastes a été d'abord démontrée chez 

Nicotiana tabacum (TAKEBE et Coll . , 1971 f . i A 1 ' heure actuelle, les résultats 
les plus performants ne concernent que les espèces végétales appartenant aux 

genres Nicotiana, Solanum, Petunia et Datura. 

Une étude comparative sur la capacité de régénération des protoplastes 

provenant de 77 espèces de Dicotylédones a permis les observations suivantes : 

54 espèces permettent l'obtention de divisions cellulaires, 35 autres at- 

teignent le stade colonies tissulaires mais seules 21 espèces forment des 



bourgeons p u i s  régénèrent des plantes ent ières  ( B I N D I N G  e t  Coll . , 1981). 

En revanche, l e  processus de régénération à part i r  de protoplastes 

de Céréales res te  encore d i f f i c i l e  (POTRYKUS, 1980). Des divisionsl ce l lu la i res  

ont é t é  observées chez l'Orge (KOBLITZ, 1976), l e  MaTs . (POl'!3YKUS e t  Coll. , 19791, 

l e  Riz ( C A 1  e t  Coll.,  1978), l e  B l S  (NEMET e t  DUDITS, 1977 ; L I  e t  Coll., 1980). 

Récemment des plantes ont é t é  régénérées à par t i r  de protoplastes 

i so lés  d ' embryons dérivés d ' une suspension ce l lu l a i r e  de Pennisetum ameri- 
canum (VASIL e t  VASIL, 1980b). 

S ' i l  e s t  possible d'obtenir des ca ls  à p a r t i r  de protoplastes 

provenant de ce l lu les  de Légumineuses, l a  régénération des plantes reste  
d i f f i c i l e  (BHARAL e t  Coll.,  1980).Cependant, dans l e  cas de plantes four- 

ragères quelques succès ont é t é  obtenus notamment à par t i r  de protoplastes 
de Medicaqo sat iva (KA0 e t  MYCHAYLUK, 1980 ; DOS SANTOS e t  Coll.,  1980 ; 

JOHNSON e t  Coll.,  1981 ; PEZZOTTI e t  Co11.,1984) e t  de Trifolium repens 

(GRESSHOFF , 1980 ) . 
I l  e s t  donc c l a i r  qu'une étude fondamentale e s t  à f a i r e  pour chaque 

espèce végétale employée. Un des facteurs - essent iel  à étudier s e r a i t  sans 

doute l e  contrôle des phénomènes de prolifération e t  d'organogénèse à 

p a r t i r  des microcals. 

2 - Obtention e t  culture des protoplastes 

2.1 Oriqine des protoplastes 

Grâce aux techniques de dégradation enzymatique des parois cellu- 

l a i r e s ,  des protoplastes peuvent théoriquement ê t r e  préparés à p a r t i r  de 

n'importe quel t i s s u  ou organe végétal. 

A i n s i ,  il a é t é  possible d ' i so le r  des protoplastes à p a r t i r  d'ex- 

trêmité racinaire (LIN, 1980 ; SCHMIDT e t  POOLE, 1980), de t iges  e t  d'hypo 

zotyles (BHARAL e t  RASHID, 1980), de pétales (FLICK e t  EVANS, 1 ~ 8 3 ) ~  des 

coty-lédons de gymnospermes ( K I R B Y  e t  Coll . , 1979 e t  D A V I D  e t  D A V I D ,  1982). 

Mais l e s  feu i l les  sont l e  plus souvent u t i l i s ées  comme source de protoplastes, 

car l e  mésaphylle peut fournir une suspension homogène de protoplastes (TAKEBE 

e t  Coll., 1968 ;l CHUPEAU e t  Coll., 1970 e t  BOURGIN e t  Coll., 1979). 



Des protoplastes sont auss i  obtenus à p z r t i r  de ca ls  ou de suspensions ce l -  

l u l a i r e s  (WALLIN e t  Co l l . ,  1977 1; STRAUSS e t  PUTRYKUS, 1980 ;LORZ e t  Co l l . ,  

1979). 

2.2 Facteurs cont rô lant  1 'obtent ion 

I 2.2.1 La p l an te  

l 
Une a t t en t i on  p a r t i c u l i è r e  es t  portée au génotype, à l ' âge  e t  aux 

condi t ions de cu l t u re  de l a  p lante  u t i l i s é e  comme source de protoplastes.  

WATTS e t  Co11. (1974) rapportent  que sur l e s  t r o i s  c u l t i v a r s  de 

Tabac examinés, un seu l  convient à l a  préparat ion des protoplastes f o l i a i r e s .  

De même, un rendement t r è s  d i f f é r e n t  es t  obtenu dans l e  cas de 13 va r ié tés  

de Pois (CRONDER e t  Col l . ,  1979).Dans une populat ion de p l an t s  de Medicago 

sa t i va  appartenant à un même c u l t i v a r ,  ce r t a i ns  se sont révé lés  moins 

e f f icaces que d 'autres l o r s  de l ' i so l emen t  e t  cu l t u re  de protoplastes (KA0 

e t  MICHAYLUK, 1980). 

Par a i l l e u r s ,  WATTS e t  ses co l laborateurs  (1974) préconisent 1 ' u t i -  

l i s a t i o n  de p lan ts  de Tabac à un stade de développement a c t i f ,  comportant 

au p lus  4 f e u i l l e s  (40 à 60 jours) .  Des p lan ts  p lus  jeunes ou p lus  âgés 

ne conviennent p lus  à l ' i so lement  de protoplastes v iables.  Des p lan ts  de 

Concombre de même âge sont  aussi suggèrés par BHATT e"LCo1. (1981). ROSE 

(1980) estime que l e  taux de l i b é r a t i o n  des protoplastes d'Epinard es t  l i é  au 

nombre de chloroplastes présents dans l e s  ce l l u l es .  

Les v a r i a b i l i t é s  enregistrées ent re  l e s  p lants,  suggère un condi- 

tionnement opt imal  e t  standardisé de l a  p lante  mère. 

Des p lan ts  de Tabac c u l t i v é s  à 22Oc, 15 heures par j ou r  de ~ h o t o -  

période (10 000 à 20 000 l u x )  sont nécessaires pour réuss i r  l ' i so lement  de 

protoplastes (WATTS e t  Co l l . ,  1974). Alors que dans l e  cas de l a  Pomme de t e r r e  

( SHEPARD e t  TOTTEN, 1977) une photopériode cour te  (6 heures par j ou r )  e t  une 

lumière p l us  f a i b l e  (700 l u x )  sont favorables e t  une i n t e n s i t é  encore p l us  

f a i b l e  s u f f i t  dans l e  cas du Concombre (SAXENA e t  Col l . ,  1981). 

Par a i l l e u r s ,  une f o r t e  humidi té associée à une température basse 

es t  suggèrée pour des p l an t s  de Tomate (TAL e t  WATTS, 1979) tand is  que 

CASSELLS.et BARLASS (1978) t rouvent  que l e  taux de l i b é r a t i o n  des pro top las tes  



est auginenté par alimentation de la plante en ammonium, par contre est 

diminué avec du calcium, De même les variations saisonières semblent influen- 

cer la libération des protoplastes de Tabac (CASSELLS et COCKER, 1982). En 

hiver, un apport supplémentaire en calcium est nécessaire pour renforcer 

la stabilité des protoplastes alors qu'en été ce traitement préalable est sans 

effet. 

2.2.2 Conditions d'isolement 

Dans certains cas, un conditionnement des feuilles avant traitement 

enzymatique, contribue à augmenter le rendement des protoplastes. Il s'agit 

le plus souvent d'un traitement à basse température et à l'obscurité (SHEPARD 
et TOTTEN, 1977 ; SCOWCROFT et LARKIN, 1980 ; ATANASSOV et Coll., 1984). Le 

traitement préalable des feuilles par le mannitol ou le sorbitol (CASSELLS 

et BARLASS, 1978 et ROSE, 1980) permet d'améliorer le rendement en protoplas- 

tes. Une préincubation sur un milieu additionné de phytohormones est nécessaire 

pour des feuilles de Laitues (BERRY et Coll. , 1982) 

D'après SHEPARD et TOTTEN (19751, lfo5scurité contribue à faire 

baisser la pression osmotique interne des feuilles, ce qui facilite la libéra- 

tion des protoplastes. Les grains d ' amidon constitueraient d ' ailleurs (CROWDER 
.et Coll., 1979) un obstacle pour la libération des protopiastes de feuilles 

de Pois. 

WATTS et Coll. (1974) rapportent que les méthodes de désinfection 

fragilisent les feuilles et rendent difficile leur manipulation ; c'est 

pourquoi WILSON et ses collabora~eurs (1980) présentent une technique d 'asep- 

tisation des feuilles par simples rinçages successifs à l'eau stérile. La 

majorité de la population microbienne serait alors éliminée. Cette méthode 

permet d'aseptiser des feuilles fragiles, ne tolérant pas les détergents. 

La pénétration des enzymes responsables de la digestion des parois 

cellulaires est facilitée par le retrait préalable de l'épiderme inférieur 

(ZAPATA et Coll., 19771, par brossage des feuilles avec du carborundum mettant 

à nu le mésophylle (HUGHES et Coll. , 1978 ; FRANCESCHI' et COU. 19841, par 

lacération de la surface foliaire (HUBER et EDWARDS, 11975 ; CHIN et SCOTT, 1979 ; 
BOURGIN et Coll., 1979 ; BINDING et'coll., 1980) ; pâr infiltration sous vide 

des enzymes dans les espaces intercellulaires (CHIN et SCOTT, 1979 ; PEZZOTTI 

et Coll., 1984). 



Pour libérer des protoplastes en quantité suffisante, des préparations 

enzymatiques commerciales sont utilisées. Les plus courantes sont la Cellulase 

Onozuka R-10 et la Driselase riche en cellulases, puis la Macérozyme, Pectinase, 

Hemicellulase riches en pectinases et hemicellulases (EVANS et BRAVO, 1983). 

Différentes combinaisons enzymatiques plus ou moins complexes ont 

été utilisées. Les concentrations en enzymes et la durée du traitement dépen- 

dent de la structure de la paroi cellulaire (BUTENKO, 1979). 

Par ailleurs, il est connu que les préparations enzymatiques contiennent 

de nombreux contaminants (protéases, lipases, nucléases. . . ) qui détériorent les 
protoplastes libérés. C'est pourquoi, il est recommandé de réduire le temps 

d'incubation ce qui parfois exige l'augmentation de la température pour acti- 

ver l'action enzymatique. 

Certains chercheurs préconisent une purification supplémentaire des 

préparations enzymatiques. CHIN et SCOTT ( 1979) dessalent leurs solutions d ' en- 
zymes par passage sur colonnes de gel de filtration. De la même façon, SLABAS 

et Coll. (1980) purifient la Cellulase Onozuka R-10 ce qui augmente le rendement 

en protoplastes issus d'une suspension cellulaire de Carotte. HUGHES et-Coll, 

en 1978, trouvent que le "Macérozyme" et la cellulase R-10 sont hautement conta- 

minées par des DNAses ., L'élimination de ces molécules est possible par centri- 
fugation sur gradient de saccharose ou de mannitol. ATANASSOV et Coll., (19841, 

éliminent les impuretés par centrifugation à 1 500 g pendant 5 minutes. 

FITZSIMCNS et Coll. (1983) augmentent le rendement en protoplastes en utilisant 

de la Cellulase Onozuka R - 10 purifiée par dialyse. PEZZOTTI et Coll. (1984), 
rapportent que les enzymes non dessalées donnent des résultats excellents à 

partir de n'importe quels tissus de Medicaqo sativa. 

En revanche, CASSELLS et BARLASS (1976) trouvent que la purification réduit le 

taux de libération des protoplastes de Tomate et n'améliore par leur viabilité. 

D'autres auteurs, accordent une attention particulisre à la présence 

de cations divalents dans le milieu de macération. Ainsi, ROSE (19801, note 

que l'addition d'ions ~ a + +  ou M ~ + +  à la solution enzymatique améliore le ren- 

dement en protoplastes-viables de t'euilles dfEpinard. Il suppose que ces ions, 

auraient pour effet, 'la stabilisation de la membrane plasmique durant les 

premières heures d' isolement, L ' effet favorable du calcium est également signa- 
lé pour les protoplastes de Pois (VON ARNOLD et Coll., 1977), de Tomate (CASSELLS 
et SARLASS, 1976 ; 1978) et ceux d'une suspension cellulaire de Rosa Paul's 
Scarlet (STRAUSS et POTRYKUS, 1980 ) . Une concentration relativement faible 



en calcium (300 mg.l-') est suffisante dans le cas des protoplastes de Medicaqo 

sativa (KAO et MICHAYLUK, 1980). 

Normalement, les cellules végétales dans leur tissu d ' origine sont 
protégées des variations de l'environnement par leur paroi pectocellulosique. 

L'obtention des protoplastes nécessite l'emploi d'agents plasmoly- 

sants qui en contribuant à augmenter la pression du milieu de culture, évite la 

lyse et la destruction de la cellule. Les molécules choisies à cet effet sont 

caractérisées par leur absence de toxicité et ne sont que peu ou pas absorbées 

par les protoplastes. L'optimum osmotique est ajusté par tatonnements successifs, 

selon l'origine des protoplastes. Le mannitol et le sorbitol seuls ou associés 

sont le plus souvent employés. 

Un optimum de 0,7 M en mannitol est déterminé dans le cas de protoplastes de 

Tabac (UCHIMIYA et MURASHIGE, 1974). Ni le sobitol, ni le fructose, le glucose 

ou le galactose ne sont aussi efficaces et c'est le saccharose qui a fourni 

le plus mauvais rendement. Du sorbitol à 0,8 M est nécessaire pour des proto- 

plastes issus d'embryons somatiques de Carotte, alors que 0,4 M suffisent pour 

des protoplastes de cellules indifférenciées. Une concentration élevée.ensorbito1 

est également utilisée par CHIN et SCOTT (1979) pour isoler les protoplastes de 

feuilles de céréales. Tandis que dans le cas de l'Orge, HUGHES et Coll. (1978) 

employent du saccharose ou du mannitol. SHEPARD et TOTTEN (1975, 1977) utili- 

sent également avec succès du saccharose comme protecteur osmotique mais à une 

concentration relativement faible : 0,2 M dans le cas du Tabac et 0,3 M pour les 

protoplastes de Pomme de terre. Du polyvinylpyrolidone (P.V. P.) est ajouté au 

milieu de macération afin d'améliorer le rendement et la viabilité des protoplastes 

libérés. 

Enfin, l'association de substances métabolisables à des molécules i- 

nertes, peut être avantageuse, dans la mesure où les sucres graduellement absorbés 

par les protoplastes au cours des phases initiales de culture. La pression osmo- 

tique est ainsi peu à peu réduite (VASIL et VASIL, 1980a). 

Des sels minéraux sont parfois utilisés comme stabilisants osmotiques 

(MEYER, 1974 ; SIMMONDS et Coll. , 1979 ; SCHMIDT et POOLE, 1980). Mais d'après 
BUTENKO (19791, la présence de sels diminuerait l'activité 10 certaines enzymes. 

De plus, facilement absorbés par les protoplastes, ils risquent de perturber le 

fonctionnement cellulaire normal. 



l Enfin, en ce qui concerne l e s  conditions dfécla.irement, il semble 
que dans l a  majorité des travaux, ce s o i t  l 'obscuri té  ou une t r è s  fa ib le  inten- ~ 
s i t é  lumineuse qui favorise l ' isolement des protoplastes. 

La technique de préparation des protoplastes de mésophylle élaborée 

par TAKEBE e t  Coll. en 1968, impliquait des traitements successifs par différentes  

enzymes, e l l e  a. é t é  par l a  s u i t e  simplifiée e t  ramenée à un traitement unique (POWER 

e t  COCKING, 1969) par une méthode de mélange de pectinases e t  de cellulases.  

