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INTRODUCTION 

Lei. py-o.koplac:.te=. e.ai-i.l c i e s  c ~ l  l u l e s  v&q&.t:.a:l et:; 

t ~ i o m e r ; ~ k r i i t  d b b a t - r a s s e e s  c-le : i c c t r s   parai.^, ils, s o n t .  
sl:>h&rig!..!es liiiii.iï.és un iq i - tement  par- i e  ~ t l a s m c i . J . ~ . n i i i l e .  

To~ . t t  e n  c o n s e r v a n t  1 e-i p o t e r i t j .  a l  i tés d e s  
c e l . l . u I . e i  v é q é t a l e c .  e n t i . é r e s  e t  e n  pst-t.ïci~liet- i . ~ i ~ . t -  

c a p a c i  té À i -&ciéné~et -  d e s  p l  a n t e s ,  1. es pt-otcbpl ei5.!:!25 se 
p r @ . t e n t  A i-ies mar i ipu l  atiions d ' o r d r e  g & n e t i q c t r  p a i t v a n t  
con-triri b i r e r  A, 1 ' c m é l  i o t - a t i n r t  d e s  e s p g c e s  a q r i c o l  es, 

i ' j . r ~ t & l ; . . f t t  püb-..t-@ alij.; pr .a top: i . as t ,c*s  rie =.p -. ... 
? i . . t s k i i . l ~  que  si les  c e l f . c ! l e s  qiri  eti d b r i v c n t  swn.i- 
c a p a b l e s  cle i-clgériérer- d e r  i ridi. vi. cicts e r i t i  ers,  cond i .  ti 0r.i 

ntdi n e  se t r o u . v e  r i  i q u e  P D U ~  q u e l  qcreç e s p é c e s  
végt?t..al.r-s a p p a r t e n a n t  jctlir l a  p ï ~ t p a t - t  h l a  f a m i  i l e  d e s  
S o l  anacée::. .. 

C e p e n d a n t  p e u  d e  r e c h e r c h e s  û n t  est& e f4ec -  
t u é e s  j u s q u  ' A  p r é s e n t  c h e z  %es U . z t é r a ç é e s .  Des. plantes 
i:!ti.i- &.k.& a f i t e n ~ ! ~ ~  a p s r t i t *  d e s  p i - c r t c i p l a s t e s  d s  
Gai. 1. i. c7~d:i. a. prë?.!-+C:i f 2 a ra  i-ieï i. nn.khi.i.s a n n ~ - . t ~ t s  , s e n e c  i CI 

y..iacotiaea, - S.  sil\iat.:i.ci..r~,, . ~ i ~ ï ~ s ~ i t ~  (RII\jULf\.lG i2t:. K!.  , 
198 1 1  iT;. vci3. qar i. 5 (EII'IID II'JG et. NE:I-iL.S, lÇ'Z30) ~ i t  1-acr-tzuca 

va IBIE:RF<T et 31. . , 1. q&jL'j . 
il 1. ' h e u r e  a c t u e l  l.e aes niodif i . c a t i  a n s  cie :La 

t e c h n i .  q u e  et. d e s  m i  1  iei.r>: d e  c u l  t u t - e  o n t  pet-criic; l a 
i réq&néra . t i .  ori d e s  pl. s n t e s  &. p s r t i  r d e s  p r o k o p l  ii.st.es cii l  
p l  usi e c i r s  g b n a t y p e c ,  d e  C i c h o r i . u m  (CREF'Y e t  a l .  , 1.5'82) , 

D a n s  n a t r e  l a b o r a t o i r e ,  ÇCii::SI e t  ses c a l -  
:. a b a r a t e n i - s  (lY8b) s o n t  parvenc . i s  & r é q é n & r e r  c l e s  
pl. a n t e s  à pat-t::i.iF der ,  p r o t o p l  astes i ç s u s  d e  L ' h y t ~ r i  d e  
, .-, 

LC)Urn ' . 
L a  C h l c i s r é k  N i t I o u t  es t  u n e  ci..tli-.cire 

s p & c i . b i  qcie du  Nord  de ].a F r a n c e .  i . ' i . i i~  d e s  pl-abl.émes 1 iis 
& ].a ct.~lti tre d e  l a  L I - i i c a r e e  est l a  t - e c h e r c h e  d e  ~ 1 a r i t . e ~  
r é - , i . s ~ t a n - t e ç  a d e s  isi&r.hei-.harit% 5&1.43ri:i.ts. 1-a cul . t .u r -e  de?:. 
c:el l u l  es i sc!l &es ui.t (ils pr~"i.upl a 5 . t ~  pa t i r i - a i  t p e r m e t t r e  
1. a ciél ect i  o n  cle 1  Y. g n & e a  ce1 l u l  a i  t-es i-@?si. a t a n t e c .  A d e s  
het-bi  c i  d e s  dejà cornmerci al  i sés, i lne  a u t r e  f c!i-me d e  
c.&l ec t i o n  q u i  i n t&r . e s . s e  p  :! ~ t s  p a r t i  c u l  i & r e n i e n t  1. ES 

p t - o d u c t e u r s  d e  s e m e n c e s  est 1 a st&ri  l i t+  KI&^ e c y t a -  
p i  asnii q u e ,  L-a f  r . r s i  a n  des pr-çiLûr~1. as tes  go t . i r r a i .  t. se 
r&v&:iei- u n e  teehnic:!t.-te f:z.vc,iFable pou;- ag:ii- ai..! rli.i.eac! dct. 
cy tcq : t  asce cies c e ï  ~ . L I ~ Q - , , ,  C e p e n d a n t ,  at~.ai-it P ' abnri : ter  ce 
prc::tb1.&~te i.1. es-t ri&r:essait-e d'sr.tqmen";ei- ?les t - en~ le f i~e r i ' k~ .  
cies; ï::i.:.I.tcrr-es d e  prc.ttaplc*s'lzii.;,s d e  Cl-iicor-ée W j . t l a r t + .  

kr.! ct2i.!iFz de no.Cre tt-,a.ÿ.ai.j. r i0 i . t~  avoric; @i:-. 

,=,.,ct a ï : q ~ t i s e s  ~:.v.I'. 3.65 pï.ni.f:i& le-. cannr . . i s sa r - ! ces  rl.'.i2. 
cl::rrripoi-t.errient. d e s  p r o t u p l  a s t e s  f o l  i a i  t-es, iiie C i  ii:i.iafi. cim 



> - ..., 'y. j,ntvkjiJ~., L.,, '.+*ett-. l i(itl(3o.f F)&l,r CF"F:'[-'' (i't . .. se..; col. % abouate ut--. 

l.'?EI.L, e t  par ÇAI-:::Ç 1 et: ses (:ai I aburatei-is f 1986 i p'our- 
ir.enter- c le d&ter-.miner-. 3.5-i c:oniiiiti.c:;iis o p t i i i i a l e ~ ;  cles 
pt-ir i i : ipales i:,l-~ases cie ci.ii.tcrr-e. 

P I -  . , L J ~ I  :ic.a 1.. e: . :p i&r i f i~nta t ion compoi'tei-a pj.i.iciiei.tt--s 

13 ct t-. .t i. e i., n 
- 1.a pr&parat i .or i  de pt-.[:)tuplcir,tee .fcljl. iait-e.5, 
- l a  p i t r i f i ca t . i . an  de d i f . f é re r i t es  .ft-actj.une 

de plmat c7p 1 astes, 
- i ' i n d u c t i u r t  des preiiïj.&i.-es d i v i s i o n s  can- 

di.ri.san.i- a 1 a f ot-.mat::iuri de m:i.rr-ocals, 
- lri; cr.oi~7;c;ance Iles mi?--t-acals ~ L I C . ~ C ! ' A  ce 

i l .  aFtei(4rient clne tai1:I .e c r i t i q u e  p e r m e t t ~ n t  
l ' i ndi..i.ii:ti on des Gourqeancr , 

- :I.e dével.opyiiemerit. des bcurqeons ~ . l z  desi 
..jeunes p1ar i t .e~  ayant  . f a i t  l ' o t t . i e t .  de reci ierc l - re~.  anté- 
r - i  eut-es et. ne pt-ésenl.an.t po.5 de d i  .f f: :i cul. t E . 5  
pat-t. iccrîiét-.e~:,~ i1.s rie zef-arlt i..bard&c, que pour vé r i -F ie r  
les  pi->t&!ntial. :i.t.éc:i des c a l s  p r o c l i i i t ~ .  daris l e s  canciit:i 01-1s 
cle ~~ l t i i 1 . r -6 -  qi..ie r i C ! u S  av~jncr d&f i n i e ç .  
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L e s  t . e c h r i i q ~ . ! ~ s  d ' i s o l e m e n t  et d e  c ~ . i l . t . i t r e  d e s  
p ~ - u . k . a p l a s . t e s ~  .=!!ont l e  d & v e l o p p a i n e n t  i .~.ï . t&rie~.it-  condLi.i t  A 
:I . 'crbter-it ion d e s  c o l o n i e c ;  mu l t i i l : e f i . i . . i l a i t - e s  i:.ifit é t é  
é t .ab l .  j. es c h e z  d e  n o m b r e u ç e s  e s p È ? c e s  rintarnrrient cet. l es 
al:j~iar-.'cenat-~.t: A Ùer; f a m i  1 1  es d  ' i rit.&t-@ii éciijrioiiii q u e  - 
i rnpor t ian t  coirirrie E t - a s s i  cacéeç, P o a c & e s  t-cibacéec. et 
E;c!:L anac&ei=,  i VCiS 1: L et  VAS ?: L  , Ii3BC)a. 1 

C e p e n d a n t  1  a r -éq t -n t - ra t  i o n  d e s  123. a n t e s  A 
p a r t i .  r cies pi.-atap:i. a~ - t . e s  n e  c -c inrerne  a c t c i e ï  1  es-iient i?tre 
c e r . t a a i n e s  e s p é c e s  v a i r e  q c i e l q u e s  v a r i & t é s .  i 3 e s  t ~ ~ s . v a ~ . i ; . ;  
n r i t  aboc i t j .  A d é t e r m i  n e r  a v e c  e : . : ac t i  tudrz ].ES d i  b'f:&i...en-i-rs 
fact@!..ir-, a C f  ectarit 1  e u r  pi-épar-at  1. a n  oc! i i-ur c u l  "r i i rc3 .  

I O r i ' g i n e  des protoplastes 

1-es pr~17trçsplae;iies.p ç e 5  c.~xit gé~-~é!-sl  =ment  i s o l .  &S. &. 

pst-tir- dt i  inée;aphy:l l e  4:ol. iai . t-e qi-ii. p e r m e t  t ine  l.i.t?ér.ati.c!n 
a s s e z  . f ac i : i . e  et: u n e  g r a n d e  d i l ; p c t n i h i i i t . &  d ~ i  m a t e r i e l . .  

De mtlme i 1 a &.Lé p o s s i b l e  d ' i so ler  d e s  
p r n t . u p l a s t e s  &. p a r t i r  d e  d i f 9 é r e n t s  t i s s u s  de l a  p l a n t e  
(W&t:::AGSA, 1993) m a i s  1 e r e n d e m e n t  e t  1 a y u a l  i "c cies 
p r o . t c i p l a s t e s  r e s t e n t  i n f é r i e c r r s  A ceil>: d u  m & s a p h y l l . e  
f  n i  i a i r e .  

A i n s i  d e s  p r o t o p l a s . t e ç  o r i t  &t& ohten i - i ç  à 
p a r t . Z r  d e s  c o t y l  é d a n s  (LU e t  a l .  , 1482: PATEL e t  a i .  , 
ls84; ARCIONI et  a l . ?  1985f d e  l ' é p i d e r m e  fDNVEf e t  
a l .  , Xi374 5 FITZSIMDT\IS e t  a l .  , 1983 ; MULLER et a l .  , 
1985) d e  l a  t i g e  e t  d e  l ' h ~ p a c u t y l e  IBHkRAL e t  RASHIE, 
1.9801 CIL! pt-ri carpe (Çt:~Ei\IE, 1974) , d e s  q r a i n c ;  d e  pnl. l e n  
(D[_IWQL.iY , 2 9-0 ; RA~)Er.IB$&lGi...I e t  a l  . ,, 1YB2i, des r a c i n e s  
<XLl  e t  a l . . ,  15183.; BERR'I' e t  al.,I.S'UZ) e t  d e s  pét~l.i.l.@c: 
< FLICK et EVANS, :1982: j . 

G & n é r a l e r n e n t  se~ilec; ïa c a n c e r \ t r a t i a n  C L .  1.3 
n a t i - i r e  c i~i  p r o t e c t e ~ i . r  orirnot i q u e  ï a. ( : ç )n~en t r a t i . c i r i  
e r i z y i n a t i q u e  ai..! l a  ciut-ée d ' j . n c ~ i b a . t i ~ x i  cioivei-!.k v c j r i e r  
Ii,t7citp i..;oï.et-. d e s  p r a t c ? p l . a s t e s  d e  ces  d l f . . t & r i l ~ " i t . ~ .  t..j~m,?~ 

p:, -, C, t- 1 . 3  1 L e s  cies p r o t r i p l  ac.tes ozi: é t é  
& g a l . e m e i ~ t  ic .o : i&s  à p a r - t i r  d e s  c a l s  (SIMl"tl~.iI)S et ~ 7 1 1 . ~ -  

i",;F . ., 1 .':Y; f:OL!i- 1 B{ii...f et: DE!q&RLY , ".'' >ri:.i :: et .=tes si.isperisj.orir+. 
Ir 1  :i, ic f a i r czt ( 1.4 & 1.::: PJ .t V CI 1.f 6; ,' ) ; ; m Ct..t2cl [,,,: R E Y .k 
C?. ,jkiAF<F:'E , 1935)  



L'iiiipci.w-tanie dl! grnjnotype des. t i .~ . r .c ts  clonnetirs 
a &.té s ig r ta lée  iilar-is de nnmbt-et..(:.: tim.ctva.!ix. Des ét:udes 
r.+ï: c-.i .... .. bées. < MC.lf:iGArd (32: IljCjlr.f:::I fil&, Li. 982) mantt-ent: que s~,..\j.. 14 - . -  
c:*.:.l.ti.vai-s (:le L.y~n~~~li~si.~~ilriic:n 2 8 1 ~ ~ l @ r 1 t ~ i R l  un seiii. pei..!.t e t r e  
t-.éc>&~-iét-$. Lje m@me dans c e t t e  popu.latimn cer. ta i r i5 SE 

sarït 1-&.~&1. és  moi ris e i  .Ç i. cacet, c!iae U ' a!.tt.t-es 1 ors de 
l ' i sol. emertt e t  de la ccrl turc cie pra top l .  astes,. 

Un rendemerit kt-és d i  . .i:.6: ei-. ' e n t  est. également 
ohteri i i  dans l e  r a s  de t re : i ze  vat-].&tes de P a i s  (CFIOIJBEF; 
e% al.., , 1.9791 

Ces phenorneries de v s r i a b i  1 i t e  o n t  m i  s 
l ' accen t  su r  1 ' impor tance de I ' o p t i m i s a t i a n  d e r  
ccsndi t:i. orrc. de d&vel  oppeinent des p i  sntec donat r  t ces. 