2.2.3 Purification des protoplastes 

Quelles que soient l e s  expérimentations envisagées, il e s t  plus avan- 

tageux de posséder une préparation de protoplastes non contqminés par l e s  débris cel- 

l u l a i r e s ,  des élèments vasculaires ou des protoplastes endommagés, résultant du 

traitement enzymatique. 

La technique de lavage l a  plus usuelle, s e  réa l i se  par centrifugation 

à fa ib le  vitesse.  Cette opération répétée t r o i s  à quatre fo is  s u f f i t  généralement 

à débarrasser l e s  protoplastes de l a  solution enzymatique e t  d'une part ie  impor- 

tante  des déchets végétaux (CHUPEAU e t  BOURGIN,  1980). cependant, cer tains  cher- 

cheurs purifient leur  suspension de protoplastes par flottaison sur une solution 

concentrée de mannitol (DE LA ROCHE ,et Coll., 1977) ou l e  p l u s  souvent de saccnarose 

(CHUPEAU e t  Coll.,  1970 ;l GILL e t  Coll.,  1979 ; GRESSHOFF, 1980 ;, SHAHIN e t  SHEPARD, 

1980 ; SETH1 e t  Coli. , 1983), l a  concentration en saccharose variant selori l e  

matériel végétal u t i l i s é .  

HUGHES e t  Coll. (1978) proposent t r o i s  méthodes de purifications ba- 

sées sur l a  sédimentation, f lot ta ison e t  centrifugation zonale des protoplastes 

f o l i a i r e s  de Tabac e t  d'orge. L I N  en 1980 récupère une fraction de protoplastes 

pure e t  métaboliquement a c t i f s ,  en u t i l i s an t  une technique de f lot ta ison sur gra- 

dient de f i co l l .  Par contre, SCOWCROFT e t  L A R K I N  (1980) employent du percoll pour 

fractionner une suspension de protoplastes de Tabac. 

FITZSIMONS e t  Coll. (1983) montrent qu'un milieu à base de percoll 
associé à l a  technique de centrifugation sur gradient discontinu permet de séparer 

e t  de purif ier  l e s  différents  types de protoplastes issus de l'épiderme de f e u i l l e  

de Commelina communis. 



l 
3e même EDWARDS e t  Co l l .  (1979) i s o l e n t  des pro top las tes  de mésophylle 

! des autres c e l l u l e s  f o l i a i r e s ,  en u t i l i s a n t  un système de séparat ion à deux phases 

(saccharose / s o r b i t o l  1. Cette technique a é té  u t i l i s é e  récemment pour séparer 

des protoplastes de mésophylle, des protoplastes pér ivascu la i res  métaboliquement 
l 
I d i f f é ren t s  (FRANCESCHI e t  Co l l .  , 1984 ; MOORE e t  Co l l .  , 1984). 

l 
2.3 Facteurs con t rô lan t  l e  développement 

2.3.1 Source des protoplastes 

l 

I ndu i re  l a  d i v i s i o n  des c e l l u l e s  q u i  dér ivent  de protoplastes es t  l e  

premier o b j e c t i f  l i é  à l a  cu l t u re  des protoplastes. Certa ins facteurs q u i  con- 

1 t r ô l e n t  l ' i so lement  des protoplastes auront également un r ô l e  déterminant dans 

l e  processus de d iv i s ion .  

Chez l e  Tabac, l e  pourcentage de pro top las tes ,ent rant  en d i v i s i o n  

dépend du génotype, de l a  va r i é t é  cu du c u l t i v a r  (WATTS e t  Col l . ,  1974 ; MUHLBACH, 

1980 ; SCOWCROFT e t  LARKIN, 1980). 

L'âge e t  l e  stade physiologique des f e u i l l e s  sont généralement des 

c r i t è r e s  t r è s  importants (VON ARNOLD e t  ERIKSSON, 1976 ; KAG e t  MICHAYLUK, 1980 ; 

BINDING e t  Col l . ,  1981 ; JIA, 1982 ; BOKELMANN e t  Col i . ,  1983). 

Ces auteurs préconisent l ' u t i l i s a t i o n  de f e u i l l e s  de même âge e t  à un stade de 

développement d é f i n i .  Les f e u i l l e s  d'âge d i f f é r e n t  produisent des substances 

var iab les  en nature e t  quant i té,  suscept ib les d ' i nh ibe r  l e  processus de d i v i s i on .  

D'autre pa r t ,  l ' i n d u c t i o n  de l ' a c t i v i t é  m i to t ique  es t  apparemment p l us  f a c i l e  

à p a r t i r  de c e l l u l e s  incomplètement d i f fé renc iées.  De t e l s  protoplastes sont 

pauvres en métabol i tes secondaires e t  semblent moins affectés par l e s  cond i t ions 

de c u l t u r e  de l a  p lante  mère. 

D'autres auteurs ont po r t é  l e u r  a t t e n t i o n  sur l ' importance de l ' i n -  

t ens i t é  lumineuse reçue par l a  p lan te  mère. Ce facteur es t  souvent associé à l a  

photopériode. 

A i ns i  des p lan ts  de Vigna s inensis c u l t i v é s  sous une i n t e n s i t é  lumineuse de 

3 500 l u x  donnent des protoplastes q u i  se d i v i s e n t  fréquemment a l o r s  que l e s  

protoplastes issus de p lan ts  c u l t i v é s  sous lumière d i f fuse ne se d i v i s e n t  pas 

(BHARAL e t  RASHID, 1980). BHATT e t  FASSULIOTIS ( 1981 ) obt iennent des protoplastes 

de concombre viables, ne se d i v i san t  que lorsque l a  p lante  dont i l s  sont i so l és  



l s ' e s t  développée sous une in tens i té  lumineuse élevée, avec une longue 

i photopériode (16 heures par jour).  Dans ce cas 30 à 60 % des protoplastes 
régénèrent leur paroi e t  entrent en division. Par contre, dans l e  cas des 

1 

protoplastes de Pomme de t e r r e ,  une photopériode courte (6 heures par jour) 
, e s t  préférable ( SHEPARD e t  TOTTEN, 1977). 

2.3.2 Conditions de culture 

I Les exigences nut r i t ives  des protoplastes sont souvent s imilaires  

à ce l l e s  des cultures ce l lu la i res  ou t i s su la i r e s  e t  l a  composition du milieu 

varie avec l 'espèce végétale. Les modifications du milieu n u t r i t i f  permettent 
1 

d'augmenter l e  taux de divisions lorsque celui-ci  e s t  fa ible  sur l e  milieu de 
l 

base. 

La régénération de l a  paroi e t  l ' induction de l ' a c t i v i t é  mitotique 

semblent ê t r e  influencées par certains éléments du milieu de culture.  Une 

sens ib i l i t é  des protoplastes v i s  à v i s  de l 'agent  osmotique e t  des glucides 

e s t  notée par de nombreux auteurs. Comme dans l e  cas des protoplastes de Pétunia 

e t  Je Tabac, NAGATA e t  TAKEEE (1971) conseillent l e  saccharose, d 'autres 
(BHATT e t  Col1 . , 1981) pour des protoplastes de Concombre, recommandent d 'a- 

jouter du glucose ou du sascharose. La présence de mannitol, de sorbi tol  e t  de 

xyl i to l  associés au saccharose e s t  indispensable pour induire l a  division des 
ce l lu les  dérivées de protoplastes de Manioc (SHAHIN e t  ÇHEPARD, 1980) .Tandis 

que des protoplastes de Pois exigent l a  présence de sorbi tol  ou de mannitol. 

Un bourgeonnement interne des cel lules  e s t  possible quand l a  pression osmotique 
du milieu de culture e s t  d'environ 450 m0smoles; au delà de 550 mOsmoles, l a  

reconstitution de l a  paroi e s t  incomplète (VON ARNOLD e t  ERIKSSON, 1976, 1977). 

Enfin, une réduction graduelle de l a  pression osmotique du milieu 

n u t r i t i f  contribue à augmenter l a  fréquence de division (BHARAL e t  RASHID, 

1980 ; J I A ,  1982 ; LI e t  CONSTABEL, 1984). 

La source carbonnée e s t  quelque fo i s  responsable de l a  régénération 
de l a  paroi a ins i  que des divisions des cel lules .  U C H I M I Y A  e t  MURASHIGE (1976) 

montrent que s i  l e  galactosz e s t  incapable d' induire l a  formation de l a  paroi 

des protoplastes de Tabac, l e  cellobiose e t  l e  glucose donnent des résu l ta t s  

aussi  sa t i s fa i sants  que l e  saccharose. Des protoplastes de Pois cul t ivés  dans 

un milieu dépourvu de saccharose reforment une paroi t r è s  mince ne permettant 



l 
pas la division cellulaire (VON ARNOLD et Coll., 1977). 

j La composition minérale des milieux nutritifs semble également très 
importante pour la culture des protoplastes et les éléments préconisés varient 

selon l'origine des protoplastes (Uchimiya et Murashige, 1976 ; NEGRUTIU et 

MOUSSEAU, 1980). 

1 

MUHLBACH en 1980, montre que la fréquence de division des protoplastes 

dérivés de deux cultivars de Tomate est augmentée lorsque la concentration des 

l macroéléments du milieu de culture défini pour des protoplastes dérivés de plants - 

sauvages, est réduite de moitié. 

l Par ailleurs, il semblerait que l'augmentation de la quantité de 

calcium dans le milieu de culture, augmente considérablement la fréquence 

de division (VON ARNOLD et ERIKSSON, 1977). Cet élément interviendrait d'ailleurs 

au niveau de la régénération de la paroi (ROSE, 1980). 

En revanche, l'effet négatif de l'ammonium est signalé par de nom- 

breux auteurs (SHEPARD et TOTTEN, 19771 ; BOYES et Coll., 1980 ; ZAPATA et SINK, 

1981 ; BOKELMANN et ROEST, 1983). 

L'addition d'acides organiques dans le milieu de culture est parfois 

bénefique à la division des cellules dérivées de protcplastes . Ainsi, NEGRUTIU 
et MOUSSEAU (1980) sont capables de doubler le pourcentage de divisions 

cellulaires en ajoutant simplement quatre acides organiques (acide pyruvique, 

citrique, fumarique et malique). Tandis que des protoplastes de Pois sont in- 

capables d'utiliser des acides aminés comme seule source d'azote (VCN ARNOLD 

et Coll., 1977). Mais l'effet positif des acides aminés est reconnu lorsqu'ils 

1 sont ajoutés au milieu de culture à des quantités appropriées. . 

I 
l 
l 
l 

Les hormones sont essentielles pour induire la néoformation de la 

I paroi et les divisions des cellules. Un certain nombre d'auxines (AIA, ANA, 2,4D) 
1 

de cytokinines (kinétine, BAP, Zéatine, ipA) sont employés couramment mais 
~ leur efficacité et les doses auxquelles elles sont utilisées varient selon les 

tissus ; les conditions de mutatiûn et d'environnement des cultures. A cette 

diversité s'ajoute le fait que l'efficacité des hormones peut dépendre de la 

densité des protoplastes mis en culture. Ainsi, MULLER et Coll. (1983) remar- 

quent que 1'AIA est inactif lorsque la densité des protoplastes est importante 



alors qu'il stimule la croissance dans le cas inverse. 

2.3.3 Densité et méthodes de culture 

La densité initiale de la population des protoplastes mis en culture 

est un facteur important dans la culture des protoplastes. Un optimum entre 
4 5 5. 10 et 10 protoplastes par millilitre est signalé pour des protoplastes de 

Pois. Au delà ou en deçà de ces limites, la fréquence de division est fortement 

réduite ou même nulle (JIA, 1982). Lors de la culture de protoplastes de Maïs 

(POTRYKUS et Coll., 1979), le maximum de divisions est obtenu avec 5 à 9.10 4 
4 protoplastes par millilitre. Une densité encore plus faible (2.10 protoplas- 

tes / ml) est enregistrée pour des protoplastes issus d'une suspension cellulaire 

de Rosa Paul's Scarlet (STRAUSS et POTRYKUS, 1980). Dans le cas du Concombre, 
3 l'optimum se situe vers 5.10 protoplastes par millilitre (BHATT et Coll., 1981). 

3 5 En fait, l'optimum varie entre 10 et 10 protoplastes / ml selon l'espèce vé- 

gétale (VASIL et VASIL, 1980b). 

BINDING et Coll. (1981) constatent pour certaines espèces de Dicotylédones 

que l'activité mitotique est interrompue puis suivie d'un brunissement de la 

culture après quelques jours. Pour éviter cela, ils proposent, en outre, une 
4 culture à faible densité initiale (2.10 protoplastes / ml). D'ailleurs, pour 

s'assurer de l'origine unicellulaire des colonies dérivées de protoplastes, 

la culture à très faible densité est préférable. 

Pour réussir de telles cultures, certains chercheursiadditionnent 

une seconde population cellulaire, dites cellules nourrices. 

RAVEH et GALUN (1975) puis MENCZEL et Coll. (1978) réalisent des 

étalements en double couche superposée. La couche inférieure contenant des 

protoplastes de Tabac vivants, nombreux, mais rendusiriapteç à la division 

par un traitement aux rayons X, sert de nourrice à la couche supérieure dans 

laquelle les protoplastes sont cultivés à faible densité. 

SHNEYOUR et Coll. (1984) décrivent une technique de culture analogue 

pour des protoplastes également de Tabac. La culture nourrice est constituée 

dans ce cas d'une suspension cellulaire de Pétunia en phase exponentielle de 

croissants. Une membrane de cellophane recouvre cette couche et on dépose ô 

la surface la suspension de protoplastes à 200 unités par millilitre. 



I Tandis que CABOCHE (1980) r éa l i se  une culture i n i t i a l e  à densité élevée en 
l 
l présence de fortes concentrations d'auxine a f in  d' induire l e s  divisions 
1 

I cel lu la i res ,  p u i s  l a  population e s t  diluée) de manière à atteindre 1 à 4 

cel lules  par mi l l i l i t r e .  

l 
Pour sa t i s fa i r e  l e s  besoins nutritifs de protoplastes cul t ivés à 

t r è s  fa ib le  densité ce l lu la i re ,  on peut s o i t  u t i l i s e r  un milieu t r è s  complexe 
l 

(KA0 e t  M I C H A Y L U K , ~ ~ ~ ~ )  so i t  l e s  placer dans un t r è s  p e t i t  volume synthétique 

l (KAO,  1977 p u i s  GLEBA e t  HOFFMANN, 1978). 

Selon l e s  espèces, il semble préférable de démarrer l a  culture : 

En milieu liquide, s o i t  en goutte pendante (KA0 e t  Coll. , 1971) s o i t  selon 

une méthode de "multiple goutte zonale" (HARMS e t  Coll., 1979) so i t  en couche 

mince dans une boîte de P é t r i  (CHUPEAU e t  Coll. 1974 ; BOURGIN e t  Coll.,  1979 ; 
MABANZA e t  J O N A R D ,  1983 ; WHITE e t  B H O J W A N I ,  1981 ; B l N D I N G  e t  Coli. ,1980). 

En milieu solide, s o i t  en couche mince à l a  surface (GILL e t  Coll., 1979), 

s o i t  en incorporant l e s  protoplastes dans l e  milieu gélosé, au cours du refroi- 

dissement de celui-ci (NAGATA e t  TAKEBE, 1971). 

Dans ces conditions, l e  type d'agar u t i l i s é  a parfois un rô le  i m -  

portant. Récemment, LORZ e t  Coll. (1983) démontrent que l'agarose donne des 

résul ta ts  p l u s  sa t i s fa isants  que l e s  autres agents géléfiants e t  ce pour 

plusieurs espèces végétales. Parallèlement, SHILLITO e t  Coll. (1983) remarquent 

l ' e f f e t  stimulant de l 'agarose sur l a  formation de colonies ce l lu la i res  à p a r t i r  

de protoplastes provenant d'espèces t r è s  diverses. A i n s i  l 'agarose semble mieux 

convenir à des protoplastes de Nicotiana tabacum cultivés à faible densité e t  

à des protoplastes de Hyoscyamus muticus ne se  divisant pas en milieu gélosé. 

De p l u s ,  ces auteurs décrivent une technique efficace combinant à l a  fo i s  

l a  méthode d'incorporation e t  l a  culture 'en milieu liquide agité : des blocs 

de gélose dans laquelle ont é té  incorporés *des protoplastes f lo t ten t  dans un 

grand volume de milieu liquide. Les avantages de l a  culture à densité élevée 

sont a ins i  associés à ceux de l a  culture à fa ib le  densité. 

Par a i l l eu r s ,  l e  milieu liquide dont l e  volume peut ê t r e  important 

e s t  susceptible de diluer l e s  substances inhibi t r ices  ou toxiques libér6es 

au cours de l a  culture.  D'autre par t ,  l e  t ransfer t  des colonies ce l lu la i res  

formées e s t  f a c i l i t é  par simple remplacement du milieu liquide. Cette tech- 

nique a permis d'augmenter l e  taux de division des protoplastes issus de 



Lycopersicon esculentumet Crepis capillaris et â rendu possible la prolifé- 

ration des cellules provenant de protoplastes de Brassica rupa et Petunia hybrida 

dont les divisions s'interrompaient rapidement. 

D'autres méthodes ont été préconisées, soit qu'elles facilitent les 

manipulations des protoplastes, soit qu'elles augmentent le taux de divisions. 

La technique décrite par PARTANEN (1981) est très simple : elle consiste à 

placer les protoplastes sur un morceau de papier filtre lui même déposé à la 

surface du milieu de culture gélosé. 

L'utilisation d'alginate de calcium pour immobiliser les protoplastes 
i a été proposée par différents auteurs dont SCHEURICH et Coll. (1980) puis SCHNABL 

et Coll. (1983). Ses derniers inqiquent que l'alginate simulerait la présence 

d'une paroi, ce qui est bénéfique à leur survie et permet de les maintenir 

dans des milieux à pression osmotique réduite. 

Enfin, il faut ajouter que les conditions physiques (pH, lumière, 

température) jouent également un rôle important dans cette phase de culture 

des protoplastes. Ainsi, la division cellulaire de Viclna sinensisr est fuvo- 
- 

risée par un pH égal à 6 tandis que dans le cas de Nemesia strumusa un pH 

égal à 5.6 est préférable (HESS et LEIPOLDT, 1979). Dans le cas particulier de 

culture de protoplastes à faible densité le pH est un facteur déterminant 

(MULLER et Coll., 1983) pour la reproductibilité des expériences. La concen- 

tration optimale en 2,4 - D est clairement pH dépendante. Un pH compris entre 
5.5 et 5.7 convient généralement à un grand nombre d'espèces. 

Une lumière diffuse ( ENZMANN-BECKER, 1973 ) ou une obscurité totale 

(SIMMONDS et Coil., 1979 ; GILL et Coll. , 1981 ; ZAPATA et Coll., 1977 ; NEHLS, 
1978) sont le plus souvent préconisées pour la culture initiale des protoplastes. 

Les divisions cellulaires sont dans ces conditions stimulées. 

D'autres auteurs mettent l'accent sur l'importance du rôle de la 

température dans l'initiation et l'entretien des divisions cellulaires. Une 

température de 30°c est optimale pour les protoplastes de Digitaria sanquinalis 

alors que 22Oc est meilleur dans le câs de protoplastes de Triticum aestivum. Des 

variations de quelques degrés ne sont pas tolérées par ces protoplastes 
(HUBER et HEDWARDS, 1975) . 



De même une température optimale de 28Oc à 30°c est déterminée pour des 
l protoplastes de Ipomoea batatas. Aucune division n'est possible à 2Z0 - 
1 

24Oc (BIDNEY et SHEPARD, 1980). Une température aussi élevée (29Oc) est 

préférable dans le cas de culture de protoplastes foliaires de Tomate (ZAPATA 

De manière générale, la température optimale peut varier selon les 

espèces de 23Oc à 30°c. 

Finalement, les clones régénérés par ces différentes méthodes de 

culture sont alors traités selon les techniques classiques de la culture 

"in vitro". On peut ainsi régénérer des plantes d'origine unicellulaire, le 
plus souvent par organogénèse (POMER et COU. ,1976a ; BOURGIN et Coll. , 1979 
; SHEPARD, 1980) mais aussi par embryogénèse somatique, chez quelques espèces 

(KA0 et MICHAYLUK, 1980 ; ZAPATA ET et SINK, 1981). 

Dans certains cas, une réduction ou perte totale des capacités orga- 

nogénèses ont été observées dans le cas de cals dérivés de protoplastes de 

Brassica oleoracea (SCHENK et HOFFFIANN, 19791, de Tomate (MUHLBACH, 1980) et le 
Tabac albinos (DOUGLAS et Coll . , 1981s). 

Afin de minimiser les risques d'anomalies génétiques, WERNICKE et 

THOMAS ( 1/80) proposent d ' initier la formation de méristème aussitôt après 
1 ' apparition des divisions cellulaires. THOMAS et Coll . ( 1980), insistent sur 

l'importance de l'induction d'organes aussitôt que possible afin que les cel- 

lules totipotentes dérivées de protoplastes ne soient pas perdues parmi les 

cellules non organogènes. 



CHAPITRE III 



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1 - Matériel véqétal 

Les Chicorées appartiennent à l a  famille des Astéracées e t  sont clas- 
sées en deux esp.Sces : 

- Cichorium endivia L. 

- Cichorium intybus L. 

L'espèce Cichorium intybus L. regroupe des variétés sauvages e t  des 

variétés cultivées.  Ces dernières peuvent ê t r e  distinguées selon que l 'on 

u t i l i s e  : 

- leurs  racines : Chicorées d i t e s  "à café" ; Chicorée 

de Magdebourg ou Brunswick. 

- leurs  feu i l les  : qui peuvent ê t r e  commercialisées : 

. vertes : Barbe de Capucin 

. ét iolées  : Chicorée de Bruxelles 

ou Witloof. 
Les plantes que nous avons u t i l i s ées  currespondent au Cichorium 

intybus L. var.Witloof qui produit après forçage des bourgeons é t io l é s  

commercialisés communément sous l e  nom de: "Endivesn ou "chiconsf'. 

Plus précisèment nous avons r éa l i sé  ce t r ava i l  à par t i r  d ' u n  

cul t ivar  commercialisé sous l 'appel lat ion de-Zoom' quilprovient des croi- 

sements réciproques de deux lignées A e t  B obtenues par sélection généalo- 

gique (BANNEROT e t  DE CONNICK, 1970). Ces lignées diffèrent  par l a  couleur 

de leurs  akènes, noirs pour l a  lignée A, c l a i r s  pour l a  lignée B. C'est  ce 

qui explique que l e s  semences commerciales de l 'hybride F1 'Zoom' comportent 

un mélange d'akènes noirs e t  c l a i r s .  

Les plantes de Cichorium intybus L. ont un cycle de végétation q u i  

comprend, l a  première année, une phase végétative correspondant à l a  production 

de racines tubérisées e t  de f eu i l l e s  disposées en rose t te  e t  l a  seconde année, 

une phase reproductive aboutissant à l a  formation de semences. 

Dans l a  pratique agricole,  l e  cycle de végétation e s t  interrompu 

à l a  f i n  de l a  première année par l 'arrachage puis l e  "forçage" des racines 

afin d'obtenir des Endives. La racine arrachée e t  privée de ses f eu i l l e s  e s t  

capable de donner dans des conditions bien déterminées (température élevée, 

obscurité e t  for te  humidité), un bourgeon formé de f eu i l l e s  charnues, imbri- 

quées e t  é t iolées  qui constitue l'Endive. Seuls l e s  producteurs de semences 
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ne modifient pas le cycle normal de la plante. 

2 - Désinfection et Germination des semences 

L!as.eptisation des semences est effectuée dans le but de cultiver 

des plantules "in vitro" dont les feuilles seront directement utilisables 

pour la préparation de protoplastes. 

Le principe est le suivant : 

Tremper les semences dans une solution de Mercryl 

laurylé à 10 % pendant 10 minutes, puis dans de l'étha- 

nol à 70 % durant 2 minutes ; les immerger durant 15 

minutes dans une solution d'hypochlorite de calcium à 

120 9.1-1 ; les rincer dans trois bains successifs 

d'eau stérile (durée respective de 15, 20 et 30 minutes) 

afin d'éliminer l'hypochlorite de calcium et d'imbiber 

les semences pour faciliter leur germination. 

Les semences sont alors déposées à la surface d'un milieu nutritif 

gélosé préalablement autoclavé à 12C0c pendant 20 minutes, puis coulé en boites 

,de Pétri stériles (90 mm de 0). 

Le milieu de germination comprend : 

- les macro et microéléments de la solution de HELLER (1953) 
- du fer, fourni sous forme chélatée comme dans la solution 
de MURASHIGE et SKOOG (1962), mais nous 1 ' avons diluée 
à moitié. 

- du saccharose : 10 g.l-l 
- de l'agar Difco : 4 g.l-l 

Le pH est ajusté à 5,6 avant autoclavage du milieu. 
2 Les semences sont mises à germer dans une pièce éclairée (1 W/m 1, 

16 heures par jour et dont la température est de 23 f 2Oc. Dans ces conditions 

la germination a lieu après sept jours de culture. 

3 - Développement des plantules aseptiques 

Les plantules aseptiques sont repiquées individuellement dans des 

tubes (22x160 mm) renfermant un milieu de culture qui diffère du milieu utilisé 

pour la germination par la concentration de saccharose (précisée ultérieurement) 

et par celle d 'agar (6 g. 1-1 au lieu de 4 g. 1-'1. Les tubes qui renferment 

environ 15 ml de milieu sont fermés par un bouchon de cellulose pressée. Ils 
sont placés à 23 I 2Oc et éclairés 16 heures par jour. L'intensité de la 



1 lumière e s t  de 1 W / m  2 . 

I 4 - Isolement des protoplastes 

4.1 Solution enzymatique 
l 

L'ut i l isat ion de t r o i s  préparations commerciales d'enzymes permet 

de l ibérer  des protoplastes à par t i r  de parenchyme f o l i a i r e  : 

- Macérozyme : produite par Aspergillus nigers ; 

e l l e  hydrolyse l e s  composés pectiques constituant 

l e  ciment in te rce l lu la i re .  
- Drisélase (Fluka) : produite par des Basidomycètes ; 

e l l e  a une ac t iv i t é  pectinasique, cellulasique, 

amylasique, e t c . .  . 
- Cellulase R-10 (Onozuka) : produite par Trichoderma 

v i r ide ,  e l l e  s 'attaque à l a  paroi cellulosique. 

Ces enzymes sont u t i l i s é e s  en mélange dans l e s  proportions suivantes : 

. Macerozyme R-10 : hO mg ) 

. Driselase : 200 mg )) pour 100 m l  d'eau déminéralisée 

. Cellulase R-10 : 100 mg ) 

Un volume de l a  solution enzymatique e s t  s t é r i l i s é  par passage à t ra -  
vers une membrane f i l t r an te  millipore (Minisart NHL, 0,45 micro-mètre) , p u i s  

ajouté à un égal volume de milieu PO (5.3) deux fo is  concentré e t  préalablement 

autoclavé. 

4.2 Préparation des f eu i l l e s  

l 
Pour favoriser 1 ' accès des enzymes aux parenchymes, 1 ' épiderme 

inférieur des f e u i l l e s  e s t  r e t i r é  à l ' a i d e  de pinces f ines .  La face des frag- 

ments de feui l les  qui a é t é  pelée e s t  placée contre l a  surface de 10 m l  de 

milieu de macération contenu dans des boites de Pé t r i  en verre (0 55 mm)  
(Résultats 1 .2) .  

4.3 Conditions de macération 

La macération des fragments de f eu i l l e s  se  déroule à l 'obscuri té .  

La température e t  l a  durée du traitement enzymatique conditionnant l a  l ibérat ion 

des protoplastes, ces différents  éléments seront précisés plus lo in  ( C f .  Résul- 

t a t s  1.3). 
I 

1 



I 4.4 Récupération e t  lavage des protoplastes 

Après agitation douce des boîtes de Pé t r i ,  l e s  protoplastes se  

détachent de l'épiderme supérieur e t  f lo t ten t  dans l e  milieu de macération. 

Une goutte de suspension de protoplastes es t  a lors  prélevée e t  au microscope 
(grossissement x100), on vér i f ie  l ' é t a t  des protoplastes l ibérés .  

Par l a  su i t e ,  l a  t o t a l i t é  de l a  suspension de protoplastes e s t  pré- 

levée à l ' a i d e  d'une pipette pasteur s t é r i l e  a lors  que l e s  fragments d'épidermes 
supérieurs demeurent dans l a  boîte. La préparation es t  a lors  f i l t r é e  à travers 

un tamis en acier inoxydable (vide de maille : 50 à 80 micro-mètre) . Le f i l t r a t  

r e c u i l l i  dans l e s  tubes p u i s  centrifugé pendant 10 minutes (à environ 100 g) 

dans une centrifugeuse HETTICH, type Universal II q u i  présente l'avantage de 

démarrer e t  d'accélérer de façon t r è s  régulière. Ces caractéristiques sont 

importantes afin de ne pas endommager l e s  protoplastes q u i  sont t r è s  fragi les .  

Après avoir éliminé l e  surnageant à l ' a i d e  d'une ,pipette pasteur 

s t é r i l e ,  l e  culot de protoplastes débarrassé de l a  p l u s  grande partie de l a  

solution enzymatique, e s t  repr is  par du milieu de lavage identique à PO (Cf 5.3) .  

Cette opération e s t  répétée deux fo is  p u i s  l e  dernier culot de pro- 

toplastes e s t  dilué dans un milieu de culture (Mcl) . 
Le dénombrement des protoplastes vivants es t  réa l i sé  sur une ce l lu le  

de Nageotte (comptage effectué au microscope, grossissement 100 fo i s ) .  Selon 

l e s  résul ta ts ,  on procède à des dilutions afin d 'a t te indre une densité d'envi- 

ron 20 000 protoplastes par m i l l i l i t r e  (densité préconisée par CREPY e t  Ccll.,  

1982). 

5 - Culture des protoplastes 

5.1 Détermination des phases de culture 

La culture des protoplastes comporte plusieurs phases qui néces- 

~ s i t e n t  chacune des milieux spécifiques (5.3) e t  des conditions particulières (5 .2) .  

( C f .  Figure 1) 
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:Schéma général des différentes étapes de culture conduisant 
à la régénération de plantes entières à partir de protoplastes 
foliaires de Cichorium intybus L. var. Witloof (cv 'Zoom') 

: Milieu de culture de multiplication cellulaire (1°) 
: Milieu de culture de multiplication cellulaire (2O) Mc2 : Milieu de culture de prolifération de cals Pc 

Ib : Milieu de culture d'induction de bourgeons 
E/R : Milieu de culture d'élongation et d'enracinement des bourgeons. 



5.2 Conditions de culture 

1 Phase 1 : ------- 

Cinq millilitres de suspension de protoplastes dont la densité 

est déterminée, sont placés en couche mince dans une boîte de Pétri en verre 

(0 55 mm). Les boîtes scellées par un ruban de parafilm sont d'abord maintenues 
2 

l à l'obscurité pendant 48 heures puis exposées à 16 heures de lumière (1W/m ) 

par jour. 
l 

La température de la pièce à culture est de 23: ZOc. Les cultures 
l sont régulièrement examinées (microscope inversé jusqu ' au 7è jour. 