A i n s i ,  COP4ÇÏAHEL. et: ses collabot-atec.irs 
i3.L:7?;); H l  i1.(?75f r a p p o r t e n t  c;iie l a  réi-tsc,!ite [Je 
i ' i ço le rn~r -8% de6 p r c ) t o p l a ~ t e s  ezir éti-.oitement l :  atr:.: 
c r ind i . t ions cie dével.oppernei-~t des pl .antes oii des tj.sst..is 
donneut-s. 11 n ' e s t  cependant pas poss i  h l  e de dé5errniner 
une niéthocle ge5néral.e de c i t l tu i -e  compte Cenci des 
exigences p rop res  & chaque espece. 

Tou.tef o i  s pl. u s i  e~.i.-o; f a c t e u r s  semG1 ent. o t r e  
i mpor-.kan.i-c; e t  d u i  vent  t2trp.e c o n t r a 1  &S. 

Eri ei:+et der  tt-avaui.: 5 ~ t r  l e s  protcspl as tes  de 
T'ahac (WTiTTÇ e t  ai.. , 1974) , de ~u.'~^czi-r~e i l  e.t 

( i : :  1 y@(?) e t  d ' &&et-g i ne (BH&TT c ? t  F&*ï;i;i.-jLI a"i" 15 
?.Ç*S1) mantrenf  1.a n é c e s s i t 4  if '~ t r ïe  i r i tens i  t& 
d '&clair-ernerit de 75(30 S. 2CiC)QG lct:.i et. d ' - ~ i n e  phc!ta?éri.i:ide 
de 12 C\ 16 tïe~ii-es pour r.éc.tc;si.r I . ' iso l .enient  de:?; 
p r o t o p I a s t e s .  Alare' que dans l e  cas de l a  Parnine. dt ;~ 
t e r r e  !Çi-iEF'ARD e t  TCJTTEN, 1977) ctne photopér i .  ode p l  cis 
c:aui-te ié, i-teut-es par  jai.ir.si e t  i t r i  é c l a i  t-'erneni pilits 

f a i b l e  son t  suggérés. 

E'aut t -e p a r t  des p l a n t e s  de B r a s s i c a  napuç 
t-. ci.il. t i. v&ec. A une tempéi-atuire &levée ( 2 6 ° C )  e t  ço~ tç  

une h u m i d i t é  r e l a t i v e  de 70% dannent t r b z  peu de p ro -  
t n p  1. da tes  qqu i f i. n j. ssen t par  maut- 1 r < KARTHA et. a l  . , 
i 4 7 4 ) ,  Tarïdis qu'i-irte qat-tt- 17u.niidité et: une ten ip&rat i i re  
ba:se;e sni7t r-er.ami.riarïdées pour l es  p l  an t u 1  es cle T0mat.e 
(T&L  p.1 HH;"TÇ :, 1.97L'Sj . 

t ' i mpot-tance de l a  cctmposl t i  an cil1 ïiij. l i. eu cie 
dkve l  oppement des p l  an tes  a été également si. gnn l  &e. En 
ei4:e.t WALiïhl et. .ses. ro l labn icateur-s  i J .9 /7 !  aii-isi. c~L.~E? 

DCILJGLAÇ e t  ses c o l  1. abor-atecirs ( 1. '3% 1 :j r a p p o r t e n t  ql-.te l e 
tat.\:.t cie J.i.héi-atiix7 de j t - o t n p ï a s t e ~ ,  e s t  améliot-.& par !-in 
a;,p~i.-.lr d ' a r  . ~in~orij.urn .. clans 2.e m i  1. i et-\ de cuj.l-ut-f--. 

F'ai- aI.:I.leut-s pcjitr- 1.j.t:~ér~er. des pi-.c.topt:las.i-es 
i-ri cqi..ran-tj:t& ~.:..ii'di.s~!n-tre l e s  !:,I.antes son t  121 !.!.t, c:o!..ii;.amrï~w-ii:. 

. . la .... i , . . t ~ ~ . ~ .  j .s&e~.  A. i-.!j-~ s+:zt,de i:ti;\ , i i  -,kjp!nc~ est  art j. ve. &i. ri5:.ij 
l : Atile 

S.. -. des f e~.i:i. :! :i es ci..i:+:ecte i ei 2i.k!&rat:i.[^l1-1 <lez. 
pr-otc3pl. as tes  de ili gnéi IWEIGi-IT, f 5'35) p u i  s.qc!e 1. e rna:.:irnurn 



cie pi-otcjpl a s t e s  est. 1  i t~é:?' &. p a r t i r  d e s  .Fec . i i  ï. les d e  
.i ca:i..i..i.cs aic?yei..lr~e; cies, + e i l . i l l e s  p:ii..ts q ~ a r i d e s  ai..! p l . ~ ! ~  
p e t i t e s  n e  s o n t  p a ç  r e c o m m a n d é e s .  

D c,j & ilte 1::' r; ,q 1.::: ' Y ;  1.i 
eu . P t  se5 Ç C ~ I ~ & \ L ~ C ~ ~ ~ ~ E - ; L , [ I ' " ' E ~  i i '?c35)  

çuqgèi-.en.t: i ' c r t i . l . i s a ~ k i . c i n  d e s  p l a n t e s  d e  F.'otnml.i d e  t izr t -e  
$iu&eS d e  4i;i A &(> - j i ~ i . . ! r ~ .  ee.l.. cles  + e u i l j . @ ~ ;  e n  gitat!.-i&iite cju 
s e p t i . & m e  pc3çitj.r-ir-I par- i - ' a p p o r t  B l ' a p e : . : .  T a n d i s  qe.ie 
6LAEADEiÇ et  AC!CA ( 1 '986)  t-çxomtrianden2: I ' ut i 1. i s a t ï  c-irt illes 
+eiii.I.:Les I :~iei - l  & é a ï . é e s  p i - & l e v é e s  siir d e s  p l a n t e s  3qées 
tïl e d e i-c :.: ni o j. s ,, 

I ' a t t e n t i n n  est p o r t G e  é q a l e m e n t  s u r  l e  
pt-éconcli2:R.orinemer-it. d e s  + e u i l I . e s  a v a n t  l e  t r - a i t e m i l n t  
enz.yciatz:iqi-1.e. Eri e f f e t .  i='RAI,::'.riÇI-i e t  s i e s  coj.I.atiot-at:.ei!i..r. 
!1985) i-appc!rten.k q u ' u n e  ccil.tzcire p r c 2 a l a b l e  cies  +ei.-tilles 

c . r r~-e  d a r ~ s  e.ii-I r r i l l i e i t  cctn.Iï.enant. di! d e  F : ' ~ i î l r i i ~ + ! ~  d e  .'..-- 
s a c c h a r - o s e  e t  c=.o~iç 1-trie temp&ratt.iir.e d e  4°K: ïontt-Y.btre & 
f ... ...' '1 i .i.. ~ c . 1 . .  -t. la. l i h é t - a t i c ~ r h  cles  ~! i " .~ i ' k .~ ) !3 : i c i~ . t i - çn  D e  m ê m e  u n e  
prÉti.ni:c.rl-bat 3. n n  B b a s s e  t e r n p t - r a t r i r e  p e n d a n t :  24 h e u r e s  
a ~ ! g m e n t e  l a  v i  abi .  l i tt+ d e s  p t - o t o p i  astes d e  C y a n o p s i  5 
te tv-act~3n01 c3t:ja e t  clonc arnél i ore les  p r o h a b i  1. i. tés tle 
t-&gl&néi,-a2:i.ï~!.? iÇ3XENi; et a l .  , i5 '6f).  

P a r  c f - n t r - e  tri25 pec.r d e  p i ' o t o p l . a s t e s .  s o n t  
i si-i:I. é5 à p a r k i r  d e s  +et.ii ï ].es d e  VY q n e  q u i  ri 'ont:  p a s  
sc.ilii. ~ r ? e  j. nce.ibati .  ori ctsmpléize Cr 1. ' obçcc t~ - i  té p e n d a n t  24 
h e u r e s  f L.J!7IGi-iT !l 1.9ES) , 

Danc. c e r " c . j . n s  c a s  i p~ -é t : r a i t e t r i e r~ ' t :  a ~ t x  
p h y t o h o r n i o n e s  a &té  atissi s i g n a i &  cies c u t y ï é d o n c  
c:ul t i . r & s  s u r  ~ i r i  r r t i ï i e i t  a d d i t i o n n e  d e  BAP el: d '&Pd& 
aclqmen t e  1  fi r e n d e m e n t  e n  pr-o. tapl  as tes  IEDWARDÇ e t  a.l ? 

1 9 7 4 ' ) ,  
L.a cyr . t&i ' r te   favoris^ q u a r i t  A. ' e l l e  l à  

d i q e s t i o n  e n z y m a t i q u e  d e  1 . 3  p a r o i  c h e z  Zea ma..vs iSENN 
et F'3:L..ETy iTBCi!, t a n d i s  q u e  1 .  b : : i n i t i r ~ e  e t  la 
c)/clohe:. : irri ide (t:'.:rirUR-ÇUthil-!NEY e t  al. . ,  15'7'7.j p e i r m o t t . e n t  
cher Averla s a t i v a  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  1 . y ~ ~  d e s  
p r o t a p l  astes et t-(ne actgrnentat i .  o n  d e  l a  s y n t h g - 3 ~  d e s  

2 Enzymes et condi ti ans d ' isolement 

i->L tisi. eitirs p r S p a r a t  i ~ f n s  e n z y m a t j .  q u e s  s a n t  
c..tti. 1  i. s a b l e s  p o u r  1  ' i sol.cr-rment d e s  p i -o t ,op l  f i .~ tec  

Les p 1. u s  coctr-an tes. s a n t  f a Ce1 1. ul. azie 
"0riïc.1. ..!.il.::a"Fi'-:.Ci et 5.a D r i s e ï a r i e  r i c h e  e n  ïe:i i i i l a s e ~ , ,  ? i . i i . ~  
:La Macierazyrne R - l i l ,  F ' e c t i n a s e ,  l - i e m j . c e l ï . c . i . l c ? s e  r i c h e s  er-! 
pec...t:i . nEiz.es e t  1-iem:i. c e 1  :l i ~ 1 .  IEVANÇ et: BFiAVO, 1 9 8 : T )  . 

L-ee; e n z  ymsc, pe~I,i,'en.t @tt-e L i t  i 1 1 s ç & e s  

i ~ i é l  i:Aiiqe ?c.ii!r de5-t-acier 1. es tt-oi c. c o m ~ i a c ; a n t e s .  d e  1. ci par-c?i 
ce:: 1. (..il ai. r.e :: ce:i. 1 ul o s e ,  h&iiii ce]. :t i-tï, u s e  e t  pç-ct: i  ire. L..e 
I : : j ~ i . i , r ~ c e ~ i 1 : : ~ ~ i ~  cie 1 -  ïi-ir-ls..ti.t~canjll..c. v a r i e  d"~.!r-itt 
e~ ,~ j&<- :p  1, : a ~ i t r . r  ; pst- exem~::i?~ e ,ÇtT'TEl::i::l E:i-I:j e t  :;&yi-Ey 
C1.461.) r&v@le!-11: q u e  l a  collc.ilose cori-espgsrtd A. 257'; cie la. 



p a r o i  d e s  rel l.cl.les d e  c o 1 e u p t z i l . e  d  ' A v a i n e  e t  5Cj% de l a  
p a r a i  c ies  c e l l i c l  es d e s  . : ie~. tnes  pu:i.le; d u  L u t o n .  

L a  pl.!ipai.'-f: d t i s  prr&ps.t-ati .ç;ns e r i z y m a t i q t i e s  
cumniercj. al. es r:ont  i E T . ~ I Ï E ? I Ï ~  d e s  ç u b s t a n e e e ;  t.o:.: 3. q u e 5  
<r.iur:l &ases p r - u t é a s e s  , . . ) eiz d ' a u t r e s  j. m!-iurei:és q u i  
pectven.t endummager  l es p r o t  o p  l as tes  iEiCWILT)E .- 
RENTÇCHLER, 1977') .  

C e t - t a i  1-is r i - i e r c : h e u r s  p t - écnn i  s e n t  al o r s  c!ne 
p u r i f i c a t i o n  s u p p l é m e n t a i r e  d e  ces e n z y m e s .  A i n s i  
F,ql"NA xt:; e t  ' çes c u l  1  a b o r a t e u r s  i 1.984.) d e ~ . ç a l  e r i t  i a 
meirelase p a r  p a ç s a g e  s u r  gel. d e  f i l t r a t i o n .  De l a  m4me 
f  a q u n  Çi-iEt:::i-IAWA'T e t  GALS.1-ON 1 j p u r  Y. f: i e n t  l a 
lir S. sel ase ce q u i  amél. i c!re 1. e r e n d e m e n t  d e s  p r o t o p ] .  aç tes  
i s s u s  clcl méswr^it-iyl l e f  u l  i a i  ive d e  V i  u n a  a r o n i  t i  f al i a.. 

Cepenc ian t  ci 'ai!tri=s t r a v a u x  iE;CHEN1-::: e t  HXL- 
DEBRANDT, 19bY)  unt m o n t r é  q u ' u n e  p u r i f i c a t i o n  p o u s s é e  
d e s  e n z y m e s  est mni ne; e f f i c a c e  poiiir 1 ' i s o l  e m e n t  d e s  
pr .o t -opla . s te ; i  qcc 'linri p c c r i 7 . i c a . t i o n  p a r t i e l  le. C e l a  
s u g g & r s  que 1  A ce1 1  i i l  ase selcl e e s t i  fisc!+ f i ç a n t e  pLicir l a 
d & g r a d a t i n n  d e  l a .  p a r o i .  

D ' a u t r e  p a r t  CAÇSELLS et FARLASÇ < 1$76} rap--- 
L e d e s s a l .  e n t e n t  e t  l a 1 y a p h  i l i s a t  i o n  n r t e r i t  q u e  - 

a c c e n t u e  1. es f ~ r c t e c i r s  ta:.: i q c ~ . e s  et. tduric d i  m i  ricte 1  e 
r e n d e m e n t  e n  p t - u t o p l  astes.  

D ' a u t r e s  a u t e u r s  o n t  p u r t é  l e u r  a t t e n t i o n  
s u r  1  ' i m p o r t a n c e  d e  l a  p r é s e n c e  d e s  r é g u l a t e u r s  d e  
c r o i s s a n c e  d a n s  L e  m i  1 i e u  d e  m a c é r a t i o n .  

A i n s i  WRIGHT (1985) s u y g é r e  q u e  1 ' a d d i t i o n  
d e  1 ' A N A  e t  d e  l a  EAP d a n s  l e  m i l i e u  d e  m a c é r a t i a n  
amél io re  l e  r e n d e m e n t  e n  p r o t o p l a s t e s  d e  V 1 t i . s  
v i n i f s r a .  