Remarque : La température et la durée d'éclairement indiquées précédemment . . . . . . . . 
sont maintenues pour les phases de culture 2 et 3. 

Phase 2 : ------- 

Après avoir recherché au microssope les premières divisions 

(microcals) et vérifié 1 'état d 'asepsie des cultures, on prélève des aliquot,es 

de 1 ml que l'on étale à la surface du milieu nutritif (Mc2) préalablement 

coulé dans les boites de Pétri (0 55 mm). 

Les boîtes hermétiquement fermées sont placées dans les mêmes 

conditions Lumineuses que lors de la phase 1 pendant 4 à 6 semaines. Ce temps 

est nécessaire à la formation de petits cals visibles à l'oeil nu. 

Le dénombrement des cals formés est réalisé à la fin de cette 

phase, sous une loupe binoculaire. 

Phase 3 : ------- 

Les cals de 2 à 3 mm, issus de la phase 2 sont isolés à l'aide 

d'une pince fine puis placés sur le milieu de prolifération de cals (Pc) 

préalablement coulé dans des boîtes de Pétri (0 55 mm). 

Pour chacun des milieux nutritifs étudiés, on utilise 24 minicals 

à raison de 6 par boîte de Pétri de 55 mm de diamètre. 

Après 4 à 6 semaines de culture, les cals sont pesés et leur 

croissance est exprimée en milligramme de matière fraîche. 

Le poids de matière sèche (milligramme) est également déterminé 

après passage, pendant 72 heures, dans une étuve réglée à 60°c. 

Dans certaines conditions, les cals obtenus en phase 3 sont 



tranférés sur un milieu de phase 4 (induction de bourgeons : Ib) afin de 

vérifier leur capacité organogène . 

Phase 4 : ------- 

Les cals d'une taille supérieure à 4 mm, issus directement de 

la phase 2 ou préalablement cultivés sur un milieu de phase 3 (Pc), sont 

tranférés sur un milieu d'initiation de bourgeons (Ib). Les cals sont, en 

général, cultivés individuellement dans des tubes à essais (22x160 mm) contenant 

environ 15 ml de milieu et fermés par un bouchon de cellulose pressée (scellé 

par un ruban de film plastique). 

- Les cultures sont exposées à 23Oc sous une intensité lumineuse de 

12w/mZ (16 heures par jour) pendant 3 à 4 semaines (temps nécessaire à l1appa- 

rition de bourgeons). 

Phase 5 : 

Les bourgeons formés (taille inférieure à 5 mm) ou quelquefois des 

primordiums sont séparés du cal initial pour être repiqués sur un milieu 

adéquat (E/R) gour assurer leur allongement et leur enracinement. 

Pour cela, on utilise de petits bocaux de verre dans lesquels on 

coule 20 ml de milieu (E/R). Les bocaux sont fermés par un couvercle de boîte 

de Pétri puis scellés par un ruban de film plastique. Les conditions de 

culture sont les mêmes que celles décrites en phase 4. 

Au cours du développement, il arrive que les bourgeons s 'enchevètrent , 
on procède alors à leur séparation et les bourgeons isolés sont repiqués sur 

un milieu identique. 

Cette phase sera reprise plus loin (résultats 5 ) .  

Phase 6 : ------- 

C'est la phase d'acclimatation des jeunes plantes régénérées. Elle 

sera détaillée dans un chapitre ultérieur (résultats 6 ) .  

5.3 Composition des milieux de culture 

Cf. tableau ci-après. 



Composition des milieux d'obtention et de culture des protoplastes de Cichorium intybus L .  
Ver. WitlooP (cv 'Zoom'). 

PO ! Milleu de base d'obtention des protoplastes auquel est ajouté la solution enzymatique définle 
(Cf.4.1) 

: Milieu de culture de divisions cellulaires initiales 
: Mtllet~ de culture de multiplication cell~laire 

pc2 ! Milieu de prolifération de cals 
I b  : Milleu de culture d'induction de bourgeons 
E/R ! Milieu de culture d'élongation et d'enracinement des bourgeons 

Le pH est ajusté 566 avant autoclavage $ 12O0c pendant 20 minutes. 

(a) : Eibments dérivds du milieu de HELLER (1953) 
(b) ! Elkments dérivés du mllieu de MURASNICE et SKOOG (1962) 
(c) : Vitaminede solution de HOREL et METMORE (19511. 



6 - Critères  d'estimation des r é su l t a t s  correspondant aux phases de culture 
i n i t i a l e s  (1 e t  2) 

6.1 Détermination des protoplastes viables 

Au moment de l a  mise en culture, l e s  protoplastes viables sont 

repéyés d'après leur forme sphérique e t  l a  répart i t ion plus ou moins homogène 

des chloroplastes autour de l a  vacuole centrale. 

Des observations au microscope, à un grossissement d'au moins 

400 f o i s  permettent de suivre l e s  mouvements de cyclose du cytoplasme. Tandis 

que l e  dénombrement des protoplastes e s t  effectué sur une cel lule  Nageotte. 

En général, on effectue deux sé r i e s  de comptage (au t o t a l  20 
rectangles de l a  ce l lu le  Nageotte) . On obtient a lors  un nombre moyen de proto- 

plastes par m i l l i l i t r e  de milieu n u t r i t i f  (Mcl). La densité requise (environ 
4 2.10 protoplastes par m l )  e s t  obtenue par di lut ion de l a  suspension. 

6.2 Divisions ce l lu la i res  

Au terme de l a  première phase de l a  culture,  l e s  divisions ce l lu la i res  
sont recherchées sur des fractions aliquotes de chacune des cultures. Ces 

fractions sont examinées au microscope (grossissement, 100). 

Remarque : . . 1 . . . . . 
Toutes l e s  manipulations sont réal isées  sous une hotte à flux 

laminaire avec du matériel (verrer ie ,  f i l t r e s  métalliques, papier joseph) 

a ins i  que l ' eau  déminéralisée préalablement s t é r i l i s é e  (134Oc durant 3/4 heure). 



CHAPITRE IV 



RESULTATS EXPERIMENTAU X 

1-0 btent ion de ProtoPlaste s viables 



1.1 - Essais préliminaires d'obtention et de culture de protoplastes issus de 
différentes oriqines foliaires 

l Nos premiers essais d'obtention de protoplastes ont porté sur 

divers types de feuilles de Chicorée Witloof : 

- Feuilles de plantes cultivées aux champs 
- Feuilles étiolées (Endive) 
- Feuilles de bourgeons néoformés à partir de fragments racinaires 

cultivés "in vitro" 

- Feuilles de plantules aseptiques issues de semis. 

Si de nombreux protoplastes (plus de 10 000/mg de matière fraiche) 

peuvent être obtenus quelle que soit l'origine des feuilles, chaque type présente 

des caractéristiques particulières. 

Ainsi, la population de protoplastes issue de feuilles étiolées sont 

de tailles variables (30 à 60 micro-mètres) et les plus grands sont très fragiles. 

A 1 'inverse, ceux libérSs à partir des feuilles chlorophylliennes constituent une 

suspension de protoplastes -de taille homogène et sont relativement moins fragiles. 

De plus, nous n'avons pu observer de divisions cellulaires qu'avec les proto- 

plastes issus de feuilles chlorophylliennes. 

Dans les mêmes conditions, les cellules dérivées de protoplastes 

issus de feuilles étiolées ne se divisent pas. Deux à trois jours après la mise 

en culture, le cytoplasme brunit puis les cellules se nécrosent et meurent. Cet 

échec résulterait soit de la quantité importante de débris végétaux recueillis 

lors de la préparation des feuilles, soit de l'état physiologique des cellules. 

En effet, les cellules de ces feuilles présentent les caractères de cellules 

sénescentes (grande taille, vacuole importante.. . ) et il est possible que leur 
réactivation soit beaucoup plus difficile que celle de feuilles vertes, surtout 

celles provenant de matériel jeune (plantules, bourgeons néoformés sur fragments 

racinaires. . . ) . 
Les cellules chlorophylliennes commencent à se diviser vers les 36 

et 46 jours de la culture et les microcals (4  à 6 cellules) sont visibles dès 

le 6è jour. Il s'agit le plus souvent de formations en chaînettes constituées 

de 3 à 5 cellules semblant provenir de divisions répétées d'une initiale, mais 

aussi de formations en "amas" plus compactes constituées de cellules égales ou 

sub-égales, généralement toutes chlorophylliennes. 

Le développement de ces microcals se poursuit au cours de la 26 

semaine, mais cesse totalement vers le quinzième jour. 



Afin d'éviter l'apparition précoce de produits phénoliques 
libérés par les cellules de Chicorée Witloof qui seraient responsables du 

jaunissement du milieu de culture et de la détérioration des microcals, nous 

avons envisagé différents essais : dilutions successives de la culture, trans- 

fert sur le milieu liquide ou semi-liquide, emploi de produits tels que le 

charbon activé ou le polyvinylpyrrolidone (P. V.P) afin d ' adsorber les phénols. 
Toutes ces possibilités, ne nous ont pas permis de prolonger la 

survie de microcals cultivés sur le milieu nutritif dérivé de celui préconisé 

par CREPY et collaborateurs (1982) pour la culture de protoplastes de Cichorium 

intybus L. 

Au terme de ces essais, nous nous sommes proposés de rechercher 

des conditions de culture permettant d'obtenir des microcals plus développés. 

Pour cela, nous avons choisi d'isoler des protoplastes à partir de plantules 

issues de semis aseptiques dont le développement est facilement contrôlable. 

En effet, les plantes cultivées aux champs ainsi que les feuilles 

étiolées présentent plusieurs inconvénients liés à : 

- Disponibilité du matériel 
- Asepsie des feuilles 
- Variations dues aux facteurs externes (température, degré hygro- 
métrique, humidité du sol) 

- Méthode de préparation dss feuilles étiolées. Les coupes transver- 
sales dans le parenchyme, favorisrnt la libération de quantités 

importantes de débris végétaux et compte tenu de l'absence de 

chloroplastes dans les cellules, le culot de protoplastes après 

centrifugation est incolore, difficile à repérer. De ce fait, une 

perte considérable de protoplastes est inévitable au cours des 

opérations de lavage. 

Pour ces différentes raisons, nous avons évité l'utilisation de ce 

type de feuilles. Malgré la difficulté que présente la préparation de feuilles 

issues de plantules aseptiques (arrachages de l'épiderme), ce matériel a été 

finalement préféré car les protoplastes obtenus présentent le grand avantage 

de provenir d'un matériel aseptique et homogène. 

Si les bourgeons néo formés sur fragments racinaires présentent 

également l'avantage d'être un matériel aseptique, l'élimination de l'épiderme 

est par contre beaucoup plus difficile. C'est pourquoi,l'utilisation de plantules 

issues de semis aseptiques a été préférée aux autres types de matériel pour 

réaliser nos expérimentations. 



Tableau 1  : Rendement en protoplastes en fonction du mode de préparation des feuilles. 

Poids de matière fraîche mis en 
macération (mg) 

Volume de la suspension de proto- 
plastes après lavage (ml) 

Moyenne des protoplastes par bande 
de cellule Nageotte 

Densité des protoplastes 
protoplastes par millilitre 

Rendement en protoplastes par 
milligramme de matière fraîche 

* 

r 

M E T H O D E S  

Arrachage Lacération 

Fragments de feuilles 
sans épidermes inférieurs 

118 

12 

7 9  

63 306 

6 438 

Fragments de feuilles 
avec épidermes mais lacérés 

l 0  essai 

2 10 

13 ,5  

9 4  

7 5  O00 

4 821 

2O essai 

240 

1 3 , 5  

108 

86 480 

4 865 



1.2 - Influence du mode de préparation des feui l les  sur  l e  rendement en 

protoplastes 

1 

Afin de f a c i l i t e r  l 'accès des enzymes au parenchyme, il es t  pos- 

s ib le  de procéder de plusieurs manières. 

l Pour notre part ,  nous avons comparé deux méthodes de préparations 
des feui l les  : 

- l'arrachage de l'épiderme inférieur (50 à 75 % de l a  surface 

f o l i a i r e ) ,  

- l a  lacération du limbe à l ' a i d e  d'une lame de rasoi r ,  formant a ins i  
des bandes d'environ 1 mm. 

Dans l e s  deux cas ,  il s ' a g i t  de plantules aseptiques âgées de 4 

semaines. La macération a l i e u  dans des boîtes de P é t r i  hermétiquement fermées, 

placées à l 'obscuri té  pendant 16 à 18 heures e t  à une température de 23 2 2 0 ~  

(matériel e t  méthodes 2, 3, 4 ) .  
l 
1 La récupération e t  l e  lavage des protoplastes sont effectués selon 

- l a  technique décri te  antérieurement (matériel e t  méthodes 4.4) .  

Enfin, l e  dénombrement des protoplastes in tac ts  en suspension dans 

l e  milieu nu t r i t i f  (Mcl) e s t  effectué en plaçant une part ie  aliquote de l a  

préparation sur une cellule de Nageotte. Les résul ta ts  sont reportés sur l e  

tableau 1. 

Il e s t  évident que l a  lacération des f eu i l l e s  e s t  une méthode de 

préparation fac i le ,  rapide qui permet d'obtenir une concentration élevée de 

protoplastes. Mais ce mode d'isolement présente l'inconvénient de l ibérer ,  en 

même temps que l e s  protoplastes, une quantité considérable de débris ce l lu la i res  ; 

ce qui nécessite l 'application de méthodes de purification. 

Cette opération exige donc l a  mise au point d'une technique sup- 

plémentaire, dél icate ,  de séparation de l a  fraction protoplaste, de ce l le  des 

débris l ibérés.  

En revanche, s i  l a  méthode d'arrachage de l'épiderme nécessite un 

temps de préparation p l u s  long, son rendement en protoplastes, par rapport à l a  

quantité de matière fraîche mise en incubation, e s t  cependant p l u s  important. De 
p l u s ,  contrairement à l a  méthode précédente, l a  suspension de protoplastes ne 

comporte que peu de débris. La mise en culture des protoplastes e s t  a lors  pos- 

s ib le  directement après l e s  opérations de lavage. 



Pour l a  s u i t e  de notre , travail ,  nous avons donc préféré u t i l i s e r  

l a  méthode d'arrachage de l'épiderme. 

1.3 - Action conjuguée de l a  température e t  de l a  durée du traitement enzymatique 

Nous avons essayé de vé r i f i e r  l ' a c t ion  conjuguée de l a  température 

e t  de l a  durée du traitement enzymatique sur l a  l ibération de protoplastes 

fo l i a i r e s  de Chicorée Witloof. 

La macération (matériel e t  méthodes 4.3) a l i eu  à différentes 

températures (18Oc - 23Oc e t  28Oc). 

Le dénombrement des protoplastes vivants e s t  effectué après 10, 14 

ou 18 heures de traitement enzymatique. 

Le poids de matière frarche employée pour chaque condition e s t  de 

40 mg. 

Les r é su l t a t s  sont reportés sur l e  tableau 2. 

Tableau 2 : Nombre de p r o t o p l a s t e s  l i b é r é s  d a n s  1p1 de mil ieu de macé- 
r a t i o n  en fonct ion  de l a  température e t  de l a  durée de l ' a c -  
t i o n  enzymatique. 
a .  e t  b .  sont  deux expériences indépendantes.  



Tableau 3 : Effet de la concentration en mannitol sur le rendement 

en protoplastes. 

Mannitol 
g.1-l 

6 O 

8 0 

1QO 

120 

Tableau 4 : Pourcentage de protoplastes par classe de taille en 

fonction de la fonction de la concentration en mannitol dans Mcl. 

Un échantillon de 200 protoplastes a été mesuré pour 

chacun des milieux Mcl. 