FAN et MFiCLkCHLAN ( 1 9 h b i  e t  MA5U15A i 1 9 6 8 )  
r é v ë l e n t  q u e  l e s  a u x i n e ç  a u g m e n t e n t  l a  p i a s t i c i t e  d e  1.a 
p a r a i  ce]. 1  cil a i r e  d o n c  i n d i r e c t e m e n t  1. ' ë i c t i v i t é  ce1 lu - -  
1. u t  y  qcte . 

L'e4:fe.t .  4 : a v n r a b l e  d e s  rt-gi1.1.atectt-s d r  croj.5.--  
sarici-  est t-gal. emeri t d & m o n t r &  pacir 1  es p r o t o n 1  a.stc-5 d e  
: : . . n a  ici-IUPEAU e t  a l . ,  1 9 7 4 ) ,  d e  B r a s s i c a  olet-acea 
{BIDNEY e t  a l . ,  1983) e t  d ' O r v z a  s a t i v a  ICQULiBALY e t  
IYIEHARLI, 1 986 ) . 

f:>e m ê m e  1. ; i n c l  ~ i s i  a n  d e s  pal yami  d e s  (GALS"rt3t.I 
e t  al.. , 1 9 7 8 i  accgmente 1.a 1. i . b é r a t i o n  e t  l a  v i a b i 1 . i t é  
d e r  pra.taplac;t.e:,, ce1 l e  d e  L a C l 2  e t  M q S 0 4  !SI HMC-NaS e t  
a l . ,  IV7?> d j . r ~ t i i ~ c ~ e  l a  l y s e  l i e s  p i - n é o p l a s t e s  ciu L i l l i i n i .  

L e s  p r n t n p l  as teç  s a n t  s o u v e r t t  i s o l  és 61. 
l ' n b s c u r - i . t é  Ii3Il-.L e t  a l .  1 4 8 1 )  oii B ~ I - I . ~ .  u n e  f a i b l e  
i nkeric-i "c 1 lutfij. n e u s e  i LKEL..LAF:'T"'&td et a l  . ,J 1 qgc, j , 



Le pH du m i  l i e u  de i~ iac&rat ior- i  e s t  qénerale-  
nient e n t r e  5,4. e t  b ,  2 ;  cependant des v a l  eui-.s é l  evées 
ortt é t &  s~ igg&rées  par- F'tLC:k!ET; et. s e  c a l  l abo~-atet..irri 
r 1.974 i . De nt@me CH 1r.I e t  Çf;ljT"r' ( 19'79) ra.ppor- t e n t  que 
meme s i  l e s  p r a t o p l a s t e s  de Céréa les son t  i s o l é s  à pH 
.i-.r-es .fs.iIr;le i l s  son t  mnil-is v i a b l e s  cqcie (:eu:.: abten~1.s A. 
pH é levg.  

La  tempéi-atcire duran t  l ' i srhl ement des. p r o t a -  
p l a s t e s  v a r i e  d ' u n e  espéce a une au t re .  A i n s i  VASIL e t  
VASIL i lSElOb, recommandent 1 4 ° C  pour 1 er; prol:opl a~'tLe$ 
de Maïs; cependant 2 7 ° C  e s t  recammandé Faut- les 
p r o t o p l  aster; de f'ornéite {MORGAI\I e t  COCt:::f fJG, 1982) . Des 
vafecir-; e:.:tremest par  exemple 2=C; (DE L.AROCkIE e t  ai . 
3.977) e t  3b"C (OTHM&N e t  P-iRAlilJOTI.IV, 19F3r:i.i n n t  permis  
&q~i lement  i.a 1.itsérat:i.an  cl^.^. pt-,atoplae;ées el-i qc.!aritité 
suf  ç i snn te .  

La durée de mac&ralj. or.) p .  v a r i e r  i-te :3Cl 
m i  I-tutes (NAGATA e t  ISHI  1, i.979) A 24 heures (i.:::ki3 et: a 

a .  , 1'574) ; el. l e  dépend de 1 'nt-i gincl des prc1tap1 açteri ,  
d e s  enzymes, du pH e t  de l a  température d ' i n c u b a t i o n .  

I I  a 1 cependant é t a b l i  que ce t - ta ins  
t i s s u s  ne t o f e r e n t  pas clne longue durée de t r a i t e m e n t  
eriz yrnati qi.!e. A i n s i  c:ertaj. ni; acrtecii-s !FIEZZ;ZITI e t  a l  . 
1984.;  VASIL? 1976; EVANS e t  CCfCt:::ING, 14'775 n o t e n t  
q i t ' u r ~ ~  I.oncju.e durFse de ir!arét-atior\ ~ ~ 7 n t r i b u . e  A. 3,s. 
d&t(,+ i al,- a t i  or? des p r o t o p l  aeitecs 1 i h&rpf-s. 

Pour conserver  l ' i n t é g r i t é  des p r o t a p l a s t e s ,  
1 c! preçs ia r i  osrnoti q u e  e s t  maintenue gr3ce EI l 'appo r t  
d ' u n  protectect r  osmatique. Il s ' a g i t  gén&ralement du  
mann i ta l ,  du s o r b i t o l  ou du saccharose; l e u r  
cancent ra . t ian 12eci.t a l  l e r  se lon  l e s  esphce-; de 0,2M 
0.9M (EVANS e t  BRAVO, 1983:). Le g lucose e s t  rarement 
u t  i i i sé f t:::ACI e t  M I  C:HAYLUt:::, 1.974 :) . 

Le  manni t a 1  à 13% e s t  n é c e ~ ; s a i r e   ciu ut-. f  e s  
p r o t o p l a s t e s  d ' A l n u s  incana (TREMELAY e t  al., 1985); 
mais SCHMIDT' e t  POOLE (1.80, rappar te i - i t  q~i.e f f -  md17fiital 
ent ra f r ie  une rc ld i rc t i  on dc! t-endement de3 protup i .  a~ . t e .?  di?. 
Be t te rave  rouge. 

L - e  . jaçchci~-~i~,e e5.t t~.ti l .j. se a.vei: s~~.cr-&r: A urie 
c a n c e n t r a t i o n  f a i b l e  0,2M dans l e  cas du Tabac e t  O,YM 
~ U L I ~  l es prot.c~p l a.stes de F'ciiilnie de t e r  1-e f EiHEF'GF:iD e t  
TCfTTEN, ].<57L;. 14'77) . At-[ co i - j t ra i  t-e LAl\IE)GFtEP~.'-i ! i 9 7 6 )  
r a p p o r t e  que %es p r o t a p i  as tes  de F'oi 5 p l  amol ysei-it en 
ni-ésrnce t r i u  riacchai-ose. 



i-Ç- ci-jmme s t a b i  l l sateiii- osmat i c!ue à l a p l  ace d i i  e s t  ~ . t t i .  ï. i . -  
. , 

mann:i.t.srl. (i2,::i;Mi iÇ lMMDl 'JDç e t  al, , i . .  . 5 ' 1 ;  etne aitgt~ieri.izatiçlr-~ 
identiqi..!e c l i l  i-erit-lrrment: cies pr-t~4r.np:lar:ketz- darta t!n m i l i e u  
sali, i n e 5 . L  ob.tenl[e par MEVEP , .  r 1 G""' . ! 4 > .  ' 

3 Purification des protoplastes 

C~pr-&s d i  gest  :i. cï1r1 erir yr.nat:i. que l es p r u t o p l  astee, 
do i ven t  d t r e  1 avés pour é l  iminet- l e s  erizvmes, les 
d&bic:i. s ce]. l ~[ l  a i r e s  e t  1 es prodcii. t c ;  ta): j. qcies I-&SUI. t a n t  
de 1s d i g e s t l a n  des d i C f é r e n t s  t i s s u s .  

Dans l a  p1.upat-t des cas un passage à t r a v e r s  
etn f 1141-e en inci:.: oi.t eri n y l o n  p ~ 1 . i ~ ;  une centr i . fuqe\t : ic~n~~CI. 
f a i b l e  v i  t esse  (HUMLAND e t  a l .  , 1T75j permet d ' n b t e n i r  
cine ~ i répat -a t . i  or! non "çantami née" vat- 1. es débt-i i;. 

Mais GGlllPIBCIRG e t  ses c o l  lci.borateurç ! 1461 i 
p récon i sen t  i.ir~ts p i ~ r i f i c a Z z i o n  basi-e scir l a  f l o . t t ~ l . i s n n  
des p r o t a p l a s t e s ,  i 1.5 suggérent  une dens i  t é  p l u s  dai,bl.e 
de ceux-c i  par  r a p p o r t  a u x  d i f + & r e n t s  o r g a n i t e s  o u  
f ragments  c:e l l .u la i res.  

De m@me d ' acrt.r-es a.c!.tecirs e i ~ v i  sagent de i aver  
d e .  pi-ot.op1 a s t e s  par  f l a t t a i  c.on sur  c!ne ~s81~ t t . i  on 
car icentree comme l e  nsanrtitcrtl <(IAIEI'JEY e t  ÇCiCt:::IhIGg 1977: 
1VEFtSEt.f e t  1 ,  19831, le f j . co l i .  !LARC:::I:N, 3.776; L I N ,  
ITSC>f ou l e p l  ~ i s  soi ivent l e  saccharose IBLIYEÇ e t  a1 . 
19811; RAZPAN e t  a l .  , 19BO; WI-iITE et EcHCIJddAltiI , 1481.1 

EÇT'UI-IBAhiAT 'I et: UtPlARLY , 1.785; . 
La ca r i cen t ra t i on  en i -accharase vat-i e de (:),Si'? 

(SHEF:'ARCi e t  TOTTEN, 1977) B i j y b M  (Dr l ' t 'e t  a i . ,  1981) e t  
l a  c e n t r i f u g a t i o n  au t o u r s  de l a  p u r i f i c a t i o n  p e u t  
a l  1 et- d.e 4i3 e t  8t:) g ( ZAF'kTlst e t  a l .  , 1981 ) & X i C )  g 
(WILSE)I\J e t  a l . ,  1980). 

L ' é l i m i n a t i o n  des d é b r i s  a é t é  également 
r é a l i s é e  par  Lin@ techn ique  de çkpat-a.tion A 2 phases 
(t:::ANAJ: e t  EDWARDÇ, 1973: hLBERTÇÇOW, 1978; F'IIIJIIWARCZYC::: , 
1479; SLABAS e t  a l .  , 1980) ou par  une 1 i. a i  son avec un 
con,.jugué d ' a n t i  -gal  actans&phat-ose (KELLER e t  STONE, 
1978). 

4 Culture des protoplastes 

D i f f é r e n t s  f a c t e u r s  i f i f  1.uencent 1.a v i a b i l i t é  
e t  l e s  d i v i s i o n ç  des ce l%u l .es  qu i  d é r i v e n t  des p ro tu -  
p l a s t e s .  Les al..tt.eurs accardent  i..ine a t . tent  i on 
p a r t i  ci-il i &?re al-t nénotype et: & 1. 'étc.t  phys i  a l  o g i  que des 
pla i - i tes danat r i .ces,  Ei. l a  techi-ii que e t t i  l i s & e  aet c a ~ i ~ ' ~  de 
1 ' isc~ lemer i t  et: .3 1. a coniposi t i on des m i  l ieur: ainc;i 
q.. a ccind3. ti ar?s envi. ironrternental rns é t a b i  i e s  air. C C > U ~ S  

de l a  maintenance des c~~.l.t!..tre~i,, 



4.1 La plante mére 

I-ci st5i-i!ittyjïie des plari.lze:; est: gén&ràlemei-il: t i r1 
c: i 4.. ,. é. ~ r e  .ii.u..&~; :i.,ri~:~c:irtan"ç? a:in.si ,:]I& (j.98L:i r & v & l e  qi-t.ie s i ~ r  

. . 
1.er; ciricg viitr:i.et&s cite F'ni.s te.;t<?es, c.tne c.et.il.e peut  
clonr~(<+t- cies prcrtup1as.t:es qu.i u r ~ t  une c a p a c i t é  de s i i  
d i v i s e r  &lev&is!. De m&me parmi l e s  s i x  espéceç de Tabac 
& t ~ ~ . d i .  &es 1. es d i  v i  s i  aris t-rel. 1 u l  a i  rec, i 7 ~  son t  observ&e^i 
qcie pourr t t - o i s  e t  ï.a t-éqénét-ation n ' a  e t &  pussibl.ir? yttc 
pour- une esp&re iGLEDDIE et. a l .  ? 1Y85). 

D ' a u t r e s  au teu rs  an t  p o r t é  l e u r  a t t e n t i o n  
si-.ii- 1 ' i rnpar-tance des condi  t i  aris phys i  o l  a g i  Ques au. cacirc, 
dc.! tl&\celoppernent riec; p l a r i t es  dona t r i ces ,  a insi .  ci-iez 1.e 
F:'i:~j. s IGI'IMECIRG eiz z l  . , 1975 ; VON ARNOLU et:. EF: 1I~:::SÇOI'ii ? 

1.5'7h) e t  1. a F'nrnme CIE? t e r r e  (ÇHE:i='ARD e t  TO'T'T'Ef\I, 5.5'17! . 
C;es a~ikettr-c, sc.!gig&i-.@nt: que ï es condi  t,i c?rts 1 es p l  us. f ava- 
rab1  es; aL! dével  rilppcimi~nt. de5 p l  anlzes donatt- i  ces iii&nent à 
der, d i  v i  s i  uns c;a.k.:i. s f  a i  siantep; des ce!. l i.il.es dét-i vées cies 
pt-atupl as tes.  

k .j. ris i , ciaris. Ici cas d ' l i ne  ct i l t i i t re d'Aciter- 
g ine ,  i.!i-ie i n t c r n s i t é  d ' & c l a i r e m e n t  & levée  (75i)ij Ici:.<) e t  
une p l io to !~+t - i  ode 1 onque 1 1 6  heurec.) son t  nécessaj. r e s  au 
m a i n t i e n  cle la v i a b i l i t é  eh des d i v i s i o n s  des 
p r o t a p l a s t e s  (EMATT e t  FAÇSULICt%IS, IS81). D ' a u t r e  p a r t  
1 es ï:i i VI. s i  uns des c e l  l i - r l  es e t  1. a fo rmat  i an c ieç  col. on i  e s  
ciont 111. u s  impor tan tes  lar-syt-ie ces p l  ari.tes d0nat.t-i.ces 
son t  t t-ai-IS+ &r&es SI. : i o ~ i r s  avant  1 ' i s o l  ement des 
p r a t a p l  a s t e s  sous une photuper i ade c o u r t e  de h u i  t 
heures. 

L 'aqe  des p l a n t e s  es t  également un c r i t é r e  
important .  pnttr l e s  d i v i s i o n s  ce1 l c t l  a i r e s  ('v'ON AHNüiD e t  
ERIKSSON, 1976; J I A ,  1982). 

Une grande v a r i a b i l i t é  du nombre de d i v i -  
s i o n s  c e l l u l a i r e s  e s t  en e f f e t  obtenue pour  l e s  
p r o t o p l a s t e s  de L.uzerne A d i +  f e r e n t s  s tades  
phvsir t logj .  qttesj l e 5  prcktfapl as tes  pt-ovenant de .f.ecii 1 l e s  
..jeunes i f  et-ri 2.1 e n " 1 )  se d i v i s e n t  fréq~ierrirnent a l  a i s  qc.te 
ceux i s 5 c . i ~  - des f et..ii. 1 1 es 3géfis i f  e t i i ' l  1 e n " 3)  ne se 
d i  VI. serit pas (I.:::A(J e t  MICHHYLCII.:::, 19Bit) ., 

4.2 La préparation des protoplastes 

i k r t a i  ne, aut.ettrs n 'obtiersnenk de.=: d i  vi. s i . a n s  
cc1 1~ i l a j . i - es  qt-i 'eri c ~ t i  1 i s a n t  des enzymes p u r i f i é s  polit- 

- -  l e  cas de F'ekc.u-ii.a l " i so lemen t  des prui: .up%astes, r '0-t 
par-odi i. tF'ATt'ilA11.::: e t  a l  . , 298i ? e t  de V i  gris. acoril3i.i f cil j. ;i 

4.3 Le milieu de culture 



La c o m p o ç i  t i  o n  c-lu m i  l :i ec! d e  clil t i i r - c t ~  v a r i  e 
sel.t_in l e s  esli~é!::es v é g c ? ? t a l e s .  T a u s  ].es mil ieu: . :  on t ,  u r i r  
campc,z.i.tziot.i de b a s e  q ~ i i  - e n f i m e  \..in pi-otecCec.it- 
osrilc7tiiqi. .!eg u n e  socit-ce d e  c a r b o n e  q u i  p e u t  é g a l e m e n t  
servi r d ' agen2: a e i t s i m t  i qi te  , d e s  &3. èments ,   KI^ néu-a!..!:.: , cies 
v:i. t a n i j .  niss iit d e s  t-.'?gi-il a t e i i ~ ~  d e  c r o i .  s s a n c ç -  

4.3.1 Le protecteur  osmotique 

1-e m d m e  ~ i r a t e c t e c i i - .  o s m o t  i q u e  q u e  ce]. i i i  

ctt j. 1. i. s t l  ait cai!rs d e  1  ' i so l  emç-nt d e s  p i r a t o p 1  astes est 
g f -né r , a l  ~ i i i e n t  t - e t e r i ~ i  t r  '1. e m i  1  i r ~ t  d e  c u l t u r e  : 
s a c c l - l a r o s e  , g l  c i c o s e ,  manni  t n l  et so t -h i  t o l  s o n t  les 
p l u s  coitrammerit  c . t t j . l i . s é s .  

La n a t u r e  e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  d u  p r o t e c t e u r  
o s m o t i  q u e  i n i  l u e n c e n t  c o n s i d é r a b l e m e n t  les d i  v i  s i a n s  
c e 1  1. t.t1. a i  t-es. 

A:i. n s i  cer-tai 1-1s a t t t e c t r s  i n d i  q u e n t  qi ie  1  e 
r e m p l a c e m e n t  dit. .mann i  t u 1  p a r  l e  g l u c o s e  a u g m e n t e  
1  ' s c t i v i  t é  m i t o t i  q u e  d e s  p r o t o p : i a . s t e s  dit Lvcopei- ' s i  c o n  
p e r i i v i  aniini iVUN ARNULD e t  EHII:::E;Sï!N 1.977) et d  ' A l  n u s  
i n c a n a  (TREMELAY et  a l .  , 1 cette  s u . b s t i  t i t t l  o n  
e m p s c h e  p a r  c o n t r e  l a  1 - e c o n s t i t i i t i o n  d e  l.a p a r a i  c h e t  
l e s  p ro ta~ i ! ] .  as teç  d e  Li. l i i.im (ÇIMMCiNDLi et  a 1  . , 1.?79i . T.)e 
m~S?me 1.e g l  ~ t c n s e  rie c o n v i e n t  pas .  p o u r  les  p i - o t u p l a ç t e s  
d e  Itij. c . o t i . a n a  (VAi'\i SLOGTEREN e t  a l .  , l9BCii e t  d e  Ça1 anum 
k h a s i  si-~i.im it:::UWkLcLYl::: e t  a l  . , 1983j . Chez  ces er ;péeee :  
les  d i v i  ç i o n ç  n e  s o n t  o b t e n u e s  q u  ' a v e c  u n e  
c o n c e n t r a t i o n  i a i b l e  d e  s a c c h a r o s e  o u  d e  m a n n i t o l .  C e s  
p r o t e c t e u r s  o s m a . k i  q u e 5  s n n t  é g a l e m e n t  l e s  p l u s  
. f a v a r a b l e s  à l ' i n d u c t i  a n  d e s  d i v i s i  a n s  cel l ~ i l  a i  t-es c h e z  
l e  P o i s  <LPIIVDGREN, 19761. 

U 'at-ttres t r a v a u x  m o n t r e n t  q u e  1  ' aççoci a t i  a n  
d e  s t a h i  1  i s a t e u r ç  o s m o t i  q u e s  m é t a b a l  i q u e m e n t  a c t i f s  
I g l u c o s e ,  s o r b i t o l  e t  s a c c h a r o s e )  21 d e s  s t a b i l i s a t e u r s  
o s m o t i q u e s  i n e r t e s  ( m a n n i t o l !  p e u t  &tre a v a n t a g e u s e  
d a n s  l a  m e s u r e  o u  les s u c r e s  s o n t  g r a d u e l l e m e n t  
a b s o r b é s  p a r  le5 p r o t o p l a s t e s  a u  c o ~ t r c ~  d e s  p h a s e s  
i n i  t i  a l e s  d e  c i . t l t u r e ,  3. a p r e s s i o n  osmotï. qire é t a n t  a i n s i  
PSU p e u  r é d i - i l t e  (VASIL e t  V ç ' i Ç I L ?  198-ia). 

En e f - F e t  J H A  et ROY (19803 r & v è l e n t  q u ' u n e  
d i m i n u t i o n  d e  l a  p r e s s i o n  o s m o t i q u e  a p r è s  u n e  d i v i s i o n  
i n i  tia1.e d e s  cel i u l e s  a u g m e n t e  l e  r e n d e m e n t  e n  c o l a n i e s  
c:al  1 u3. a : i r e r .  ciçli-i v é e s  d e s  p r a t o p l  astes d e  Vigne?. Une 
r & d u c t i  o n  g r a d c i e i  l e  d e  1. ' osmol airi k é  d e  L i I i l  Piosni01 e s  & 
42C) tfiosmol. es est égal. e m e n t  e s s e n t i e l  l e  pol i r  o b t e n i  t- u n e  
f  i-éqci.ence éi  e v & e  d e  d i  v i  si a n s  ce]. l cil. a i  i-es c h e z  :i e P r ~ i  s 
( J I : & ,  1983,. 

4.3.2 La source de carbone 



La saurce de carbone semble jott.er- ttn r t f l e  
d+tei-trii na[-12: el 1 e ~ j o i t r r a i  t e t r e  r -espc~ i -~~ab l  e de l a 
i .égéri&t-ati oi-1 rile l a  pi-.roi et. des. di. vi. si. arts ç e l  l c i l  ai reç .  
UCi.-l1:lqI:'<A e t  ICiRAÇHIGE (1(7:i7&:1 r&"&].er, t  qi-te 3 t ; s  proi:c,-- 
pl.ciçizes t-ie Tahac pectverit SE ci iv j .ser avec scriicés en 
pt-.éserii:e cle sii\c:çl..iarr-tse, ce:tlul.c:jse au glcit:ost-. 

Cependant se!-!l 1. e sëiccl-larase e s t  f aucirab1 e 
paur" l a  r-Bgérrtlra!rl.ort de l a  paiF.oi. e t  poctr l e s  d i v l z i o n s  
des pi-citupl. as.tes de Eranicrs Il.:::AO e t  MICtik'v'LUk:::, 1975) . De 
m@me des p r o t o p l . a ~ t e s  de F'0i.s c t t l t i v é s  dans un {n i  l i e i - i  
Liépourvci de sac:ctiar-ose re forn ient  une p a r o i  t i -éç inince 
ne permet"c.rit pas l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  IVUN ARNCiLD e t  
ER I i~:::SÇUbI , 1 {?Ti" j 

4.3.3 Les régulateurs  de croissance 

En genéi-ai chaqcie espPce ci. deç e:.:igences 
p a r t i c u l  i é r e i ;  en r é g u l a t e ~ r r s  de t r ~ i s s a r t c e ,  i lne grande 
v a r i  ab i  l. 3. t& hoiPrnunale e s t  iretenete dans l e s  cul. tctres de 
pratop l .  as tes.  

L . 'ac ide 2 , 4  - d i  ch1 araphénoxyacét ique 
2 -  e s t  l e  plcizi cociramrrient u t i l i s é .  TouteCois 
L ! c ~ - I I N z ' ~ ' ~  et. MURWSHIGE! i l.5'7h) o b t i  ennent des r é s u i  ta t .5  
pl. e1.5 ç a t i  sCai s a n t s  qciand 1 ' ANA e s t  çi.ibsti t uée  aei S,4-D 
c:*u h 1 'HI:A. 

De p l u s  chez la Tabac ces au teu rs  t r o u v e n t  
clcie l e s  cytoi.::j.riineç ne son t  p a s  nécessa i res  &I l a  
r"&q&r.\érati.on de l a  p a r o i  e t  h 1 ' i n i t i a t i o n  des 
d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s ,  VON ARNOLD e t  E R I K S S D N  (1477) 
r a p p o r t e n t  cependant 1 'e~ : igence  d 'cine assac3 a t i  on de 
2,4-Is 1-t de 2iF' paur provoquer l e s  d i v i s i o n s  des 
c e l l u l e ç  de Pois .  

De mëme cher une acttrc espèce de F a i s ?  de 
1 '&SA secil ne p r o d u i t  pas de d i v i s i o n s  c e l l t t l a i r e s  il 
clo i t  Ptt-e açscrrcier h cine cytol. : : inine (LANDGREN, 15'76), 

D ' a u t r e s  travau:.: suic Sal anum tciberosctni 
IOF'ATRNY e t  a ï . ,  1'78r:t! 1-apportent que l a  t a i l l e  et. Ic?; 
+;orme des p1-okol~1 a s t e s  et. des ce1 l ~ t l e s  rég&nérées son+: 
j. 31.1 ciencéei. par 1. et cornpusi t i  art fiornionale dct m i  i i eci cic; 
c u l  .riur.e. 

4.3.4 Les méthodes de cu l ture  

Les puotopl. as,!zç-s çori t  généra l  emei-\t r n i ç  en 
suçp~rns ien  dans l e  m i  1 i e i i  de cci.1 tc t re e t  F?ta!.és en 
rac.iche nii.i-Ice clai-1s des bof.teç de F ' & t r i  (CI-IUPEAU e t  a l .  , 
1.974.) daris des candi. i:i on%. s t a t i  qcieç uc i  soue; i-ine 1 cIqjét"'~ 
agi"L:lziçsn (t.:::ACI e t  a l .  , 1971.) . 

Une m&t.hade de cci.lt.i.!re eri q o i - i t t ~ s  pendantes. 
cr &te i-iti 1 j. r;ée aussi. avec si.iccés (GAMI3ORC-i e t  WET'TER, 



i975 i  , triai s les p r a t o p l  astes. s 'aggï . i . r t l .ner i t  ai-{ c e n t r e  d a  
t-haclue q ( : ~ i ~ . k t e  ce q u i  e n t r . a i  net-fi! 1 ' acccimcil atfi ai-i d e s  
s u b s t a r i c e s  phénc!l -j qL.tes. 

D a n s  c e r - t a i  n s  c a s  l cs d i  vi. si a n s  ce l .  l t ~ l  a i  res 
rie r i  nb.t:@ric~.ec-: que c lans  ciri m i  1  i e u  so l  i d e  i GILL. e t  
a ï .  , iC.'"/'S) . Les prot:ap:i. a s t e s  ~rori t .  a.ï uk-s m é l  arigéi; A 
1. 'agai... c:i-ia~.id a.van.1: (CEL-LCi et G1^IL.trN7 1980) o u  a p r è s  
(COUTTÇ eT NUU3, 1977') la r & g é n é r a t i a n  d e  l a  p a r a i .  Uri 
v a l  c.tme t r&s  f a i  hl. e I I à 2 r r i l  i c1c.i rnel. a n ~ e  est. c o u l é  d a n s  
de!?, ba?.tï.es, 1. es. p t - n t a p  l astei .  s o n t  a l  o rs  + i çiés " e n  une 
c l .  E i-~cisi  t j .  a n "  a i  nsri s é p a i - E s  1 es u n s  d e s  acit.rres 
? ' e f f e t  i n h i  b i  t..eew d e s  p a l  v p h é n o l  s l i b & r é ç  a u  en i . t r s  d e  
% a  c u l t u r e  est a t t & n u & .  

L. ' 3. r i canv&ni  e n t  d e  c e t t e  m é t h o d e  est 1 a 
d & 2 . . & r i o r a . t i o n  d e s  p t - a t o p l a c i t e s  1 a r c i q u ' i l . s  5on.t: m&l.ar-ig&s 
a v e c  1. ' a q a r  chaeicl. 

Une a u t r e  t e c h n i q u e  r é s i d e  d a n s  l e  t r s n s f e r t  
d e s  cul .  t u r e s .  d 'ctn nii. 1 j. eu. 1  i q u i  d e  s u r  un  m i  1 i e u  q é l 0 5 &  
a p r é s  eirie c a c i r t e  p é r i o d e  d e  c ~ t l t c r r e  (LI et  a l .  , 198(:)). 

En e f f e t  e n  m i l i e u  1 i qe t ide  l e  d é v e l o p p e m e n t .  
d e s  p i - c i t u p l a s t e s  dii T r i f a l . j . e im  c t r v e n s e  est t t - & s  f a i b l e ,  
F'ar c a n t r - e ,  si api-.é-; q u a t r e  jui i r -s  d e  CU.]. t e r r e  ].es 
ce]. 1. ul. es s u r i t  ' 1 a v é e s  e t  p ï  ai-&es e n  c o u c h e  i i i i  rtce d a r i s  
l. ' a g a r  Ci. d e n s i t b  p l c t s  f a i b l e ?  e l les  i i a r i t i n ~ i e n t  à sc 
d i v i s e r  e t  d&ve:l. a p p e r i t  d e s  cr1.l s iWHITE e t  BHQJWfSNI , 
lTc31.) " 

P a r S o i s  p l u s i e u r s  d i  l u t i o n s  a v e c  d u  m i l  i r u  
n e u f  a v a n t  t r a n s f e r t  s o n t  n é c e s s a i r e s  p o u r  les d i v i -  
s i a n s  d e s  ce1 l u l e s  e t  l e  d & v e l o p p e m e n t  d e s  m i n i c a l s  q u i  
d é r i v e n t  d e s  p r a t o p l a s t e s ,  c 'est l e  cas c h e z  
Stjil a s a n t h e s  sui a n e u s i  s (SZABADOS et ROC&, 1.986) . 