Concentrations 
des milieux Mcl 

381 

502 

601 

7 14 

Nombre de protoplastes vivants, 
libérés par millilitre de 
milieu + écart type 

52 465 2 8752 

123 967 2 12 160 

85 851 2 7200 

64 395 2 5728 

h 

ln 
C 
O 
b 

al O 
rl i n . 4  
4 LU E 
.d C) 

m  in c 
u m u  
d 

al Q u i  
u 0 aJ 

4 2  CI 
in O U  
al CI& 
cn a E  
in (0 
m  i n . 4  
4 alu 
OU- 

M a n n i t O 1 (g.1-'1 

-30 

30-40 

40-50 

50-60 

60- 

6 O 

0,20 

0,285 

O, 495 

0,02 

O 

9 O 

O, 075 

O, i65 

0,66 

0,07 

0,03 

i00 

0,055 

O, 20 

0,605 

0,08 

O, 06 

120 

O, 095 

O, 32 

0,535 

0,04 

0,Ol 



1 
l Les résul ta ts  rapportés dans l e  tableau 2 montrent qu'entre 10 
l 

e t  18 heures, l e  nombre de protoplastes l ibérés  augmente en fonction du temps. 
1 

De p l u s ,  l e  nombre de protoplastes l ibérés  dans l e  milieu de macération e s t  
p l u s  élevé à 23Oc qu'à 18Oc. 

Les résul ta ts  obtenus à 28Oc sont par contre beaucoup p l u s  variables. 
A l a  10è heure l e s  protoplastes l ibérés  sont un peu p l u s  nombreux 

à 28Oc, mais dans l e s  deux cas, l a  digestion de l a  paroi e s t  t r è s  incomplète. A 

l a  14è heure, l e s  résul tats  sont variables. A l a  18è heure, il y a moins de 
protoplastes vivants à 28Oc qu'à 23Oc. On observe également de nombreux 
chloroplastes i so lés  dans l a  solution de macération placée à 28Oc, ce q u i  i n d i -  

que que des protoplastes sont lésés.  
Les résul ta ts  l e s  meilleurs sont donc observés après 18 heures de 

macération à 23Oc. 
Pour l a  su i te  de notre t r ava i l ,  e t  pour des raisons de commodité, 

1 

nous préparons l e s  feui l les  vers 16, 17 heures e t  laissons l a  macération se 
dérouler à 23Oc jusqu'au lendemain vers 8,9 heures ; ce q u i  f a i t  environ 16 
heures. 

D'après l e s  résul ta ts  du tableau, on peut estimer que dans ces 
conditions, on dispose d'environ 160 protoplastes par microlitre,  s û i t  160 000 

protoplastes par m i l l i l i t r e  de solution de macération. 
Dans ce cas, l e  rendement e s t  de 24 000 protoplastes par milligramme 

de feu i l l e s  fraîches. 

- Effets de l a  pression osmotique du milieu sur l a  l ibération des protoplastes 

Différentes concentrations en mannitol (60 - 80 - 100 e t  120 c~.l-l) 

ont é t é  essayées. Les concentrations des milieux (Mcl), déterminées au micro- 
osmomètre, sont alors  respectivement de 381, 502, 601 e t  714 mOsM. 

80 milligrammes de fragments de feui l les  débarrassées de l'épiderme 
infér ieur ,  sont  mis à macérer dans chacune des conditions. Après l e s  opérations 
de lavage, chaque culot de protoplastes e s t  repris  dans 10 m i l l i l i t r e s  de milieu 
de culture (Mcl ) correspondant. 

Le nombre de protoplastes vivants l ibérés  par m i l l i l i t r e  de milieu 
e s t  donné (tableau 3) ainsi  que l a  répartion des protoplastes par classe de 
t a i l l e  (tableau 41, effectuée après mesure de diamètres d ' u n  échantillon de 
200 protoplastes. 

Les résul ta ts  rapportés sur l e  tableau 3 montrent que l e  rendement 



en protoplastes dépevd de l a  concentration en mannitol. 

Aux concentrations t rop faibles  ( 6 0 ~ .  1-Il ou trop importantes 

( 1 2 0 ~ .  1-l) l e  nombre de protoplastes l ibérés  diminue. 
S i  un grand nombre de protoplastes sont lésés  dans l e  premier cas, 

ce qui explique l e  fa ib le  rendement obtenu, par contre dans l e  deuxième cas 

(mannitol = 1 2 0  1 l a  présence d ' amas ce l lu la i res  ou de ce l lu les  isolées,  

indique que l a  digestion enzymatique e s t  incomplète. Dans ces conditions, il 

faudrait  probablement augmenter l a  durée d'incubation, mais ceci n ' e s t  pas sans 

risque quant à l a  v i ab i l i t é  ul tér ieure des protoplastes. 

Par contre, c ' e s t  avec l e s  concentrations intermédiaires de mannitol 

(80 e t  100~.1-') que l e  rendement en protoplastes e s t  l e  plus élevé. Avec ces 

deux conditions l a  population de protoplastes e s t  semblable, homogène, l e s  

protoplastes sont d'un diamètre compris entre  40 e t  50 microns (Tableau 4 ) .  

Cette population répond aux c r i t è r e s  indispensables pour envisager l e s  phases 

ultérieures de culture : peu de débris,  protoplastes de forme sphérique avec 

répart i t ion assez homogène des chloroplastes autour de l a  vacuole centrale.  

I l  semble donc qu'une concentration de 809.1-1 en mannitol 

convienne l e  mieux pour obtenir un rendement élevé en protoplastes à réparti-  

tign homogène. 



Tableau 5 : Divisions des cellules dérivées de protoplastes eri f0nction.de la pression osmotique du 
7 

milieu Mcl après 7 jours de culture. La densité de protoplastes ensemencés est de 20 000 

protoplastes par millilitre. La culture est effectuée en milieu liquide (Mcl) renfermant 

59.1-1 de saccharose. L'équilibre hormonal est de 1mg.l-l d'ANA et de BAP. 

Concentration Mannitol 

Mc 1 
(MilliOsmoles) (g.1-l) 

38 1 60 

502 80 

GO 1 1 O0 

7 14 120 

Nombre de cellules 
divisées par millilitre 

5 840 2 2 288 

13 040 2 2 720 

' 12 640 5 2 464 

9 600 $: 3 672 

Pourcentage de cellules 
divisées par rapport au nombre 

de protoplastes ensemencés 
par millilitre 

- 

29,2 

6 5 , 2  

63,2 

4 8 



2 - Facteurs controlant la division cellulaire 



- 40 - 

2.1 - Importance de l a  pression osmotique 

L'importance de l a  pression osmotique a é t é  signalée dans de 
nombreux travaux t r a i t an t  de l a  culture des protoplastes. Pour notre part ,  
nous avons indiqué précédemment (1.4) que l a  l ibération des protoplastes en 
dépend. 

Dans c e t t e  expérience, nous nous sommes proposés de vé r i f i e r  l ' e f f e t  
de ce paramètre au cours de l a  phase 1 de culture.  

Les protoplastes sont cul t ivés  à l a  concentration habituelle 
(20M protoplastes/ml) dans des milieux Mclde composition identique mais de 

pression osmotique différente .  Au 75 jour de culture,  l e s  microcals formés sont 
dénombrés (tableau 5) .  

Dans un milieu Mcl renfermant 6og.1-l de mannitol, l e  taux de 
divisions de ce l lu les  e s t  l e  plus faible.  

La majorité des ce l lu les  e s t  morte e t  une quantité importante de 
débris ce l lu la i res  se  trouve l ibéré  dans l e  milieu. Un brunissement précoce 
e s t  a lors  noté. 

De même, une concentration élevée ( 1 2 0 ~ .  1-1 ) n ' e s t  pas favorable 
à l a  division ce l lu la i re .  Par a i l l eu r s ,  on peut observer dans l e  milieu, des 
amas de cel lules  par t icul ières  résultant d'une digestion enzymatique incomplète. 

En revanche, l e  pourcentage de microcals formés e s t  p l u s  important 
lorsque l a  concentration du milieu Mcl e s t  s i tué  entre 502 e t  601 mOsM. 

Dans ce cas, nous observons des amas ce l lu la i res  de 4 à 8 cel lules  
chlorophylliennes baignant dans un milieu qui e s t  res té  c l a i r .  De t e l s  signes, 
indiquant que l a  culture a l a  poss ib i l i té  de se  poursuivre sur l e  milieu Mc2. 

Afin d 'év i te r  l a  formation de cytoplastes (ce l lu les  énuclées au 
contenu nucléaire res t re in t  qui ne peut donc se diviser correctement) due à des 
milieux à pression osmotique élevée (VATSYA e t  Coll.,  1981 ; BRADLEY, 1983) ,  

nous retiendrons une concentration de 502 mOsM ( s o i t  un apport de 8og.1-l de 
mannitol e t  une concentration de 5g.l-L de saccharose) pour l a  phase 1 de cul ture  
des protoplastes de Chicorée Witloof 

, 2  - Influence de l a  concentration de saccharose sur l a  division des cel lules  

Nos essa is  préliminaires de culture de protoplastes de Chicorée 
Witloof sur l e  milieu de CREPY e t  Coll. (1982) n'ont pas é t é  sa t i s fa i sants .  En 

e f fe t ,  l e s  ce l lu les  survivaient au plus une quinzaine de jours, puis l a  plupart 
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des microcals formés, a ins i  que l e s  ce l lu les  isolées jaunissaient puis se 

nécrosaient. 

Cette toxic i té ,  probablement l i é e  à l a  production des composés 

phénoliques, a é t é  signalé par SENE e t  Coll. (1984) lorsque l e s  glucides 

exogènes sont en excès dans l e  milieu n u t r i t i f  de tissus primaires.de Cichorium 

intybus L. 

Ceci nous a inc i t é  à étudier l e s  e f f e t s  de l a  concentration en 

saccharose au cours de l a  première phase de culture des protoplastes (tableau 6 ) .  

Après 7 jours de culture,  l e  pourcentage de cel lules  qui se  d i v i -  

sent dépend de l a  concentration en saccharose dans l e  milieu Mcl l iquide.  

Au moins 50 % des protoplastes ensemencés reconstituent leur 

paroi e t  se  divisent dans un milieu Mcl renfermant de faibles  concentrations 

en saccharose (1,25 à 5 9.1-'1. Avec 2 0 ~ .  l-l, l e  taux de division e s t  p l u s  

fa ib le  (41,l  %) e t  un brunissement e s t  apparent au niveau des ce l lu les  p u i s  

dans l e  milieu. 

On peut donc re ten i r  qu'une concentration en saccharose de 5g.1-1 

semble l a  plus favorable pour assurer l a  survie des protoplastes e t  l a  mul- 

t ip l ica t ion  des ce l lu les  qui en dérivent. 

Néanmoins, il importe que ce t t e  phase en milieu liquide n'excède 

pas 8 jours, car l a  nécrose des cel lules  intervient  au cours de l a  seconde 

semaine de culture e t  ce, quelle que s o i t  l a  concentration de saccharose u t i l i s é e .  

2 . 3  - Influence de l a  concentration de saccharose sur l 'obtention de minicals 

Nous avons montré dans une expérience antérieure (2.1 tableau 5 ) ,  

que l e  pourcentage des ce l lu les  qui se  divisent dans l e  milieu Mcl l iquide,  

dépend de l a  concentration de saccharose. Nous avons donc voulu vé r i f i e r  l e s  

e f f e t s  de l a  concentration en saccharose au cours de l a  seconde phase de cul ture  

c ' e s t  à dire  sur l 'obtent ion de minicals (Tableau 7 ) .  
Pour cela  des microcals obtenus en f i n  de phase 1 dans l e  milieu 

(Mcl) liquide, de composition identique mais dont l a  concentration en saccharose 

e s t  différente  (59-1-1 e t  20g.l-l), sont é t a l é s  ( l m l )  à l a  surface de milieu 

Mc gélosé, renfermant des doses variables de saccharose e t  une concentration 2 
réduite (mannitol 6 0 ~ .  1-1 au l ieu  de 8 0 ~ .  1-l). 

Quelle que s o i t  l a  dose de saccharose ajoutée au milieu Mc2, l e  

pourcentage de c a l s  obtenus e s t  négligeable lorsque l e s  cel lules  ont é t é  préala- 
, 
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blement cultivées (Mc, ) en présence de concentrations élevées de saccharose 

Les divisions ce l lu la i res  se poursuivent lorsque l e s  milieux 

Mclet Mc2 ne renferment pas plus de 59.1-1 de saccharose. Tandis que l e s  

microcals se  nécrosent s i  l e  milieu Mc2 e s t  plus riche en sukre. 

2.4 - Importance de l a  nutr i t ion glucidique des plantes-mères 

Nous avons vu précédemment (2.2 e t  2.3) que l e s  protoplastes de 

Chicorée Witloof sont sensibles aux glucides exogènes. Nous avons donc voulu 

vér i f ie r  s i  l a  nutr i t ion carbonée des plantes-mères ne se  répercutait  pas sur 

l 'obtention ul tér ieure de ca ls  (tableau 8 ) .  

Pour cela,  des plantes sont cultivées sur l e  milieu de HELLER (1953) 

additionné de concentrations croissantes de saccharose. Les protoplastes issus 
des différentes  catégories de plantes sont cul t ivés  d'abord dans un milieu Mcl 

liquide, puis sur un milieu Mc2 gélosé. 

Notons que l e s  concentrations en ANA e t  BAP sont de l g . l l .  Le 

saccharose e s t  ajouté à 59.1-'. Le mannitol e s t  u t i l i s é  initialement (Mcl) à 

80 9.1-l puis réduit à 609. 1-'. 

Après 5 semaines de cul ture ,  nous constatons que l e  nombre de ca ls  

obtenus e s t  d'autant plus élevé que l a  concentration en saccharose du milieu 

nu t r i t i f  des plantes e s t  élevée. 

Par a i l l eu r s ,  pour des doses en saccharose de 109.1-1 e t  209. 1-1 

l e s  cals  obtenus sont chlorophylliens, a lors  q u ' i l s  sont e t  demeurent blanchâtres 

avec 1,25 e t  5 9.1-'. 

Nous avons donc retenu une concentration de 209.1-1 pour nos 

expériences ultérieures.  
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RECHERCHE D'UN MILIEU DE PROLIFERATION 

DES CALS 

Pour expliquer que les cellules dérivées de protoplastes de Chicorée 

ne se divisent pas et se nécrosent rapidement dans la solution minérale de 

MURASHIGE et SKOOG ( 1962)x1/2 ; CREPY et Co11. (1982) émettent 1 ' hypothèse 
qu'il y a absence ou inhibition de la nitrate réductase. La survie des cellules 

n'a été possible qu'après substitution des ions NH4+ et NO3- par de l'azote 

organique (glutamine). Dans ces conditons, ils ont pu obtenir des cals suffisam- 

ment développés. 

Pour notre part, nous avons également constaté que la croissance des 

cals dépendait de la nature de la source azotée ajoutée au milieu Pc. 

Ainsi, nous avons étudi6 les effets de la nature et de la concentration 

de l'azote sur la prolifération des cals. L'étude de cette phase est intéressante 

si l'on veut multiplier les cals pour ensuite les induire. 

Nous verrons plus loin, qu'il est en effet difficile d'initier des 

bourgeons sur des cals de petites tailles issus directement de la phase 2. 

3 . i  - Influence de la nature de la source azotée 

Des cals d'une taille supérieure à 2mm provenant de la phase 2 sont 

déposés sur des milieux de prolifération (Pc) de phase 3, différents uniquement 

par la nature des composés azotés (tableau 9). 

Rappelons que les concentrations hormonales sont de 1mg.l-l en 

ANA et BAP. La quantité d'azote est identique à celle utilisée au cours des deux 

précédentes phases, soit N = 143mc~.l-~. 