L e  t y p e  d e  g&lase u t i  lis& p e u t  j o u e r  un  raie 
i rnpar t .a~- i t  , e n  e C f e t  1 ' a g a r  n e  s e m b l e  p a s  c o n v e n i r  au?: 
p r o t a p l  asteç d e  n o m b r e u s e s  e s p è c e s .  11 s 'est a v é r é  
ta:.: i q u e  pac~t-  1  les p r a t o p l  as tes  d ' A l  n u s  i. n c a n a  (TREMBLAY 
e t  al.. , 1985) e t  i n h i b e  les d i v i s i o n s  d e s  p r a t o p ï a s t e s  
d e  Hvocicvam~.ts m u t i  c u s  (SHIL.L.ITO e t  a l .  , 1983) . 

L ' a g a i - a s e  p a r  c o n t r e  ? p e r m e t  cine ai.igment.a.- 
t i a r i  cl@ l a  S r é q c i e n c e  d e s  d i  v j . s i o n s  c e 1  l c 1 . 1 a i r e s  e t  d e  î a 
fc~t-rnat:i .on d e s  m j . n i c a l s .  R e  menie ÇZUBFilSOÇ e t  al.. r198t'i 
d é m o n t r e n t  q u e  c:e g é l  i f  i a n t  d a n n e  d e s  r & s u l  t a t s  e n  
mic:r-oca. ls  p l u s  s a t i s f a i s a n t s  q u e  d ' a c ! t r e s .  L.. . 'efCet 
s t imci l .  a n t  d e  1 ' a g a r o s e  est d é m o n t r é  chez :  les 
p r a t c r p l a s t e s  d e  N i c a t i a n a  t a h a c i l m  (SHILLITQ et  a l . ,  
1. i 8 Z  i . 

La t - égé r i é t - a t i on  d e  1 s  par.-ni et 1. ' i .ndcict3.cm 
de 1 ' aclzi. v i  f é  n i i  ? .nt  i qeie sembl.  e n t  P t r e  i n t  1 i..tericéee; par- 
c e r t . a . i n s  fac.irei..irs ci 'envj.rcilnnernerit .  

La  ten ipé l -n tc i re  est etri pat-amètv-e e s s e n t i  el. . 
[..es p u - o t o p l a s t e s  i s s u s  d u  m é s a p h y l l e  s n n t  g & n & r - a l e m e n t  
cu1 i : i vés  à u n e  t e m p é r a t u r e  d e  25°C .  



MUBER e t  EDWARDS i l 9 7 5 1  ant:. a p r é s  p l u s i e u r s  
essais ,  d&te i -m~.  ni- 1. a i:empérati..tre o p t  i nia1 e i3C3"rT;) p o u r  
i 1 . r . .  r ,anq~-ti  na]. .j ç et p o u r  T r i  Liccim aest i  ve1.m 
. r- .-. rd;::"C) . A~.tcctrte ~at - : i  a t i a n  d e  t e m p é r a t u r - e  n  ' e s t  t o l . c s r é e  

par- les  p r . o t a p l . a s . k e s  d e  ces e ç p & c e s .  
D ' a u t r e  p i a r t .  cl-ter L. .ycop~-rs i .con  1  ' i n j .  t i  a t i o n  

e t  1. e m a i  nt 3. e n  d e s  cil. v i  si or15 ce1 1 cil a i  res s o n t  
i - t ro i i zemen t .  1. i&s &, 3. a t e m p é r a t u r e  (ZAPATCi e t  a.1. , 
17771  . U n  o p t  i rcti.im cle 2 7 ° C  est d é t e r m i  n é  pc~~.it- les 
p r o t o p l a s ~ k e s  de . e s c u l e n t t - t m  et  d e  2 9 ° C  p o ~ . i r  i. 
perc tv i .  ar~i. .!m. 

En ce q u i  c o n c e t - n e  les  c o n d i t i o n s  d e  
l ' & c l a i r e m ~ r t t  GOÇ SAbJTCSS et ses c a l l a t i a r a t e u r s  i i98Ci)  
r a p p c ~ r t e r t t  qcie p0u.r Medi. caao s a t  3. va seeiï. 5 1 es 
p r o t a p l  a s t e s  ccil  t . i v é ç  à 1 'obsccii-i. t é  Gormen t  d e s  
c a l o n i e s .  De mgrrie l a  l u m i & r e  c o n t i n u e  i n h i b e  l a  s c i r v i e  
d e s  p r o t a p l a s t e c i  d e .  L i  l iu.rr~ ISIf'lMaNDS et  a l .  , 1 4 7 9 f .  

HESS e t  L-EIPOLDT ( 1 9 7 T )  m o n t r e n t  un o p t i m u m  
d e  d i v i s i o n s  d e  p r o t o p l a s t e s  d e  N e m e s i a  s t r - u m n s a  s o u s  
E300Ct0 1  ut.: ; LSLJRANlS ( 15'79 ) m a n t r  e q u a n t  &. l u i  qc.te 5 ~ ~ ~ ( ~ ) ( ~ ~  
].LA:.: est 1 ' i r t t e r i s i  t& d e  1 ' é c : l . a i r e m e n t  l a  p l c i s  + a v n r a b l e  
p a u r  les  p r o t a p l a s t e s  d e  Nicoti a n a .  

L e s  c a l s  v i s i b l e s  o b t e n u s  p a r  ces d i f f é r e n -  
tes m&thr......f.. ... .IL es d e  ci..il turc s a n t  a ï o r ç  trarist&t-C3s s u r  u n  
m i  1 i e u  d e  r é g é n é r a t i o n .  

F 'oe~r  d e  nombree r se s  e s p é c e s  çee i l  e5 1  es 
cytcjk: : i  n i  n e 5  s a n t  c i t i  1  iséeç c c i m m e  t - é q u i a t e u r ç  d e  
c r o i s s a n c e  (SCHIEDER, 1 9 7 7 ;  EVANS, 1 9 7 9 ) .  Une i n t e n s i t é  
lumi n e u s e  p l  uç i m p o r t a n t e  est s u g q é r é  p a u r  La # o r m a t i o n  
d e s  b o u r g e o n s .  O n  p e u t  a i n s i  r é q é n & r e r  d e s  p l a n t e s  
d ' r ~ - i q i n e  u n i c e l l e i l a i r e  l e  p l u s  s o c i v e n t  p a r  o r g a -  
n o g b n é s e  (BOURGIN e t  a l . ,  1979; SHEPURD, 1980:) m a i s  
a u s s i  p a r  embi -yaqénése  c h e z  q u e l  queç e s p & c e s  (DORICIN et 
a l . ?  1 9 7 5 ) .  
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MATERIEL ET MtTXClDEÇ 

1 MATERIEL VEGETAL 

c h o r i u m  i n t y b u s  L.)  a p p a r t e n a n t  d l a  f a m i l l e  d e s  
Astéracées. 

1.a C h i  c u r é e  W i  t l  o u f  p e u t  b o c i r g e ~ n n e i -  , a p i p é s  at-1-a..- 
c h a q e  et  f o r g a g e  d e s  raci  n e ç ,  cies + e u i  1  les  c h a r n l . i e 5  
i m b r i q u é e s  e t  étic3lées qui  c o n s t i t u e n t  i ' e n d i v e  a p p e l é e  
chicoi- t  d a n s  l e  Nord  c l e  l a  F r a n c e .  

L  ' e:.:p&ri m e n t a t i  017 est réal  i si-e e n  p a r t 1  c:!..i- 
1 ie r  s u r  {-in h y b r i d e  F i  co rn tne rc i a l  i-i& i;oeis l ' a p p e l  l a t i o n  
d e  'Zaum '  q u i  r e s c i l t e  d ' u n  c r o i s e m e n t  e n t r - e  deci;.: 
1  : i .gnées  A e t  E o b t e n u e s  p a r  s é l e c t i o n  g & n é a l o q i  q u e  
i EÇ-1NNERC7'1- e t  DE COf.1P.J 1 Niil:::, 197(3 1 . 

Lec, semt-nïztlc; r z a m i n e r c  i a l  i sées sa~.is 2 e  nom ?-t ' h y b r  i d e  
S.', L a a m  " c o r n p a r t e n t   in rn&l a n g e  ci ' i+k::énei; n o i  rr; prrztvenci.rï.'-: 
di..! c ro i r semen ' t  &:.:a d'ai.::éneci L i  r & s c . t i t a n t  d u  
c r o i s e r n e n t  r&c:i .proqcre E:.:A. Ç e u l i '  l es  t.i::&i-tes n o i r s  o n t  
&té .:,ern&s p o u r  prociv.i re  1  es p l  a n t u 1  es u t  i 1  i sées d a n s  ce 
t r a v a i  :i. ,, 
! Z . i .  ï i lé :s ignera d a n s  l e  t ex te  Cirh!x-ic!~n i r i t v b ~ ~ . ; s  L. e t  
sau+ i n d i c a t i o n  c c 3 n t r - a i r e ?  i l  s ' a g i r a  d e  l ' h y b r i d e  F I  

Zooin : d e  l a  i zh i co r i - e  Witlaa~f. 

2 ASEPTISATION ET ENSEMENCEMENT DES AKENES 

L e s  p r o t o p l  as tes  s o n t  i so l&s  A p a r t i r  d e s  
f  ecii l l es  p r é 1  k?vi-es s i r  dei-  p l  a n t u ï  es c r ~ i  t i \ic&es " 1 ' 1-1 

vi.1-r-a" t, ce rjcii i rnpl :i. q u e  cine a s e p t i  s a k i  un p r è a l  a b l  e d e s  
a k é n e s  et l a  r é a l i s a t i o n  d e s  c u l t u r e s  . % ' a b r i  des 
c o n t a m i n a t i a n s .  

L e 5  <3.i.::t"nes s a n t  d é s i  n + e c t & $ z  p a r  t r e n i r i a g e  
d a n s  i-irte n , a l i i . t i c ~ n  d e  c h l i ~ i - c i r e  n \ e r i=c i r ique  à fï<2nc3ant. 
.- 
: in:irsi.i.kes. P i -  & l i i ï i i r i e r  l e  c h l u t - ~ i r e  mev"cc!rl<quê ai-~ 

p r a t i  qc.!cl t r o i  s r i  nqacjiis s c t c c e s s i  f s clans d e  ï. 'ea:.i 
t-lis.t:i.lli&e s " c 2 r - i l e  idetr-éis r e s p e c t i v e  5- l i f - l i3  i n i r . i c i t e ~ ) ~  
~::,i..iis Dr? l a i s ~ < e  l t 3 ~ j  ai : :&nes s ' i m b i b e r  p e n d a n t  hi3 tninl-[tes 
t3ans c i@ 1 'eac! stcSr-i li- p o u r  f  a v t s r i  ser l a  g e r m i n a t i  a n .  

Les a k k n e s  s a n t  a l u r ç  r & c u p & r & s  s u r  un  
f i l t i r  e n  i n o x  ( d i a m i 2 t r e  d e s  p a r e s  1 m m ) .  



L  ; erisemericemeri.k es t  r&al  i s& dane;; de.; b o f . t e s  
d e  F-'&.k.v-3. IS[:j irlm d e  c i l . a m é t r e i  c a n t e n a n t  e n v i r o n  25 m l  d e  
nrili.eii, d e  ijerniiria2r.i.on c1c1.i rcrnterrritz : 

- 1. eç mac:roél&ment . ;  et ].es m i c r i 3 e l é r n e n t s  d e  l a  sa.-  
1.citj.irrn cle i4EL.L-ER (3.45:1;) . 

- 1 e f et-. l a sa], i-i.h j, ctn de fiI!F:&giH 1 GE et  sI.:::u[jG 
114621 d i l u & e  d e  m ~ i t i é .  

- d u  s a c c h a r o s e  : 2C) o. 1 .  
- d e  1 , ' a g a r  Di tco  : 6 o . 1 .  

L e  pH est a j u s t é  A 5,4 a v a n t  p a s s a g e  A 
ï  i a ~ ~ . t o ~ : l ~ . ~ ~ a  &. 11i:)"C p e n d a n t  2Ci m i n u t e s .  
Les h o f t e s  cie P é t r i  sorit e n s u i  t e  p l  a c 8 e s  s u r  lez. 
étagév-cir; d  ' u n e  c h a m b r e  c l i m a t i q i i e ,  l a  du t - ée  . i o ~ i r r i a l  i é re  - 
d e  l ' e c ï a i i p e m e n t  es t  d e  1.6 I-ieut-e~. :il& : El), l a  
te tcpéra . t i . i re  moyenne  es t  d e  2.7. t 2 ° C  l e  ~ n t t r  e t  d e  2C)k 
I - 8  G <? 

- 
. . l a nc1.i. t ( 2 4  : 2 f j G C )  . L e s  b n p t e ~ ,  d e  F 'o t r j .  r - e q a i  v e n t  
!..in e c l a i r e m e n t  d ' e n v i r o n  251:) 1.u~:. 

3 DEVELOPPEMENT DES PLBNTULES 

A p r B s  7 j i x t l p s  d e  c u l t u r e  l e s  g e t - n i i n a t i a n s  
a s i p t i  qt- ie~,  i s t a d e  2 c a t y l & d n n s  c h & ~ i r a p h y l  l i e n 5  v i s i  -. 
tlles) s a n t  r e p i ,  quéec,  d a n s  d e s  +:cites d e  23.: 1 6 0  mm 
c a n t e r i a r i t  l e m @ m e  m i  l i e u  g é l  osé qcie c e l  cil u t  i l i sé p o u r  
l a  g e r m i n a t i o n .  L e s  t u b e s  s a n t  t e r m é s  p a r  un  b o u c h o n  d e  
ce]. 1ul.ct-le p r e s s é e  p u i s  p l a c é s  p e n d a n t  21 j o u r s  d a n s  l a  
O-teme c h a m b r e  c l i m a t i q u e  ( l a :@ ; 2 4 : 2 q 0 ~ )  r e c e v a n t  Lin 
é c l a i r e m e n t  d e  21:)Oi:) Ici>:. 

4 ISOLEMENT DES PROTOPLASTES 

4.1 Melanges enzymatiques 

I'\loî ts a v a n s  i - i t  i 1. j sé c o m m e  s a u r c e  d e  cel 1 cil ase 
e t  d e  p e c : t i n a s e ,  d i +  f é r e n t e s  p r e p a r a t i a n s  e n z y m a t i q u e s  

s ~ ~ i i ~ i t . i c r i - i  e n z y m a t i q u e  q u i  r a n f e r n i e  les cayiasec,* 
<El:) et pl.cis pa t - t i cu l i&re r r i enT .  n 

- C a y l a s e - 3 4 5  : p r o d u i t e  p a r  f e r m e n t a t i u n  d ' u n  
m u t a n t  d e  T r i c h a d e r m a  s p .  E l l e  a d e  f a r t e s  a c t i v i t é s  
p o l  y ç a c c h a r o l  yZri qi ie  : cel l u l a s e s ,  hémic : e l  l u 1  aseu,, 1-3 
g l u c a n a s e s  etc.. . E l  l e  est caractériçée p a r  l ' a b s e n c e  
d ' a c t i v i % é e .  p r u t é a s ï .  queç  a t  n ~ i c l é a s i  quec;. 