L'expérience est réalisée en boites de Pétri (matériel et méthodes 

5.2). 

Après 6 semaines de culture, la croissance des cals est exprimée 

en mg de matière frafche et de matière sèche. 

On donnera égalemement le diamètre moyen et la couleur des cals. La 

présence de nodules chlorophylliens (NDC) sera aussi signalée. 

La glutamine utilisée comme seule source azotée stimule de façon 

importante la croissance des cals. 

L'utilisation uniqüe des ions NO3- n'est pas favorable à la prolifé- 

ration et provoque la nécrose des cals. 

Lorsqu' ils sont associés aux ions ammonium, ils n'améliorent peu ou 
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Tableau 10 : Influence de la nature et de la concentration de l'azote sur la croissance des cals, 

après 30 jours de culture. 

Le milieu de prolifération cellulaire (Pc) est dépourvu de mannitol. Les substances 

de croissance (ANA et BAP) sont ajoutés à 1mg.l'l. 

L'azote minéral correspond au KNO3 + NH4N03 de la solution de MURASHIGE et SKOOG x1/4; 
x1/2 ; xl soit ~ = 2 1 0 m ~ . l - l ;  420mg.l-l et 840my .l-l. 

L'azote organique est représenté par la glutamine (=18,75 ; 375 ; 750 ; 1500 et 3 000 
mg.1-1) soit respectivement N=35,75 ; 71,5 ; 143 ; 286 et 572 mg.1-l. 

A Z O T E  (Milieu Pc) 
Teinte des 
cals 

brune 

blanchâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

brune 

jaunâtre 

jaunâtre 

jaunâtre 

brune 

brune 

Nature 

Minéral 

Organique 

N (mg.l-') 

O 

2 10 

4 20 

840 

O 

35,75 

71,75 

143 

286 

5 7 2 

Poids matière 
fraiche 

m g 

32,5 ? 5,12 

79,5 i 5,17 

116,7> 2 14,80 

140,25 f 11,90 

35 I 7,4 

153,75 t 36,88 

249 + - 29 

247,75: 12,71 

216,5 * 46,74 
48 - + 26,63 

Poids matière 
sèche 

mg 

- 

8: 1,41 

9 1,73 

11,5 0,5 

- 

12,5 2,17 

17,5 - 2,87 + 

22 t 0,7 

17 * 1,87 

10 t 3,08 

- 

Eau 

% 

- 

89,93 

92,29 

91,80 

- 

91,86 

93,24 

91,12 

93,37 

79,16 



pas la prolifération, par contre les tissus demeurent dans ce cas blancPnt la res. 

Des résultats similaires sont obtenus en présence uniquement d'ions 

NH4+. 

Enfin, en associant 1 'azote minéral (NH4N03) à 1 'azote organique 

(glutamine) on stimule un peu la prolifération et on note l'apparition de 

nodules chlorophylliens. Ces formations sont d'ailleurs visibles sur des cals 

cultivés en présence de glutamine. 

Par ailleurs, il est à noter qu'avec un tel équilibre hormonal, il 
n ' apparaît aucun bourgeon quelle que soit la forme d ' azote utilisée. 

3.2 - Effets de la nature et de la concentration d'azote 

Nous avons vu précédemment (3.1) qu'avec une quantité d'azote égale 

à 143 rng.l-l, l'azote organique (glutamine) est plus efficace que l'azote minéral 

pour la prolifération des cals (tableau 9). 

Dans cette expérience, nous nous sommes proposés d'étudier différentes 

doses d ' azote d ' origine organique (glutamine) et minérale (KN03 et NH4N03 
de la solution minérale de MURASHIGE et SKOOG, 1962) (tableau 10). 

Sur les milieux de prolifération (Pc) différents par leur nature 

et leur concentration en azote, on dépose des cals d'une taille supérieure à 

3 mm (matériel et méthode 5.2). 

Rappelons que 1 'équilibre hormonal est toujours identique ( lmg. 1-l 

d ' ANA et BAP). Le saccharose est utilisé à une concentration de 5g. 1-'tandis 

que le mannitol est supprimé. 

En absence de toute source azotée, les cals se nécrosent aussitôt 

après leur ensemencement sur le milieu de prolifération (Pc). 

Un milieu (Pc) ne renfermant que de l'azote minéral est peu efficace. 

Néanmoins, il y a une augmentation régulière de la croissance de O à 840mg.l-l. 

Tandis que l'azote organique est beaucoup plus efficace ; la crois- 

sance augmente quand la dose de glutamine s'élève et ceci jusqu'à 71 ,5mg.1-' 

d'azote. Au delà la croissance se stabilise (143rng.l-') puis décroit. A partir 

de 286mg.1-1 la toxicité se manifeste par le brunissement des tissus. 

3.3 - Influence de la nutrition qlucidique et azotée 

L'azote étudié est uniquement minéral (NHL+NOJ + KNO3 de la 

solution minérale de MURASHIGE et SKOOG.) 
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Tableau 12 : Effets de la nature et de la concentration de la source azotée sur la croissance des cals après 30 jours 

de culture sur un milieu de prolifération (Pc) comportant du mannitol. Le mannitol est ajouté à 60 g.1-1. 
L'azote minéral correspond aux KN03 + NH4N03 de la solution de MURASHIGE et SKOOG x1/4 ; 1/2 et 1 soit 
N=210 ; 420 et 840mg. 1-l. 

L'azote organique est représenté par la glutamine (=18,75 ; 375 ; 750 ; 1 500 et 3 OOOmg. 1-II soit respec- 

tivement N=35,75 ; 71,5 ; 143 ; 286 et 572mg. 1-l. 

ANA=lmg. 1-1 et BAP=lmg .l-l. 

La croissance est exprimée en poids moyen de matière fraîche sèche * écart type. 

A Z O T E MilieuPc 

Nature 

Minéral de M.S. 

Organique 

(glutamine) 

Eau 
% 

- 

79 

82,4 

80,70 

- 

79,76 

80,76 

85,18 

87,65 

87,62 

N =mg.l-1 

O 

210 

420 

840 

O 

35,75 

71,5 

143 

286 

5 7 2 

Poids moyen de 
M.S. 

- 

14,75 f 1,47 
+ 

15,75 _ 3,49 
17,25 5 4,32 

- 

17 f 1,87 

16,75 2 0,82 

+ 26,75 - 3,63 

30,33 2 5,79 
+ 

25,5 - 6,42 

Teinte des cals 

brune 

brune 

brune 

brune 

brune 

jaunâtre 

jaunâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

blanchâtre 

Poids moyen de 
M.F. ma 

22,75 * 3,76 
70,25 + 15,12 
89,5 2 31,83 

92 33,54 

_______-________-_____-___-___________._---_------------_____-________-____-.-------------------.------------------- 

25,25 7,49 

8 4 t 14,40 

85,75 2 9,28 

180,5 ? 34,35 

245,66 ' 32,49 
+ 205 - 17,33 



1 
l 

Les concentrations correspondent à N - M.S.xl ; N - M.S.x1/2 e t  

i N - M.S.x1/4 (tableau 11). Des ca ls  d'une t a i l l e  supérieure à 3mm sont placés ~ 
1 sur l e s  milieux de prol i férat ion coulés préalablement en boî te  de P é t r i  (ma- 

t é r i e l  e t  méthodes 5.2).  

Le saccharose semble peu intervenir sur l a  prolifération des cals.  

Néanmoins, il e s t  préférable d 'év i te r  des doses inférieures à 59.1-l. 

Par contre, l a  croissance dépend de l a  concentration en azote miné- 

r a l  ajouté au milieu Pc. 

C'est  avec une concentration normale de l ' azo te  contenu dans l e  

solution de MURASHIGE e t  SKOOG x l  ( N  = 840m9.1-') que l a  croissance e s t  l a  p l u s  

forte.  Des doses deux ou quatre f o i s  p l u s  fa ib les  sont moins efficaces. 
Notons que, quelle que s o i t  l a  quantité d'azote,/ l es  t i s sus  demeurent 

blanchâtres , aucun nodule chlorophyllien n ' apparaît après 2 mois de culture. 
Ce qui n ' e s t  pas l e  cas avec l a  glutamine. 

Donc, l ' u t i l i s a t i o n  de l ' azo te  minéral pour l a  prolifération des 

cals  e s t  efficace seulement à des doses élevées. 

Une dose de 840mg.l-' associée à 59.1-'de saccharose semble convenir 

pour l a  prolifération des cals.  

3.4 - Influence de l a  pression osmotique 

Nous avons montré ultérieurementl(Cf. 2.1) qu'une dose de 

mannitol de 8og.1-l en phase 1 p u i s  de 6o9.1-l en phase 2 e s t  sa t i s fa i sante  

pour l a  division de ce l lu les  puis l 'obtention de minicals. 
Dans l a  l i t t é r a t u r e ,  il e s t  souvent conseillé de réduire proçressi- 

vement l a  pression osmotique au cours des différentes  phases de culture des 

protoplastes. 
Dans l e s  expériences précédentes (phase 31, nous avons en e f f e t ,  

supprimé l e  mannitol e t  selon l ' o r ig ine  de l ' azo te  l e s  ca l s  poursuivent plus 

ou moins bien leur croissance. 
Nous nous sommes a lors  demandé comment évolueraient i e s  cuitures 

s i  l e  mannitol é t a i t  maintenu dans l e  milieu Pc (tableau 12).  

Nous avons donc repris  l e  protocole expérimental de l'expérience 

(3.2)) e t  aux milieux de prolifération nous a\/ons ajouté 6 0 ~ .  1-1 de mannitol. 

En comparant avec l e s  milieux sans mannitol (Cf. 3.2) l ' a z o t e  

minéral e s t  moins bien u t i l i s é .  La croissance e s t  fa ib le  e t  l a  t o t a l i t é  des 
cultures brunissent. 



L ' azote organique e s t  également moins efficace puisqu ' il faut 

une dose de 286mg.l-1 pour obtenir 245 mg de matière fraîche alors qu'une 

dose quatre fois  p l u s  fa ible  fournissait  l a  même croissance en absence de 

mannitol. 

Notons que l e s  cals  obtenus dans ces conditions (143 à 572 rng.1-l 

d'azote) sont blanchâtres, t r è s  volumineux,dtalés sur l a  gélose e t  présentent 

des pigments anthocyaniques. 
On peut donc dire que non seulement l e  mannitol n 'est  p l u s  nécessaire 

en phase 3 mais son élimination du milieu de prol i férat ion es t  préférable. 



4-~echerche d'un milieu favorable à l'initiation de bourgeons 



Tableau 13 : Effet de la BAP et de l'ANA sur la différenciation des cals. 

Le milieu nutritif comporte de 1 'azote organique (ylutamine=750mg. 1-l) et du saccharose (59.1-11. 

Mannitol (og.l-l 1. 
Lége- : Croissance nulle ( -1  ; croissance faible (+) ; croissance moyenne (++ )  ; croissance impor- - 

tante (+++) ; croissance très importante (++++) . 

1 

ANA / BAP 

mg. 1-l 

0 / 0  

O / 0,5 

0,05 / 0,5 

0,5 / O 

0,5 / 0,05 

1 / 1 

10 / O 

10 / 0,5 . 

C 

Importance de la 
taille des cals 

- 

+ 

+ + 

- 

+ + 

+ + + 

- 

+ + + +  

Teinte des 
cals 

brunâtre 

jaunâtre 

jaunâtre 

brunâtre 

jaunâtre 

blanchâtre 

brunâtre 

blanchâtre 

Organes 
différenciés 

O 

bourgeons 

boiirgeons 

O 

racines 

O 

O 

O 

Observations 

cals nécrosés 

- 

- 

cals nécrosés 

- 

- 

cals nécrosés 

cals volumineux 
hyoerhydriques 



I 4.1 - Essai préliminaire de différenciation 

Nous avons comparé l'effet conjugué de deux hormûnes (ANA et 

BAP) à des concentrations variées, sur la différenciation d'organe (tableau 1 3 ) .  

Des cals, issus d'une phase 2 (matériel et méthodes 5.2) cultivés 

sur un milieu dépourvu de substances de croissance, se nécrosent immédiatement 

après la mise en culture. 

Après 3 à 4 semaines de culture, sur un milieu d'induction (Ib) 

contenant une cytokinine (BAP = 0,5 mg.1-') associée ou non à de faibles doses 

d ' au x ine (ANA = 0,05mg. 1-' ) , des bourgeons sont induits. 
Si en présence d'ANA 3 doses élevées (0,5mg. 1-' et 10mg. 1-l) les 

cals brunissent puis se nécrosent ; en associant l'ANA (0,5mg.l-'1 à de faibles 

doses de BAP (0,05mg.l-l), on obtient la formation de racines. 

Le maintien de 1' équilibre hormonal (1/1) utilisé lors des phases de 

culture précédentes(1 et 2 )  favorise par contre la croissance des cals. Des 

doses plus fortes d'ANA (lOmg.l-l) combinées à de la BAP (0,5mg.l'') permettent 

d'obtenir une importante prolifération cellulaire mais sans manifestation 

organogène . 

4.2 - Action de la BAP 

Lors des essais préliminaires (4.1) nous avons remarqué qu'il 

est possible d'obtenir des cals organogènes en présence de BAP. 

A partir de cals cultivés sur des milieux d'inductions (Ib) compor- 

tant de 1 'azote minéral (N - M.S. xl/2) nous avons vérifié l'action de doses variées 
de BAP (0,2 - 0, 4 et 0,8 rng.1-')(tableau 14). 

Les cals ensemencés en tubes à essais sont maintenus pendant 6 

semaines dans les conditions décrites précédemment (matériel et méthodes 5.2) . 

Le tableau 14 montre qu'un apport de BAP (sans auxine) provoque 

la néoformation de bourgeons quelle que soit la concentration (0,2mg.l-' à 

0,8mg.l-l). 

La meilleure dose de BAP pour produire le bourgeonnement semble 

être voisine de 0,4 rng.1-l car au delà si le pourcentage de cals organogènes 

augmente encore légèrement, le nombre moyen de bourgeons par cals décroit 

nettement. 



Tableau 15 : Influence de la nature de la source azotée et des concentrations hormonales (ANA et BAP) sur l'induction de 

primordiwnsaprès 4 semaines de culture. Les chiffres représent le nombre de cals sur lesquels sont initiés des 

bourgeons par rapport aux 6 cals ensemencés par condition. 

L1azote minéral correspond à l'azote de M.S. x1/2 (N=420ing. 1-l) ,laazote organique correspond à la glutamine 

à 750mg.1-l (~=143m~.l-l). 

L&genge-: Teinte des cals : brune e ; jaunâtre () ; blanchâtre O - 
Croissance des cals : nulle (-)  ; faible (+)  ; moyenne (++) ; importante (+++) ; très importante (++++). 

BAP 
- 1 

mg. 1 

0,25 

0 1 5  

1 

5 

A N A  ("19.1-5 

O 

Azote 
organique 

0 / 6  

- 

0 / 6  

0 
- 

O / 6 

a 
- 

0,025 0,05 

Azote 
minéral 

6 / 6  

+ 

5 / 6  

0 
+ 

5 / 6  

+ 

Azote 
organique 

0 / 6  

6 
- 

1 / 6  

0 
- 

2 / 6 

0 
- 

Azote 
organique 

3 1 6  

- 

3 / 6  

6 
+ 

2 / 6  

a 
+ 

0,5 

Azote 
minéral 

5 / 6  

+ + 

6 / 6  

(> 
+ + 

5 / 6  

O 
+ + 

Azote 
minéral 

6 / 6  

@ 
+ + 

6 / 6  

0 
+++ 

6 / 6  

O 
+ + + 

Azote 
organique 

0 / 6  

O 
+ 

0 / 6  

O 
+ + 

Azote 
minéral 

0 / 6  

O 
+++ 

0 / 6  

O 
++++  
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Tableau 14 : Influence de d i f fé rentes  concentrations de BAP sur l a  for-  

mation de bourgeons après 6 semaines de cul ture (24 cals 

issus d'une phase 2 sont ensemencés par condit ion) 

Le mi l ieu  de cul ture (sans mannitol) cont ient en outre du 

saccharose ( ~ ~ . l - l )  e t  de l ' azo te  du mi l ieu  de M.S. xl/2. 

B A P  

m g .  1-l 

O,2 

0 ,  4 

O,8 

4.3 - Ac t ion  con-juquée de l a  n u t r i t i o n  azotée e t  des concentrat ions hormonales 

Les e f f e t s  de l a  na ture  des composés azotés ont  é t é  v é r i f i é s  l o r s  

du passage des c a l s  i ssus  de l a  phase 2 su r  un m i l i e u  I b  de phase 4. 

Nous avons c h o i s i  de conserver 1 'azote organique (glutamine) 

Pourcen tage  des c a l s  
organogènes 

5 O 

62,5 

66,66 

à l a  même dose que l o r s  des phases précédentes (N = 143 mg.lm') t and is  que 

Nombre moyen de 
bourgeons p a r  c a l  

3,08 

4,16 

2,56 

r) 

l ' a z o t e  minéra l  e s t  apporté sous forme de KN03 + NH4N03 de l a  s o l u t i o n  minérale 

de MURASHIGE e t  SKOOG (1962) d i l u é e  au demi ( s o i t  N = 4 2 0 r n ~ . l - ~ ) .  Simultanément, 

on f a i t  v a r i e r  l e s  concentrat ions phytohormonales (ANA e t  BAP). 

Les ca ls ,  ensemencés sur l e s  m i l i e u x  préalablement r é p a r t i s  e t  auto- 

c lavés en tubes à essais, sont  d'une t a i l l e  supérieure à 3 mm. 

Après 4 semaines de cu l tu re ,  on note d'abord ( tab leau 15) : 

- Le pourcentage de c a l s  pourvus de nodules v e r t s  d'où seront  

i ssus  l e s  bourgeons, 

- l a  couleur  e t  l a  croissance des cals.  

Pu is  apr3s 3 semaines de c u l t u r e  supplémentaires, on dénombre l e s  

bourgeons formés (Tableau 16) . 

La glutamine à 750mg.1-1 e s t  tox ique pour l a  croissance des c a l s  ; 

ce la  se manifeste par  l e  brunissement e t  l a  capaci té r é d u i t e  à p rodu i re  des 

cals. 

En présence d 'azote minéra l  (M.S. x1/2) uniquement, l a  formation des 



- " 
W .  
C ul 

g 2 
ul 
M a, 
Y ffl 
O O 
13 i-l m 
m s 
ai O u O 

m 
g ;ri 
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bourgeons dépend essentiel lement de l a  concentrat ion en phytohormones. 

Avec l a  BAP (sans auxine) l a  croissance est  f a i b l e ,  m i s  après 3 à 

4 semaines de cu l ture ,  on observe l a  formation de nodules ch lorophy l l iens d'où 
1 seront issus des bourgeons. La croissance des c a l s  e t  c e l l e  des bourgeons formés 

es t  cependant mei l leure lorsque l ' o n  associe l a  BAP (0,5mg.l-'1 e t  l'ANA 

(0, 05mg. 1-'1. Dans ces condi t ions,  tous l e s  ca ls  ensemencés forment des 

bourgeons sans manifester de brunissemtnt. 

S i  l a  capacité organogène des ca ls  e s t  également sa t i s fa isan te  

avec une dose p lus  élevée de BAP m .  1 e t  ANA (0,05mg. 1 - l )  en revanche, 

l e  nombre de bourgeons formés déc ro i t  nettement. 

Enfin, avec des doses p lus  impa;tsntes (ANA = 0,5mg.l-l e t  BAP = 

1 e t  5mg.l-') on n'observe p lus  de mani festat ion organogène, seule une 

p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  t r è s  importante subsiste. 

4.4 - Inf luence de l a  n u t r i t i o n  azotée 

Des essais r e l a t i f s  à l a  p r o l i f é r a t i o n  des ca ls  (Cf. 3.1) on t  

montré que pour une dose d'azote égale à 143mg.l-l l a  glutamine s ' es t  révélée 

p lus  e f f i cace  que l e s  autres formes d'azote. 

En u t i l i s a n t  l e  même protocole expérimental, nous nous sommes 

proposés de v é r i f i e r  l a  capacité organogène des ca l s  issus également de phase 2 

(tableau 17). 

L ' équ i l i b re  hormonal es t  dans ces condi t ions modi f ié  : 

ANA = 0,05mg.l-l e t  BAF = 0,5mg.l-l. 

Dans nos condi t ions expérimentales, il apparaît que l e  pourcentage 

de ca ls  organogènes e t  l e  nombre moyen de bourgeons, l e s  p lus  élevés sont 

obtenus sur un m i l i e u  renfermant de l ' a z o t e  minéral,  pa r t i cu l iè remrn t  des 

n i t r a tes .  Mais ces ions réduisent  l a  p r o l i f é r a t i o n  e t  après un mois de cu l t u re  

provoquent l e  brunissement pu is  l a  nécrose des t issus.  

En revanche, en associant l e s  n i t r a t e s  aux ions ammonium (NH4N03) 

on observe une importante p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  , mais l a  capacité orga- 

nogène des ca ls  es t  rédu i te .  

Quant aux ions NH4+, u t i l i s é s  comme seule source azotée, i l s  sont 

toxiques. 

Il semble donc que l e  m i l i e u  d ' i nduc t ion  ( I b )  où au moins une 

p a r t i e  de l ' a z o t e  es t  apporté sous forme organique s o i t  pré férab le  pour l a  

d i f f é renc ia t i on  de bourgeons. 





4.5 - Influence du mannitol 

Nous avons vér i f ié  l a  capacité organogène des ca ls  provenant de 

phase 3,  dont l e  milieu Pc comportait ou non du mannitol ; pour cela ,  des 

cals  cultivés en phase 3 sur un milieu de prolifération (Pc) sans mannitol sont 

tranférés sur des milieux d'induction ( Ib)  qui en sont également dépourvus. 

Tandis que les  c a l s  cultivés préalablement sur un milieu Pc 

comportant du mannitol (609. 1-1 ) sont répar t i s  sur des milieux inducteurs 

conditionnés de 3 manières (tableau 18) : 

- mannitol (609.1-') 

- mannitol (309. 1-1 ) 

- mannitol ( 0 ~ . 1 - ~ )  

L'équilibre hormonal e s t  de 0,05 mg. 1-l d'ANA e t  0,5mg. 1-'de BAP. 

Les ca ls  sont ensemencés dans des pe t i t s  flacons en verre hermétiquement 

fermés (technique identique à ce l l e  appliquée en phase 5, voir matériel e t  

méthodes 5.2). 

Le maintien du mannitol à concentrations élevées (6o9.1-l e t  

309. 1-l) en phase 4 provoque un brunissement p u i s  l a  nécrose de l a  majorité 

s i  ce n ' e s t  de l a  t o t a l i t é  des cals.  

La suppression de ce t  agent osmotique, seulement en phase 4 ,  permet 

l a  différentiation de certains ca ls  mais l e s  bourgeons formés sont tous ffvitreuxll. 

Tandis que des c a l s  cultivés dès l a  phase 3 sur un milieu sans 

mannitol se différencient normalement, 56,75 % des ca ls  sont organogènes e t  

l e s  bourgeons formés sont en général normaux. 

I l  e s t  donc c l a i r  que s i  l e  ma1113itol e s t  nécessaire lo r s  des deux 

premières phases de culture (1 e t  2 ) ,  il e s t  en revanche préférable de l 'exclure 

du milieu d ' in i t i a t ion  des bourgeons. 



5- Allongement et enracinement des bourgeons 



ALLONGEMENT ET ENRACINEMENT 

DES BOURGEONS 

Au c o u r s  de  l a  phase  4 ( i n d u c t i o n  d e s  bourgeons ) ,  l e s  c a l s  s e  

l d i f f é r e n c i e n t ,  on o b s e r v e  a l o r s  d e s  primordiums, d e s  n o d u l e s  c h l o r o p h y l l i e n s  
p u i s  d e s  bourgeons.  

Afin  d ' a c c é l é r e r  l e  développement de  ces f o r m a t i o n s ,  nous  opérons  
de  l a  maniè re  s u i v a n t e  : 

Les bourgeons  d é j à  formés ( e n v i r o n  5 mm) a i n s i  que les primordiums 
s o n t  s é p a r é s  du cal  i n i t i a l  e t  p l a c é s  s u r  un m i l i e u  E/R. 

Tand i s  que  les n o d u l e s  c h l o r o p h y l l i e n s  s u s c e p t i b l e s  d e  donner à 

nouveau d e s  bourgeons  s o n t  r e p r i s  s u r  l e  même m i l i e u  d e  d i f f é r e n c i a t i o n  ( I b ) .  

Pour c e t t e  phase  nous  u t i l i s o n s  d e s  bocaux e n  v e r r e  ( m a t é r i e l  e t  
méthodes 5 .2)  a f i n  d e  f o u r n i r  un volume d ' a i r  p l u s  i m p o r t a n t  e t  une moindre 

hygromét r i e .  

Rappelons que l e  m i l i e u  E/R s a n s  hormone comporte e n t r e  a u t r e  l a  

s o l u t i o n  m i n é r a l e  d e  MURASHIGE e t  SKOOG x1/2 , a d d i t i o n n é  de  ?og . l - l  d e  

s a c c h a r o s e .  

En u t i l i s a n t  c e t t e  t e c h n i q u e  les primordiums se déve loppen t  en  

bourgeons .  Après 3 semaines  de  c u l t u r e ,  ils s o n t  s é p a r é s  les uns  d e s  a u t r e s  

pour ê t r e  r e p i q u é s  i n d i v i d u e l l e m e n t  s u r  l e  même m i l i e u  E/R a f i n  d ' y  pour- 

s u i v r e  l e u r  a l longement  e t  l e u r  en rac inement .  

En f i n  d e  phase  5, on o b t i e n t  20 % d e  bourgeons  non déve loppés  ; 
57 :4 d e  bourgeons déve loppés  e t  e n r a c i n é s  e t  23 % d e  bourgeons déve loppés  
mais non e n r a c i n é s .  

Les p l a n t e s  o b t e n u e s  s o n t  s e m b l a b l e s  à celles i s s u e s  d e  g e r m i n a t i o n  

a s e p t i q u e s .  

Notons que d e s  bourgeons  c u l t i v é s  d e  l a  même manière ,  mais s u r  

l e  m i l i e u  d e  HELLER, possèden t  d e s  f e u i l l e s  d i s p o s é e s  e n  r o s e t t e  e t  s o n t  d ' u n  

v e r t  très p â l e .  

P a r  a i l l e u r s ,  d e s  bourgeons  t r empés  pendan t  6 h e u r e s  d a n s  une 

s o l u t i o n  d '  RIB (10mg.l-') donnent  s u r  un m i l i e u  E/R un abondant  c h e v e l u  

r a c i n a i r e .  Tand i s  que ceux n ' a y a n t  s u b i  aucun t r a i t e m e n t  déve loppen t  d e s  

r a c i n e s  f i l a m e n t e u s e s  e t  on en d i s t i n g u o  une  ou deux l égèrement  p l u s  é p a i s s e s .  



6-Acclimatation des Plantes 



ACCLIMATATION DES PLANTES 

En f in  de phase 5,  l e s  jeunes plantes obtenues "in vitro" 

subissent une phase d'acclimatation en miniserre. 
El les  sont d'abord débarrassées de l a  gélose restant  accrochée 

au système racinaire ; un rinçage à l ' eau  f a c i l i t e  l 'él imination de l a  gélose 

e t  év i te  un flétrissement trop rapide des feui l les .  

En e f fe t ,  l e s  jeunes plantes habituées à une atmosphère humide 

sont t r è s  sensibles au moment de leur passage à l ' a i r  l ibre .  
Généralement, l a  plante régénérée possède p l u s  d'une racine. I l  

e s t  a lors  possible d'éliminer l e s  p l u s  grêles s i  l ' on  veut obtenir une racine 

pivotante unique. 

Enfin, les  plantes sont au fur e t  à mesure placées dans de p e t i t s  

pots préalablement remplis de terreau humidifié p u i s  aussitôt déposés dans 

une miniserre dont 1 ' atmosphère e s t  saturée d ' eau. 

Les bourgeons su f f i s  amment développés ( 3  à 4 cm) mais sans racines, 

auront leur base enrobée d 'hormone de bouturage pour f a c i l i t e r  1 'enracinement 

en te r re .  Mais généralement, de t e l s  bourgeons f inissent  par s'enraciner 

même sans ce traitement. 

La miniserre e s t  maintenue fermée pendant une semaine p u i s  progres- 

sivement ouverte. Un arrosage régulier avec l a  solution mivérale de HELLER e s t  

effectué. 

Dans ces conditions toutes l e s  plantes s e  développent e t  atteignent 

en une trentaine de jours 10 à 15 cm de hauteur avec 4 à 5 paires de feui l les .  
Une vingtaine de plantes ont é t é  cultivées dès l a  so r t i e  de l a  

rniniserre en champs au mois de j u i l l e t  1984. 

La reprise e s t  excellente. Les plantes sont vigoureuses e t  de 

morphologie conforme au phénotyge de l a  plante-mère. 

Les racines récoltées au mois de novembre ont é t é  forcées dans 

différentes conditions : 

- couches t radi t ionnel les  

- forcage en sa l l e .  

Les chicons obtenus sont tout à f a i t  normaux. Leur développement 

varie bien sûr selon l e s  conditions de forçage mais i ls  ne semblent en r ien 

différents de ceux obtenus à par t i r  de plantes semées aux champs. 

Quelques unes des racines forcées ont été remises en culture 

e t  des inflorescences ont é t é  obtenues en j u i l l e t  1985. 



D'autres rac ines q u i  n ' o n t  pas é té  soumises au forçage en o n t  

également données. 

Dans l e s  deux cas, l e s  inf lorescences obtenues à p a r t i r  de 

p lantes  issues de pro top las tes  semblent t o u t  à f a i t  normales. 



CHAPITRE V 



D I S C U S S I O N  ET C O N C L U S I O N  

L'isolement e t  l a  cul ture  de protoplastes ont lontemps é t é  

réservés aux espèces végétales appartenant pour l a  plupart à l a  famille des 

Solanacées ; quant à l a  régénération des plantes ent ières ,  e l l e  n ' é t a i t  

possible que chez l e s  genres : Nicotiana, Solanum, Datura e t  P é t u n i a  ( V A S I L  

e t  VASIL, 1980 b ; BINDING e t  Coll., 1981 ; e t  AHUJA, 1982) 

Des améliorations de l a  technique e t  des milieux de cul ture  ont 

cependant permis d'aboutir à l 'obtention de colonies ce l lu la i res  e t  quelquefois 

de plantes ent ières  chez d 'au t res  familles ( B I N D I N G  e t  Coll. , 1981). 

A i n s i  chez les  Astéracées, des plantes ent ières  ont é t é  obtenues 

à par t i r  de protoplastes de Gaillardia qrandiflora, Helianthus annuus, Senecio 

jacobaea, 2. s i lva t icus ,  - S. viscosus (BINDING e t  Coll. , 1981) ; S .  vulqaris 
(BINDING e t  NEHLS, 1980 ; BINDING e t  Coll.,  1981) e t  Lactuca sat iva (BERRY e t  

Coll. , 1982). 
Peu de travaux ont é t é  effectués chez l e s  Chicorées : 

- BINDING e t  Coll. (1981) signalent l 'obtention de quelques plantes à par t i r  

de protoplastes de Cichorium endivia e t  de Cichorium i n t y b u s ,  sans préciser 

l e s  variétés choisies. 