- C:ayJ. ase-l'l2 :: p e c t  j. na+-;es plcmdi-ii t e s  p a r  cine s o u c h e  
s é l e r t : i a r i n & e  d e  P e r l i c i ? .  ïii.i.m occi t a n i - . .  

Les 2 e n z y m e s  s a n t  u t . i  l i 58es e n  associ a t i  a n  
d a n s  d e -  p r o p n r t i  a n s  q u i  s e r a n t  d é t s r m i  nées d a n s  1 ez 



r . ée : i~ i . l t a t s .  E l l e s  s 0 n . t  l i i s sc~u- t ie i l  d a r i s  !.e m i l i e c i  PL! 
pi;.éccïni ri&? par  ÇAi.:::ÇI et  ses col 1  a h o r a t e e i i - ç  i 198CI) ( c f  
c 7, .. 
L.!-L! Ce m&l. a n g e  c u n s t i t . c ! e  l e  m i  1  iec!  de mar.&rrt.ti on 

.t a 17 Cj - - .- 
C I ~  cl d a n s  l eqi iel .  s e r o n t  ef:f:ec.kciées d e s  

riiaclj.f:i.!:cit:i.ori!s i!-ic:!:i.cy-\&es c i l t é t - j . e i t r emer i t .  Urie cent r i . f :ugc t - -  
t r c i .  m i  i i e u  d e  macci?t-ati ul-i e s t  i-&al i sée d a n s  i i r i e  

c e r i t t i .  f i.!gects.e t.vp@ SOR'v'riiL & 12i:)O0 q p e n d a n t  1 5  m i  n c i t e s .  
L e  ce!l u t  r e n f  e r r r tan t  d e s  s u b s t a n c e s  c o n t a m i  r i a n t e s  
i n s a l  u b l  es est &% j. rcii  ri& et  1  e s e t . r n a g e a n t  est s.t&r i 1  s  E.& 

scti-. u n e  m e m b r a n ~  f i l  t r a r r t e  m i  11 i p o r e  ( M i n j . s a ~ - t  N H L ,  
i"),23 m l u  

cirie aci t t -e  so l  u t i  on  enzvrr ia t i  qete 1 pir&ci-- 
l ah1 .ement  u t . i  1  icrée p o u r  p i r épa re i -  d e s  p r o t o p l  as tes  d e  
C.  i . par- S&E::Ç1: et çes col 1  a .bo ra t ec t r - s  i 1SEbi  q u i  
c o m p o r t e  3 e n z y m e s  : 

-. C e I l i - t . l a s e  Onozu!. : :~~ Fi-l(-i : p r o d e i i t e  pa.r T'rj.chodermc., 
v i r i d e ;  el l e  r e n f e r m e  e s s e n t i e l .  l e m e n t  d e s  c n m p o s é s  d e  
t y p e  c e 1  l u l a s e .  

* a *  
- D r - i s e l a ç e  : p r o d u i t e  p a r  d e s  B a ç j . d i a m y c è t e ~ ; ,  e l l e  

a \.trie a c t i v i t é  p e c t i n n s i  qt-te, c :e l  l u l a ç i  q u e ?  a m y l a s i  q u e 7  
etc.. 

H X 

- Macéi-.c~zyme R-1.C) : p r o d c i i t e  p a r  A s p e r s i l l ~ i s  n i q e r j .  
el l e  h y d r a l  y s e  les  c o m p o s é s  p e c t i  q u c s  q u i  c o n s t i t u e n t  

1.e c i m e n t  i n t e r c e l  l u I . c ~ i . r e .  

C e s  e n z y m e s  s o n t  p r é p a r é e s  d a r r s  l e  rrii l iect P o .  c o m m e  
prért3ciemment e t  s tér i  1. i s é e u .  s a n s  c e n t r i  i :c tgatI  a n  
pii&al. ab].  e. 

4.2 Préparation des f eui 11 es et conditions 
de macération 

Pcxtr f  a v o r i  sç-r 1 a p é r i é t r a t i  a n  i l  e n z y m e s  
d a n s  l e  m é s a p h y l l e  o n  a l a c é r b  l e  l i m b e  e n  l e  d & c o u p a n t  
e n  bapc ie s  d  ' e n v i r o n  1. nrrrr. 

L e  matér ie l  a i n s i  p r é p a r é  est p l a c é  d a n s  d e s  
hu%' . t e s  d e  F ' é t ~ r i  en v e r r e  (cie 55 miri d e  d i a m è t r e )  
c o n t e n a n t  e n v i r o n  12 ni1 d e  l a  r 3 c ) l ~ t t i u n  e n z y m a t i q u e 7  
pct3.s sceLlbes a v e c  tuin r u b a n  d e  pa ra -F i l fn .  

L . a  m a c é r a t i a n  est. réal isée & 1 ' a h s c u r i t é .  La 
t e m p é r a t u r - e  e t  l a  d u r é e  d u  t r s i  t . e m e n t  e n z  y m a t i  que  
s nf l . u a n t  c;t.irc 1 e rei-iclenient et 1 a v i  a b i  1 3. t& d e s  p r c i t a p l  a-. 
s t e c ;  s e r a n t  d é t e r m i n é e s  pl. t . ts  1  cl]. n  (Cf r é s u l  bats) . 

4.3 Obtention et 1 avage des protopl astes 

*' FLUKA Aô, CH-9470 BUCHf 
XXX - KIMI, YAKULT MFG CO LTD 



L e s  b o f  tes s a n t  r repr  1 SE-s e t  agi .  tées clai.!- 
cernent. a f  3. n  d e  p e i - m e t t r e  l e  d&tache i r i en t  d e i .  pr-ato-  
p l a s t e s  e t  l e u r  n i i ~ . e  el-1 çi. i~pens:i .~5i.i .  

F + p r & ç  ui-ie ubserva.22i  o n  s o u s  m i  c i p . a s c a p e  pacit- 
v & r - i + i e r  1 ' e f . F i c a ç : i . t é  dei t r - a j . t e m e n t  er-trynidtiqi. de e t  
I. 'éta2:.  cor-t-c~ct d e s  p r - ' o t a p l a c , t e ç 9  1.3 p r e p a t - s , t i a n  est  
+ i l . t r . é e  Ci t r a v e r s  (.tri 1 : a m i s  e n  aciet- ino:.:ydabJ.e ( v i d e  d e  
rnai:Ll.es BCi ,yrn) .  La  s o l u t . i o n  d e  m a c é r a t i a n  c o n t e n a n t  les  
j 2 r a t o p l  c i s t e s  es t  al.  or-S. r & c u p & r & e  d a n s  d e s  tr.tbecs < IiI);.; 1 2 G  
m m )  pi-tic, çeritrj:fi.tgée ( A  e r iv i r - an  1C)i:t CJ) pend ,wi t  1O 
n i i  n c i i e s  ciaris u n e  c e n t t - i  f u g e u s e  HETTSCH t y p e  Uni  v e r s a l  
i I  q u i  p r é s e n t e  I ' a v a n t a q e  d e  d & m a r r e r  treç l e n t e m e n t  
ce q u i  é v i t e  l a d é t é r i o r r a t i o n  d e s  p r a t a p l a s h e . i i .  

kp i -és  &l i t n i  n a t i  ari c les  e n r  ymeci y 1 es p r o t a - -  
p l a s t e s  s o n t .  soc imis  d u n e  p u r i f i c a t . i o ; . . i .  L!ne m i s e  a u  
p o i  n t  d e  1 a t e c : h n i  q u e  d e  s & p a r s t  i o n  d e s  débi-i s 
coritami n a n t  1  es p i t - a t o p l  astes ser-a d & v e l  ovpcle pf. t..!s I  cii ri 
iCf r&setl:katc,i . 

5 CULTURE DES PROTOPLASTES 

La  d e n ç i . t &  d e s  p r - , o t a p l a - ; t e s  p a r  m i  11. i l i t r e  
est dg~ter rv i i  n é e .  p a r  clénamtrremenf de-, p ro . top3 .sç t f .c ;  
v i v a n t s  çcti- cine cei 1  c.!I e d e  N a g e u t t e  (1 es c c m p t a q e ~  soi-it. 

~ i +  .i: e c t~~ . i+s  soi-t.r mi czros<:c%pe; g t - o s s i  ç s e m e n t  : 0 f o i  5) . 
D e r .  d i  I u t i  a r t s  appt-upt-i  éeç s o n t  e r ~ s c t i  t e  réal i 5ées a f i n  
cl'cibtei-iiu- etrie c o n c e n . t t - a t i o n  c o m p r i . ç e  e n t r e  2CtOOO c i t  

24OrItG p r o t o p 3 .  a s t es  p a r  m i  11 i 1 i t r e  d e  m i  1 l ect d e  c u l  - 
t e r r e .  

La  c u l  ti-ire c o m p r e n d  p l  u s i  ecw-s p h a s e s  d é f  i - 
n i e s  p a r  SAKÇI et ses c a l l a b o r a t e u t - 5  (1966), c h a q u e  
p h a s e  est cat-actérisée p a r  : 

- l a  n a t u r e  d u  m i l i e u  n u t t - i t i f  

- les c a n d i  t i o n s  d  ' e n v i r a n n e m e n t  d e s  c u l t u r e s  

C e t t e  m & t h a d e ,  I é q & r e m e n t  m o d i f i é e  à l a  
s u i  t e  ci ' r t i - ~ s e r v a t i o n  nciri pcilill i&es, a ék& s u i  v i e  a ~ !  dé-, 
bctt d e  n o t i - e  k r a v a i .  1  . No~1.s I - a p p e l  a n s  c i  - d e ~ ~ j o ~ t s  l ec. 
c o n d i t i o n s  d e  l a  c u l t u r e  a f i n  d e  d e g a q e t -  %es  
a n i é l  i o r a t i o n s  a p p o r . t & e ç  A l a t e ç h n i  q u e .  

5.1 Définition des di+férentes phases 

L a  r&cjér i&i-at . ion d e s  p l  a n t e ç  d e  c.2 . A. p a r t i r  
d e s  p r a t o p i  c~.s?:.es S o l  i a i res  e5.t réal içée e n  5 p h a s e s  
{f iq . : ; )  :: 

- pi-jasr 1 : M u l t . i p l ï . ï a t i o n  c :e31 .~ i la i ! - .e  i . r i i t . i a l e  
La ~.cts;pei-ic;i a n  de-, p u - o t a p l  a s t e  es% m i  se er~ 



cu1.irii1-e d a n s  i.in n i j . l i e u  l i q u i d e  ( H c 1 . j  &. r a i . s o n  d e  2 , 5  m l  
d a r i s  d e s  b a 3 ; t . e ~  d e  P e t r i  ( ( 7 , ~ 5 5 m m )  A !..!rie d e n ç i t . 9  
i. ni:ki. a l  e dBtei-nii n é e .  C : e s  bof-kect s o n t  scel l &es p a r  u n  
rutiai-I d e  par -af : i  l m  e t  p l a c é e s  p e n d a n t  i jocit-c, & 
l ' u b s c ~ ! r i t é  d a n s  cirte p i e c e  d e  ~:l-i : i . tcir-  Ci. l a  ten ipé t -a tu t -e  
de  " C C  2 CC;,: 

L ,.J -. 

- p h a s e  2 :: M u l t i p l i . c a t i o r i  cel lu . l .a : i . i -e  
L e s  m i  ct-ocal s d é r i v é s  d e s  p r o t a p l  astes s o n t  

p r P % e v t & s  B 1. ' a i d e  d ' u n e  p i p e t t e  p a s t e u r  p u i s  é t a 1 . é ~  A 
l a sc.trf ar:e d ' cin mi. 3. i eei g & l  n s é  2 . L e s  b c i P t e ç  
h e r m é t i .  qi-iement f f e r m é e s  s a n t  pl. acées p e n d a n t  - 4 à 6 
s e m a i n e s .  d a n s  u n e  p i é c e  c l  i m a t i  q u e  (16 : 8 ;  250 l.~!:.: :) 
La temp~5r.crt.cir-e est d e  22 , ZCC l e  j o u r  e t  d e  20 _c 2 ° C  X a 
n  !.i i .t . 

- ptiase 2 '  o P r o 1  i f é r a t i o r i  d e s  c a l s  
L . e s  m i n i . c a l s  ( i s s u s  clcl l a  p h a s e  2 )  d e  1. B 3 

KIKI d e  d i a m h t . r e  s o n t  r é c u p e t - é c .  p u i  r, t r a r i s f  &rés ç~ i r  1  e 
m i  1. i ec.t d e  pt-nl i .f &rat] .  o n  d e s  ca l .  s (F'c . L e s  b o f - t e s  s o n t  
p3 .acé t -s  d a n s  les marnes c o n d j .  t i o n s  d e  c u l t c i r e  qcie lnrcs 
d e  l a  p h a s e  2 p e n d a n t  4 à 6 s e m a i n e s .  

- p h a s e  3 : Induct : i .on  d e s  b o u t - g e a n s  
L e s  m i n i c a l s  d ' u n e  t a i l l e  s u p é r i e u r e  & 3 mm 

proïei-tarit .  d i r e c t e m e n t  d e  l a  p h a s e  2 et  ceu:.: i s s c i s  d e  l a  
p l l a s e  d e  pt-al  i.f é r a t i o i - i  2 '  s o n t  t r a n s f é r é s  sc t r  cin m i l i e u  
cl ' i n i  t i  at i a n  d e  bourqeonc ; .  C e s  ceil t u r c s  p l a c é e s  d a n s  1 a 
m e m e  p i  &ce c l  i m a t i  q u e  r e ~ o i  v e n t  d a v a n t a g e  d e  l ~ i m i  &re 
q u e  l o r s  d e  l a  p h a s e  p r é c é d e n t e  ( e n v i . r o n  lO(3D l u x ) .  

- p h a s e  4 : E l o n g a t i o r i  e t  E n r a c i n e m e n t .  d e s  b o u r -  
g e o n s  

L e s  b o u r g e a n s  déjh  f o r m é s  s o n t  s é p a r é s  d u  
cal i n i t i a l  e t  p l a c é s  p e n d a n t  t r o i s  o u  q u a t r e  s e m a i n e s  
d a n s  un  m i  l i e u  p e r m e t t a n t  l e u r  a l  l o n q e r n e n t  e t  ï e u r  
e n r a c i n e m e n t  ( E / R ) .  L e s  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  s o n t  les  
m e n i e c i  cfcie c a l  1 . e ~  décr - i  tes  e n  p h a s e  3'. 

- p h a s e  5 : i - i c c l i m a t a t j . o n  d e s  p l a n t e s  r & g é n & r é e s  
Les j e u n e s  p-l a n t e s  a b t e n ~ t e s  " i n  v i  tt-ci" 

s u b j . s s e ~ - i t  !.!ne p h a s e  d  'accï. i r n a t a t i u r ;  e n  m i r i l s e r r e  p e n -  
d a n t  3 A 4 s e m a i r i e s .  

5.2 Composition des milieux de 
cul t u r ~  

La  c o m p o s i t i a r c  d e s .  d i + f é r ' t ? n t s  nii3.ieu:.i de 
c u l  tc.!.r-e etki. X i c;&s a u  cuctr-s de ces pi-iases est p r & c i  s&e 
d a n s  l e  t a b l e a u  1. 
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phase 1 
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HINI CALS( @\.a1 

 hase 4 
(3 a 4 semaines) 

Figure 1 : Schéma général des différentes étapes de culture conduisant A la régenkration des plante. 
A partir des protoplastes foi iaires de g.1. d'aorés ÇAKSI et ses collaborateurs 119861, 

modifié. 
Mc1 : Hilieu de multiplication cellulaire initiale 
Mc2 : Milieu de multiplication cellulaire 
Pc : Milieu de prolifëration des cals 
f 5 : Ri  1 ieu d' induction de bourgeons 
E/R : Milieu d'élongation et d'enracinement de SOL-;o:ns 

VR 



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Composition des : 

mi 1 i eux : Po : Mc1 : Mc2 : Pc : Ib : E/R 
(mg. Y' ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Macroéléments 

KC1 - : 750 : 750 : 750 : 750 : 
Ca Cl, ,2H2 O : 440 : 440 : 440 : 440 : 440 : 440 
Mg SO, ,7H,O : 185 : 185 : 185 : 185 : 185 : 185 
KHz PO, : 85 : 85 : 85 : 85 : 85 : 85 
KN03 : 950 : - - - - : 950 

: 825 : - - - - : 825 NH, NO, 

Microél éments 

FeS0,,7H20 (b) : 19,5 : 19,5 : 19,s  : 19,5 : 19,5 : 19,5 
Na,- EDTA 
Zn SO, : 1 : l : l : l : l : l  

: 1 : l : l : l : l : l  !6B%, , 4~ O : 0,1 : 0,1 : 0,1  : 0,1 : 0,1 : 0 ,1  
CUSO~, 5 ~ , b  : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 
AI CI, : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 
NiCl,, 6H20 : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 : 0,03 
KI . : 0,Ol : 0,Ol : 0,Ol : 0,Ol : 0,Ol : 0,Ol 

Vitamines 

Inosi tol : 100 . : 100 : 100 : 100 : id0 : 100 
Pantothenate de Ca: 1 : 1 :  1 : 1 : 1 :  1 
Thiamine : 1 : 1 :  1 : 1 : 1 :  1 
Ac. nicotinique : 1 : I r  1 ; 1 : 1 :  1 
Pyridoxi ne : 1 : 1 :  1 : 1 : - 1  : 1 
Biotine : 0,Ol : 0,Ol : 0,Ol : 0,Ol : 0,01 : 0,Ol 

3 3 ' 3 .  
Saccharose 1 5 .10~  : 5.1$ I 5 . 1 0 ~ :  5 . l d  1 5.10 : 10'' 
Mannitol : 80.10 : 80.1 : 60.10 : O : 0 :  O 

Gl utami ne - : 750 : 750 : 750 : 750 : O 

Substances de 
çroi ssance 

Acide naphtalène : 
acétique (ANA) : - : 1 :  1 : 1 : 0 , 0 5 :  O 

6-Benzyl aminopu- : 
rine (6-BAP) - : 1 :  1 : 1 : 0,5 : O 

Bacto Agar (Di fco) : - - 
--------------------------*----------------------------------------------------  

Tableau 1 : Composition des milieux d'obtention et de culture des protoplastes 
de Cichorium intvbus L. Dbapr&s SAKSI et al ., 1986. 

Po : Mil ieu de macération (sauf enzymes Cf. 4.1) et mil ieu de lavage des 
protopl astes. 

Mc1 : Milieu de multiplication cellulaire initiale 
Mc2 : Milieu de multiplication cellulaire 
Pc : Mi 1 i eu de pro1 i férat ion des cal s 
Ib : Milieu d' induction des bourgeons 
E/R : Mi 1 ieu d'élongation et d'enracinement des bourgeons 

Le pH est ajusté à 5.6 avant passage à l'autoclave à l l O ' C  pendant 20 minutes 



6 CRITERES D'EVALUATION DE LA VIAbILITE DES 
PROTOPLkSTEÇ 

L . e s  p r o t a p d  5%-tec. v i  vante. son.(: digf..ei-n!i nés m a t -  
o b s e i - v a t i o n  d i r e c t e  saiis mii-r-cst'copu iqr-ossissemen.k.:li:)i:t)9 
ils s o n t .  r e p é r é s i  p a r  : - .  - I e ~ i t -  + o f - m e  r ~ s . t - . . t . a ï t e m e r i t  i p l - i é t - i~ f l ! e ,  

- 1  ' a b s e n c e  d e  t o c . i t  i-.rr:.te d e  p a r a i  c e l l  u1ai . t -e ,  
-. un  c y t . o ~ s l  a i m e  c l  a i r  e t  1-&Sri r t q e n t .  

N o t o n s  q u ' u n e  o b s e r v a t i o n  p r o l a n g & e  A u n  
qi-cic-;c,i -.~e:men"c c z , ~ t f : f  i s a n  t f aci m o i  n s  4(:,0 f o i  c, 1 p e r m e t  d e  
s u i v r e  Le mouvement  d e  c : y c l o s e  d a n s  les p r o t a p l . a s t e s  q u e  
i-~c~cis a p p e l  a n s  " v i v a n t s "  aci " v i  a b 1  e s "  IRCSi' et  i-IERR, 1971; 
F'ELCHEF: ci: a l .  , f 974) . 

k ceté d e  c e u x - c i  o n  r e n c o n t r e  d e s  
p r o t a p l a s t e s  " n o n  v i a b l . e s U ;  ce s o n t  d e s  c e 1  l u l e s  n u e s ,  
s p h & r i  q u e s  o u  d é f  orméec, d o n t  les  c o n s t i t u a n t s  o n t  & t é  
p l u c .  aei moi .ns  endommag&s a u  c o c i r s  d e  1.a p r é p a i - a t i o n  o u  d e  
l a  p u r i 7 : i c a t i n n  e t  q u i  n e  sont:. p a s  a p t e s  fi se d i v i s e l - .  

7 ESTIMATION DES RESULTATS CORRESPOND43NT A LA 
FREMIERE PH#SE DE CULTURE 

L ' e f f i c a c i t é  d e s  d i f f é r e n t s  m i l i e u :  d e  c u l t u r e  
u t i l i s & s  es t  estimée p a r  l a  d é t e r m i n a t i o n  d u  nombre  d e  
p r o t o p l  a ç t e s  v i v a n t s  et d e  d i  v i s i  a n s  ce1 l u 1  aires.  

D a n s  u n e  f r a c t i o n  a l i q u o t e  d e  c h a c u n e  d e s  
c u l t u r e s  1 e d é n o m b r e m e n t  d e  p r o t o p l  astes a u  d e  cel 1 ul es 
est e f f  e c t u é  sc i r  ctne ce1 l u l e  d e  N a g e o t . t e .  16 c o m p t a g e s  
s o n t  réal p a r  b c s f t e ,  i 3 . 5  ç a r i t  r - é p t t t c ,  s u r  3 b o f - t e s .  

On c a l c u l e  a lut-5 un  n o m b r e  moyen d e  p r o t . o -  
p  j. ac,tes p a r  m l  d e  rsii l ieci d e  c ~ t l t e i r e .  L e s  t-é-iitltats s a n t  
p r é ç e n t é s  err p a c t r c e n t a g e  moven d e  ce1 l e i l e s  v i v a n t e s  o u  
c ! i v j i & e i  par.  r a p p o r t  A l a  d e n s i t é  e n s e m e n c é e .  

8 DETERMINATION DU RENDEMENT EN MINIChLS EN DEUXIEME 
PHASE DE CULTURE 

L . e  d é n a m b r e m e n ~ c  d e s  m i  n i  c a l  ç f  ni-m&sl & l a  f i n  
d e  1.a decrxi.&me p h a s e  est r é a l .  isé socrs u.ne l o u p e  
b i  n a c l i l  ai. r-e. L e  n o m b r e  d e  cal  i est e:.ipiPi tné  ert p o u r c e n t a g e  
p a r  r a p p o r t  act n o m b r e  d e  p r o t a p l  as.tes irti. t i a l e m e n t  m i s  e n  
ctt:tt~.tr.e a.!. j~ë3.1- t - .appc)r t  al! ncrmbt-e d e  c e l l c ~ . l e s  d i v i i & e s  set 

s e p t i ~ r r i e  joctr- ! + i n  d e  l a  prerni&i-e p h a s e )  . 



CHAPITRE IV 



1 FfiCTEUHS CONTROLANT L'OBTENTION DES PROTOPLASTES 

1.1 Condi tion ci ' isolement des protoplastes 

1.1.1 Nature des enzymes uti l i sees 

l l ne  ~ t r e m i .  et-e &r i .  e t l  ' essa i  ç a été eCf e c t u é e  
avec d e s  e n ~ y ~ i e s  cc : , t~ \ i i i e r~ i  a l  i B & E ? ~  e n  F i r ance  depci i  s 1386 
pal- i a  s o c : i . è t é  C6YL.A e t  dénumm&es c a y l a s e - 3 4 5  e t  
c a y l  ase-M2. 

D ' a p r - é s  d e s  r e n s e i  c inemen t s  cornniuni q u é s  p a r  
:I.a i i L 3 ç i & . l - &  L A Y L A ,  l a  c a r i c e l - i t r a t i o n  s . c t i v e  d e  l a  
c e 1  l u l . ~ 7 s e  "cdyla~je-SLCS" est de l ' o r d r e  d e  5 &. 3.3(:) mgimï 
l o r . ç q u e  les p r - a t t 2 p l a a . t e s  d o i v e n t  a t r e  a b t e n u s  e n  1  Li 3 
h e u r e s  e t  d e  5 nig/ml. pacir d e s  t e m p s  p l ~ t ç  l o n j s .  L a  
c o n c e n t r a t i o n  a c t i v e  d e  l a  p e c t i n a ç e  " c a y l  ase-M2" 
u t l l  isée e n  a s s o c i a t i o n  a v e c  l a  c a y l a s e - 3 4 5  est d e  O ,  l 
21. 3. mqiml .  

Q 

N a u s  a v a n s  e s s a y é  d e  d é t e r m i  n e f  e x  p é r i  men- 
t a l e m e n t .  l a  c n n ç e n t r a t i . a n  d e  l a  s o l u t i o n  e n z y m a t i q u e  et 
l a  d u r é e  d e  m a c e r a t i o n  p e r m e t t a n t  d ' a b t e n i t -  u n  maximum 
d e  p r o t o p l a s t e s  v l v a n t s  &. p a r t i r  d e  feuilles d e  
p l a n t u l e s  a s e p t i q u e s  d e  C.4. 

La d é g r a d n t i  a n  e n z  y m a t i  q u e  est réal i 5ée d a n s  
1.e m i l i e u  d e  macét -a t . ion  s t a n d a r d .  L ' i n c u b a t i o n  a l i e u  A 
l ' o b ~ i ~ c . i r i t é  d a n s  cine t - t u v e  A 3 0 ° C .  

L e  d é n o m b r e m e n t  d e s  p r a t o p l a s t e s  est e+feç- 
3 t u é  a p r é s  1 ,  3, 4 ,  5, 6 e t  7 h e u r e s  d e  m a c é r a t i o n .  

L.. ' - a c t i o n  di.! t r a i  t e n t e n t  encryma%i qcie est d é t e r m i n & e  p a r  
l e  r tumbre d e  p r o t o p l a s t e s  l i h f - r é s  p a r  mg de .f:eui 1 3 .  es 
$!-a? c h e 5; I p e s é e c ,  apt-gr=, 1. a l a c é r a t i a n i  . 

* Variation de la concentration en cellulase 
P a u r  c e t t e  & t u d e  n o u s  a v o n s  + a i t  v a r i e r  Ia 

c a n c e n t . r a i i a n  d e  c a y l a s e - 3 4 5  d e  5 à 20 mgiml , 1.a c a n -  
c e n t k a t : i .  nr?  d e  p e i z t i  n a s e  "csy l .  ase-MT:" & t a n t  t~+ni  n t . e n u e  A 

5 fi-I 51 ./ 1 
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p a s s e  p a r  i.!rte va ! . eu r  o p t i m a l e  p u i s  d i m i n c i e  s i .  o n  
p ro ] .  o n g e  l e  t.i-ai t e m e r i t  ,, 

Avec Urie c ~ 3 r i c e n t r i i t i u r 1  d e  1i:i iriq/ml a n  
nb t l . e i - i t  ji.isc?c~'ei. e i?vi i ron i9000 p r o t o p l a s t e s  pat- m g  d e  

. - . f ~ s i ~ t : ~ . . ~ l . e ~ j  e n  5 hec.!rç+s ii,i.\is 1.e ric.~rnbi-e d e  ~ ! r n t o p ï a s t e s  
v i  v â l - i t ~  d i  m i  n u e  asse? 1-api d e n i e n t  . Cin a b s e r v e   in 

t - é s c i l t a t  c a m p a i - a b l e  a v e c  i t n e  c o n c i ~ r ~ t t - ~ t t i o i - i  d e  15 
m(g/ml. a 

i . 1 i . 1 ~  c n n c e n t t - a t i a n  i n.6 Srieitre à li:i !ïiy/itil est 
i n s ~ . t i . f i s a n t e  : l a  d i g e s t i o n  d e  1.a p a r o i .  es t  i n c o m p l & t e  
e t  le  r e n d e m e n t  est .f ai. b l e .  

P r ~ u r  urie cancent t-c?t . i ( i ,n  d e  20 irigiml. l a  
t o n i c : i . t é  se r & v é l e  a u  b o u t  d e  4 h e u r e s  p a r  u n e  d i -  
nrEnutj .on de pl-otmp: .ast .es  v i v a n t s  : o n  o b s e r v e  à l a  # m i s  
cies  p r o t u p l a s t e s  n é c r o s é s  et  d e  nombreux  c h l a r o p 1 a . ç -  
t.cs i so l é s  d a n s  l e  m l  1  i e u .  