- CREPY e t  C o l l .  (1982) parviennent à régénérer des plantes de Chicorée Witloof, 

particulièrement d ' u n  cu l t ivar  'Red Witloof' résultant de croisement : 
'Witloof Verone' X Witloof tandis que des protoplastes issus d 'autres  cu l t i -  

vars, notamment de l 'hybride F1 'Zoom' s e  nécrosent après quelques divisions. 

Nous avons u t i l i s é  pour nos premiers essais  des roset tes  de f eu i l l e s  

de plantes cultivées au champ ; l e  rendement en protoplastes i so lés  à par t i r  
des f eu i l l e s  les  plus internes e s t  élevé e t  des divisions ce l lu la i res  sont 

observées au cours de l a  première semaine de culture.  Mais compte tenu du cycle 

de l a  plante, il e s t  impossible de disposer de ce matériel tout au long de 

l 'année . De p l u s ,  une détérioration importante des feu i l les  (nécroses e t  fo r t e  

contamination) dès l e  début du gel,  abirne l e s  t i ssus  e t  rend d i f f i c i l e  l 'obten- 

t ion de préparations aseptiques. 

Pour ces raisons nous avons renoncé à l ' u t i l i s a t i o n  de ces plantes 

e t  préféré un matériel cu l t ivé  "in vitro". A pa r t i r  de bourgeons néoformés 

sur des fragments racinaires,  l a  l ibération de protoplastes viables e s t  pos- 

s ib le  mais l a  préparation des feu i l les  s ' e s t  révélée techniquement d i f f i c i l e .  

C.'est pourquoi ce matériel n ' a  pas é t é  retenu. 



Ce sont les jeunes plantes issues de germination aseptiques que 

nous avons finalement utilisées. Ce matériel présente de nombreux avan- 

tages : 

- arrachage de l'épiderme relativement aisé, 
- isolement de protoplastes aseptiques avec peu de débris cellulaires, 
- réactiviation plus facile à partir de cellules provenant d'un 

matériel jeune (BINDING et Coll. , 19811, 
- possibilité de disposer d'un matériel dont le contrôle du dévelop-- 
pement est facile, ce qui assure une meilleiire reproductibilité 

des resultats (SHEPARD et TOTTEN, 1975). 

L'utilisation de matériel développé "in vitro" a déjà été préconisé 

pour la culture de protoplastes d'autres Astéracées : Laitue (BERRY et Coll., 

1982), Artemesia vulqaris L., Chrysanthemum indicum L. et Zawadskii Herbich 

(OKAMURA et Coll., 1984) ainsi que pour d'autres espèces : Tabac (NEGRUTIU et 

Coll . , 1981 ) , Pomme de Terre (BOKELMANN et ROEST, 1983). 
Avec ce type de matériel, nous avons réalisé le cycle de régénération 

de plantes entières à partir de protoplastes foliaires de l'hybride F1 : 

Protoplastes viables 
I 

.1 
Microcals 

Cals 
I 

\L 
Bourgeons néo formés 

I 

Endives 
\1 

Influorescences 

La réalisation de ce cycle nécessite 5 à 6 mois de culture. Le ren- 

dement des plantes régénérées est très faible, environ 0,2 % des protoplastes 

ensemencés. Les résultats obtenus peuvent être améliorés si l'on considère 



l certains facteurs qui sont suceptibles de contrôler chaque phase de la culture. 
L ' utilisation de 1 ' azote organique comme le suggèrent CREPY et 

Coll. (1982) pour la culture des protoplastes de Chicorées ne suffit pas à 
1 

prolonger la survie des "protoplastes" issus de l'hybride F1 'Zoom'. Ces 
1 auteurs émettent l'hypothèse de l'absence ou de l'inhibition de la nitrate 

réductase, ils proposent alors la substitution de l'azote minéral (NH4N03 + 
l KN03 de la solution de M.S. x1/2) par de la glutamine. 

Quelques expériences préliminaires nous ont cependant permis de 
1 

mettre en évidence une activité nitrate.réductasique dans des protoplastes 

~ foliaires fraichement préparés et provenant de germination. 

La nutrition glucidique s'est révélée être l'un des facteurs limi- 

tants du taux de division. Le pourcentage de cellules divisées dépend en effet 

de la concentration de saccharose. Le meilleur taux est obtenu pour une dose 

de 5g.1-1. L'augmentation de la concentration en saccharose provoque le jau- 
1 

nissement du milieu et la diminution du taux de division. 

La sensibilité des tissus de Chicorée aux glucides a déjà été 
1 

signalée par SENE (1984) qui a montré que les sucres exercent une certaine 

toxicité se traduisant par le brunissement des explants, d'autant plus pronon- 

cé que les doses de glucide sont plus élevSes, Il suppose que les réserves 

glucidiques importantes présentes dans ces tissus (BACKOULA, 1983) suffisent 

au métabolisme des petits explants et qu ' un apport supplémentaire est pré ju- 
diciable aux cultures. 

En ce qui concerne les protoplastes de Chicorées cultivés en milieu 

liquide, le brunissement apparait dès la seconde semaine de culture, quelle . 

que soit la concentration en saccharose du milieu. Ce phénomène est probable- 

ment lié à l'oxydation des composés phénoliques, de telles manifestations ont 

déjà été observées par BINDING et Coll. (1981) lors de la culture de proto- 

plastes de Cichorium indivia, Cichorium intybus et Gaillardia qrandiflora. 

Afin de surmonter cette difficulté, ces auteurs proposent des dilutions suc- 

cessives de la culture. BERRY et collaborateurs (1982) procèdent de la même 

façon pour des protoplastes de Laitue. Un tel brunissement concerne aussi des 

espèces très différentes : -- Vicia faba (BINDING et NEHLS, 1978), Brassica 

oleoraceae (SCHENK et HOFFMANN, 1979 ) et Medicaqo sativa (DOS SANTOS, 1980). 

Dans notre cas, l'addition de milieu liquide neuf est sans résultat. 
Par contre, le transfert des cultures dès. le 7è jour sur un milieu gélosé de 

composition identique mais de pression osmotique réduite, permet le dévelop- 

pement de cals à la surface du milieu si la concentration de saccharose de 



5g. 1-1 es t  conservée. 

Par ce procédé 2,11 % des protoplastes ensemencés forment des cals.  

Ce rendement pourrait ê t r e  amélioré en reconsidérant certains facteurs l i é s  

en part icul ier  à l a  nutr i t ion azotée. I l  faudrait  en e f f e t ,  vér i f ie r  s i  l ' a zo te  

organique e s t  l a  forme qui convient l e  mieux pour l e s  phases i n i t i a l e s  de 

culture des protoplastes ; tout en considérant l a  dose de saccharose fournie 

(Rapport C/N) . 
I l  se ra i t  également intéressant d'essayer d 'autres  équilibres hor- 

monaux, notamment en diminuant l a  dose d'auxine peut ê t r e  t rop élevée dans nos 
conditons de culture.  La réduction progressive de ce t t e  hormone s ' e s t  d ' a i l l eu r s  

révélée bénéfique pour l a  croissance de microcals dérivés de protoplastes de 

Laitue (BERRY e t  Coll., 1982). 

La substi tution du mannitol par un autre  s tab i l i seur  osmotique t e l  

que l e  sorb i to l  e s t  à envisager. Mais l e  p l u s  intéressant s e r a i t  sans doute une 

étude de l a  réduction séquentielle de l a  pression osmotique au cours de l a  

prolifération des microcals. 
Enfin, s i  l ' o n  se  réfère  aux travaux de LORZ e t  Coll. (1983) e t  de 

SHILLITO (1983) sur l'importance de l a  nature de l 'agent  gé l i f i an t ,  on peut 

penser que l ' a g a r  Difco u t i l i s é  e s t  peut ê t r e  un des facteurs l imitant l a  rurvie 

des microcals. Ces auteurs considèrent que l e  meilleur gel pour l a  culture de 

protoplôstes e s t  l 'agarose ; il conviendrait de l 'essayer chez l a  Chicorée 
Witloof. 

En f in  de phase de multiplication ce l lu la i re ,  l a  population de ca ls  

e s t  t r è s  hétérogène : leur  diamètre peut varier de 1 à 3 mm. Ceux dont l a  t a i l l e  

e s t  supérieure à 2 mm sont transférables sans d i f f i c u l t é  sur un milieu gélosé 

neuf sans mannitol ; par contre un repiquage précoce de microcals infér ieurs  à 

2 mm e s t  préjudiciable à leur  survie. I l  apparaît donc q u ' i l  ex is te  une t a i l l e  

cr i t ique de t ransfer t  e t  ces observations rejoignent d ' a i l l eu r s  ce l les  de BERRY 

e t  Coll. (1982) concernant l e s  ca ls  de Laitue. 

I l  conviendrait pourtant de rechercher s i  des modifications du 

milieu n u t r i t i f  ou de conditionnement permettraient d 'évi ter  l a  nécrose des 

t issus.  Une solution possible consiste à regrouper plusieurs minicals ( 3  ou 4 ) )  

e t  de l e s  déposer à l a  surface du milieu n u t r i t i f  gélosé. Dans ce cas, i l s  

poursuivent leur  croissance mais ce procédé ne nous garant i t  pas l 'o r ig ine  

ul tér ieure des bourgeons néoformés. I l  semble que l'immersion de minicals dans 

une goutte de milieu n u t r i t i f  (qui r e s t e  à déf in i r )  puisse augmenter leur  taux 

de survie ; l e  milieu gélosé se rv i r a i t  a lors  de support tandis que l a  goutte 

de milieu l iquide év i t e ra i t  l e  déssèchement des t i s sus  e t  favoriserai t  l a  



I 
r ep r i se  des d iv i s ions  c e l l u l a i r e s  (MILLECAMPS, 1985). 

l 
S i  on t i e n t  compte de l a  t a i l l e  des ca ls  transférés, l ' i n i t i a t i o n  

des bourgeons est  poss ib le  sur un m i l i eu  n u t r i t i f  appauvri en hormones 

(ANA : 0, 5mg. 1-l, BAP : 0, 05mg. 1-l) e t  comportant au moins en p a r t i e  une 

source azotée minérale. 
1 

Le n i t r a t e  d'ammonium seu l  ou associé à l a  g l u t a m i ~ e  permet d'ob- 
l 

t e n i r  des bourgeons lorsque sa concentrat ion es t  suf f isante.  
l Les n i t r a t e s  u t i l i s é s  comme seule source d'azote s t imulent  l a  

production de bourgeons mais provoquent l a  nécrose des cals,  tandis que l e s  

l ions NH4+ sont toxiques. L ' e f f e t  i n h i b i t e u r  de l'ammonium es t  d ' a i l l e u r s  s igna lé  

dans de nombreux travaux t r a i t a n t  de l a  c u l t u r e  de protoplastes (OKAMURA e t  
l 

Co11.,1984 ; ZAPATA e t  Co11.,1981 ; SHEPARD e t  TOTTEN, 1977 ; BOKELMANN8 e t  

ROEST, 1983 ; BOYES e t  Col l . ,  1980). 

I L ' add i t i on  d'acide succinique neu t ra l i se  au moins par t ie l lement  

l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  de ces ions puisque l a  p r o l i f é r a t i o n  des ca ls  s ' es t  révélée 

sa t i s fa isan te  en présence d'une t e l l e  source azotée. 

Il ne semble pas que l e s  bourgeons possèdent des exigences n u t r i -  
l t i onne l les  pa r t i cu l i è res .  Toutefois, il est  préférable d ' é v i t e r  de l e s  maintenir 

t rop  longtemps sur l e  m i l i e u  de d i f f é renc ia t i on ,  sans quoi, on favor ise l ' ap -  

p a r i t i o n  d'organes "hyperhydriques" ( f e u i l l e s  turgescentes , translucides qu i  

se nécrosent malgré un t r a n s f e r t  dans des condi t ions favorables : m i l i e u  

pauvre en élèments minéraux, dépourvu d'hormones e t  f lacons favor isant  l e s  

échanges gazeux. 

L 'obtent ion de colonies t i s s u l a i r e s  importantes es t  un moyen 

prat ique pour m u l t i p l i e r  l e s  ca ls  avant l ' i n d u c t i o n  de bourgeons. Dans ce cas, 

l a  croissance est  optimale en présence d'un équ i l i b re  hormonal de 1 mg.lel 

d'ANA e t  de BAP e t  d'un apport d 'azote minéral  ou organique aux concentrations 

appropriées. Toutefois c e t t e  technique provoque une réduct ion de l a  capacité 

organogène des ca ls  (WERNICKE e t  THOMAS, 1980 ; THOMAS e t  Col l . ,  1980) e t  des 

r isques d'anomalies génétiques ne sont pas exclus. 

Les d i f f é r e n t s  facteurs évoqués ci-dessus sont d'une grande impor- 

tance dans l a  mise en oeuvre d'une cu l t u re  de protoplastes, mais l e  p l us  déter- 

minant es t  à notre a v i s  l e  génotype de l a  plante-mère. Au cours de no t re  t r a v a i l  

nous avons noté que l e s  r ésu l t a t s  n ' é ta i en t  pas toujours repraduct ib les.  L'une 

des ra isons de ce t te  v a r i a b i l i t é  e s t  sans doute l ' o r i g i n e  des akènes u t i l i s é s .  

On s a i t  en e f f e t  que l ' h y b r i d e  F1 résu l t e  de croisements réciproques ent re  deux 

l ignées A e t  B. CREPY (19811, sou l i gna i t  à ce propos, que l e s  protoplastes e t  

l e s  c e l l u l e s  qu i  dér ivent  de l ' h y b r i d e  AXE! se développent de façon sa t i s fa isan te  



par contre, ceux provenant de la lignée 8 et de l'hybride AxB se comportent 

moins bien. Le travail de MILLECAMPS ( 1985 ) semble confirmer ces hypothèses, 

puisque des réponses différentes sont obtenues à partir de protoplastes issus 

des deux types d'akènes constituant les semences de l'hybride F1. Dans les 

conditions de culture qu'il préconise, les meilleurs résultats correspondent 

aux protoplastes issus du génotype AxB (akènes noirs). Il conviendrait dans 

le futur de vérifier le comportement des protoplastes isolés à partir des 

lignées parentales. 

Ces observations suggèrent que le protocole expérimental établi pour 

la culture de protoplastes de l'hybride F1 pourrait se révéler inefficace pour 

d'autres génotypes. Il faudrait alors envisager de reprendre une étude fondamen- 

tale, ou au moins quelques essais concernant la concentration du saccharose, la 

nature et concentration de l'azote et des régulateurs de croissance, chaque fois 

que l'on s'adresse à des génotypes différents. 

L'intérêt des protoplastes de Chicorée Witloof n'est pas la multi- 

plication végétative d'une plante ou d'un clone remarquable ou nouveau : il 

existe en effet de nombreuses autres méthodes, moins difficiles à mettre en 

oeuvre, qui permettent d'atteindre ce résultat. Par contre, la culture de 

protoplastes de Chicorée peut constituer une technique appréciable pour l'amé- 

lioration de cette plante. La fusion de protoplastes et, à plus longue échéance, 

l'introduction de matériel génétique pourrait permettre de sélectionner des 

cultivars résistant à certaines maladies et à des herbicides spécifiques. Les 

résultats de notre travail et particuliérement l'obtention1 de plantes entières 

à partir de protoplastes de l'hybride Fl 'Zoom' qui est largement cultivé en 

France depuis une dizaine d'années, représente une étape préliminaire, mais 

néanmoins très importante pour la mise en oeuvre de ces techniques. 
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ANNEXE : Cycle de régénération de l a  Chicorée Witloof cv. 'Zoom' à par t i r  
de culture de protoplastes fo l ia i res .  
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