* Variation de la concentration en pectinase 
L a  c u n c e n t r a t . i .  un d e  c a y l  ase-34 .5  c o n d u i  s a n t  

a u  t e  1  1 e -  i-eric:lerrieri t a &th- ett  i l i S&F e n  1  ' açsoc i. a!-it A 
d i .S fë i - .@r i .k .~ -~  conceritt-at..j.oi-ie; e n  c s y l a s e - M 2  ( 0 ,  1.; 0,5 et i 
'ngf;(ril j "  

L e s  t e  1  e t  t-ésctl t a t s  s o n t  o b s e r v é e ;  avec 
u n e  cor- icen%rat : i .  cin c o r r e s p o n d a n t  .A (1 5 niq!ml d e  c a y -  
l a se -M2 apr-2.- 5 h e c t r e z  d e  m a c é i - a t i u n  l F i y  2 b i .  

Une c o n c e n t r a t i o n  d e  0, J mgiml est t r è s  
i n s u f f i s a n t e  m e m e  a p r é s  7 h e u r e s  d e  t.t-.ai t e m e n t .  I ï y a 
trés p p e  d e  p r o t o p l a s t e s  s p h é r i q u e s ,  o n  v o i t  s c t r t o u t  
d e s  c e l l u l e s  d o n t  l e  p l a s m a l e m m e  est p l u s  a u  ma i r~s  
d é c o l l é  d e  l a  p a r o i  q u i  n ' e s t  p a s  t o t a l e m e n t  d é g r a d é e .  

L a  c o n c e n t r a t i u n  d e  1 mgiml p r & s e n t e  u n e  
t o x i c i t é  q u i  se m a n i f e s t e  t rès  r a p i d e m e n t  ( a p r è s  2 
h e u r e s  d e  m a c é r a t i o n )  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  nombreux  
p r o t a p l  a s t e s  endornmag&s e t  p a r  Lin j a u n i  s s e m e n t  d u  m i  - 
1  l e u  d e  m a c é r a t l a n .  

Remai-r7ue : 
C e s  o b s e r v a . t  i a n s  çeroib 1  erit i r idi  q u e r  q u e  l a 

c a y l a s e - . M 2  est u n  m é l a n g e  d ' e n z y m e  e t  q u ' e l l e  r e n f e r m e  
d e s  s ~ i b ~ 3 . t a n c e ~  to2: j .qi . ies  p o u r  -.es celli.iles d e  G . L .  

En e f f e t  A c b t é  d e s  p e c t l n a s e s  el l e  c o n t i e n t  
cei-tai rremertt d e s  e r i zymes  i c e l  1 cil ases y hemi ce1 1  ul. ases, 
g l c i c a n a s e s .  . . 1 r i & c e s s a i r e s  à l a  c i & g r a d a t i o n  c u m p l é t e  
d e s  p a r a i s ,  1 2 r i t n c l i r . e ~  dei=, c e l 1 1 - i 3 . e ~  de - . A .  :: j . 1  f a u t  e n  
e S f e t  sci. m o j . ~ i s  i > ? f ;  rr~g/:rrll d e  c a y l a s e - M 2  poi i r  oiriteriir c e  
r & s u l  tai:. Eï  l e c o n t i e n t  a u s s i  d e s  s u b s t a n c e s  t o x  i q u e s  
i-iot.acnment. d e s  pipc!tE'?.a-;es q.!i d & t & r j . o r e n t  les  cçt113.1-ilri-. 
u u a n d  1 a c o n c e r i t r a k i a n  d e  1  a c a y l a s e - M 2  d&pasc.ls C), 5 
mgirnl = 

* Comparaison de quel ques préparations en- 
z ymat i ques 



L ' e f  f i cacI. t& du mel ar ige  er i rymat i  qu.e ç'avl ase 
-7, .-#?5 PZ: c:ayï. asc?-l't2 a &té cornpar-&e A. ccel 1 e d 'un mél angor 
d :er-9.. t z - p m e s  !~t:il:ii& au c : c ~ ~ i r - z i  d ' u r i  pl.-éçéden.l t.1-avail e L c r  

C u  (SAI.:::SI ET a l . .  , 1 . 9 U k ) j  et à ce1 lri decl pic&parat.iorig, - 
1. yrjphi I i ç $ k ? r  de cayi ases-345 et 1"; 2c'a.b ~ a c i  I l  i . 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Préparations : Conditions 

enzymatiques : d'incubation : Nombre total : Nombre de : Pourcen- 
: de protoplas-: protoplastes: tage de . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  : tes par mg : vivants : proto- 

:concen- :tempé-: durée : de feuilles : par mg : plastes 
nature : tration :rature: : de feuilles : vivants 

:(mg/ml) : (OC) : (heures) : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Cayl ase-345: 10 
: 30 : 5 I 30700 f 4139 I 20287 f 2329; 66,l % 

Caylase-M2 : 0,5 : 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Cayl ase-345: 
lyophilisée: 10 : 

+ : 30 : 5 : 37190 f 4098 : 11325 f 3110: 
Cayl ase-M2 : 
lyophilisée: 0,5 : 

e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Onozuka : 1 28089 f 1309 : 9032 t 1064: 32,l % 
+ 
+ 

5 57,3 % 

Ce1 1 ul ase : 
Onozuka : 10 

+ 
Driselase : 1 : 30 : 5 I 16930 f 3387 ; 1416 f 1169; 8,3 % 

+ 
Macerozyme : 0,4 : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau II : Effet des différentes préparations enzymatiques et des 
conditions de macération sur le rendement en protoplastes. 

*Nous reswrçions la Société CAYM de nous avoir fourni gracieusement des enzymes lyophilisées 



i a  n a t u r e  clr~. m é l  a n g e  e n z  y m a t  i cjcie a g i  .lr. a e i s s i  
b i e n  s u r  l e  n o m b r e  d e  p u - o t o ~ l a e ; t e s  l i b & ~ - é s  que  sut- l e  
13cclr.ir-cei-itai,qe eri p r o t o p l a s t e s  v i v a n t s  

1 1 1 - t ~  p r r & p a r a t  i trrri d e  c a y  l ase  1. y a p h  i l i sée sert- 
b1.e C ? t i . e  p 1 . u ~ ;  t o x i c j u e  c-jete El: v l e  r-e i - tC1~- . -  .n~t-rt t e rt 
p r a k o p l  astes v i  var-iti; es t  p ï . i t s  f a i b l e  e t  ].es d é c h e t = ,  
i e n  q ~ a ~ ' . i ' j l i . t P  t r i s  in;par"crtnte a v e c  i?eaucocrp d e  
c h i  a r a p l  a s l e s  i so l  &s p r - a v e n a n t  d e  l a  1. ési o n  d e s  
piputr!pl. astes.  

UI.-!P d i  g e s t i  o n  e n z y m a t i  q u e  réa l  i sée a v e c  1  a 
s a l c t % i o r i  e r t zyma . t i c?~ ie  E71 n e  p e r m e t  p a s  un  r e n d e m e n t  
e?i-~.sis53 i(npar.5.etrit qct'avcscr: l a  ~c:ll.i.rtiori E I .  I l a n s  ce c a s  1 s  
d iges t . i . a r1  d e  l a  p a r o i  d 'c in  gr-and n o m b r e  d e  p r o t o p l a s t e s  
n  'es% p a s  t . e t -n i j .  r iée .  Llrte a i i g m e n t a t i  un  d e  l a conceri- .  
I . r a t i o n  d e s  e n z y m e s  E I I  ei:/oci d e  l a  t e m l 2 é r a t ~ i 1 - e  d e  
m a c & r a t i c ~ r i  n e  p e r m e t  p a s  u n e  a m é l  i a r a t i o n .  A 3 0 ° C  a p r é s  
5 h e u r e s  c!e rriacérati o n ,  l a p r é s e r i c e  d ' amas ce1 1 cil si i-es 
i ridi. q u e  q u e  1  a d i g e s t i o n  e n z y m a t i  qcie reste j. riconipl & te ,  
p a r  c o n t . r e  un  g r a n d  n o m b r e  d e  p r a t o p l a s t e s  p r - & s e n t e n t  
Lin br-cii7i-;aerîier1t A u n e  c o n c e r i t r a t i u n  p l u s  & l e v é e ,  ce qeii 
i n d i  q u e  l e  C a i b l e  p o u r c e n t a g e  e n  p r o t o p l a s t e s  v i v a n t s  
18,5%) n b t e n u  d a n s  ce  cas.  

r i  l a  sci i  t e  d e  n o t r e  t t -ava l .  l nac is  a .vons  
dani :  c t t i  lis& l a '  s o l u t i o n  e n z y m a t i q t i e  E I  : r r ay l a se -S4Y 
et c a y l a s e - M 2  n o n  l y o p h i l i s é e s  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  res-- 
p e c t i v e s  d e  LCi e t  C),5 mgiml.; 1. ' i n c u b a t i o n  est réaliçée 
à l '&t.ctve à 3f:)C-C: Cc 1 ' a b ~ c c i r i t é  p e n d a n t  5 tieiires. 

1.1.2 E+fe t  du pH du milieu de 
mackrat i on. 

P o u r  ce t te  é t u d e  4 v a l e u r s  d e  pH o n t  été 
é t a b l i e s s  5,  5,,6, é,2 e t  6 , R .  L e  pH est c i j u s t é  a v e c  1,:::OH 
aci HCl a v a n t  f i l . t r a t 3 a n  d e  1.a ~ a l u t i a n  d e  macération 
s u r  membrane  m i  11 i p o r e .  

L . e  pH S,6 est l e  p l u s  S a ~ * c i r a b l e  (Tri.bI.eau 
2 1 I , o n  o b s e i - v e  à 1 a S o i s  ctn ç ~ l u s  gi-and n o m b r e  d e  
t a p l  as tes  1 j. tî16?t-.&s et 1  e p l  c!r. f u t - t  pou rce i - t t age  a~ 
p r o t a p l a s t e s  v i a b l e s .  

Aux a u t r e s  v a l e u r s  d e  pH, l e  n o m b r e  d e  p r a -  
t o p 1  a s t e s  l i b&t-&s d i  mincie . f o r t e m e n t .  m a i s  l e  p o i - i r c e n t a q e  
d e  p r o t a p l a s t e s  v i a b l e s  n e  c h a n g e  p a s  b e a u c o u p .  C e  
phér-totméne s i . g n i . f i e  q u e  1.e pi-i dcr m i l i e u  l a u e  un  rele 
i m p o r t a r i t  s u r  X ' a r t i  v a t i  o n  e t  a f  C ec%e peu  l ' & t a t  ph.- 
si 01. n q i  q u e  d e s  c e 1  l i - i l  es uc.i d e s  p i - o t a p l  astes tcteit atr 
~ r t o i n s  q~iarici i l s  s i  t u e n t  d a n s  d e s  i i m i  tes ehy-  
sia3.oqirnii-ies\ 5 et: 0,8. 

// \ 



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
: Nombre t o t a l  : Nombre de  p r o t o p l a s t e s  : Pourcentage de 

PH : de pro topl  astes : v i v a n t s  : pro topl  a s t e s  
: pa r  mg d e  feuil l e s  : pa r  mg de  f e u i l l e s  : v i v a n t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau III : Effet de la valeur du pH du milieu de macération 
sur 1 e rendement en protopl astes. 

1.1.3 Etude de  l a  v a r i a t i o n  d e  l a  
nature du protecteur  osmotique dans le  mi l i eu  d e  
macbration. 

Deu:.: p r u t e e t e u r s  u s m o t i  ques, l e rrianni t a ï  e t  
l e  ~ ~ i - t i i .  t n l  O I Ï ~  &té  e s s a y é s ,  s e u l  ou  e n  m é l .  ai-ige. 

D a n s  l es 3 c ü r ~ d i  t i  ~ r i 5  expét- . i  menta. l  es t-&a- 
1  j.s&t.%, 1.a p u - e s s i a n  oçmoi^i q u e  est  l a  m ê m e .  E l  l e  c o r -  
r e s p o n d  A ce]. 3. e déve!  nppi-e  p a r  une s o 1 ~ 1 , t i o n  0,4  4 M , 
val ec.!r c!i..ij. a &té ci&.ket-miriee c o m m e  é t a n t  l a m e i  l leitt-e . 
pour- les  p r a t a p l . a c , t . e s  d e  S . * .  (SAi.:::Si,  1985i 

L e s  r é s u l t a t s  ( T a b l e a u  I V !  m o n t r e n t  que  d a n s  
le  mi. l i ec.~ r e n f  e r -mant  0 , 4 4 M  d e  manni  ta1 , 1. e r~ombi-.e d e  
p i c a t o p l  a s t e e ;  v i  v a n t s  eFs- l e  p l  ~ 1 . s  d a i t i i l e .  En a s s o c i a n t  
l e sorbi. t o i  au inanni trsl. l e  r e n d e t n e n t  lreste s e n s i .  b l  e m e n t  
l e m&jrtne, 

En ~ e v a n c h e  l e  rencJerrier~t est p l  i l . %  impoi . . t a r i t  
].or-i;qt.i'or~ c ! t . j . l i s e  0 , 4 4 M  d e  s n r - b i t a l . .  O n  o b t i e n t  l e  p l u 5  



qi-and nombre de pt-ntaplastç-ç v i v a n t s  e t  i.tiqie q u a n t i t é  
t r è s .  f a i h i e  cie dé t l r ï s  ce1 l i t 1  a i r e s .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 

P r o t e c t e u r  : Nombre t o t a l  : Nombre de  p r o t o p l a s t e s  : Pourcentage de 1 
osmot i que : de  p r o t o p l a s t e s  : v ivan t s  : pro topl  a s t e s  

: pa r  mg d e  f e u i l l e s  : par  mg de f e u i l l e s  : v i v a n t s  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  l 

Mannitol 0,44M : 29651 I 6043 18226 I 2427 : 61,5 % I 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ~ 
Mannitol 0,22M : 

+ : 28613 i 2307 19314 I 2315 : 67,5 % ~ 
S o r b i t o l  0,22M : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

S o r b i t o l  0,44M : 27567 i 2822 22427 I 3135 : 81,3 % 
i 

l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau IV : Effet de la nature du protecteur osmotique incorporé dans l e  
1 e mi 1 i eu de macération sur 1 e rendement en protopl astes. 

1 

1.1.4 Action de l'addition des 
substances de croissance au milieu de macération. 

L ' A N A  e t  l a  BAP son t  u t i l i s é e s  en r a i s o n  de 
1.ei.it- présence daris le m j . l i e ~ ~  de c u l  turc des p r o t o -  
p l  as tes  de E.2.  (Çr'3I:::ÇS. e t  a1.. , 1586! . Ces si i t istances de 
c r a i  ssance san t  a l ou t&eç  au m i  ï i eu de macérat i un star l -  
dard & une c c ~ n c e n t r a t i o n  de 3. rng.1-1 

Les r é s u l t a t s  (Tableau V )  montrent  que la 
BAP rte provoque ql-t'une I f -gére auurnentation du riombre de 
p r -o tap las tes  v i v a n t s  1  i bér&s; c e  nombt-e e s t  net tement  
pl~trs  é%evé en présence de 1 ' A N A  mais l e  pzrtiit-centage de 
31-cltop1 a.;tc~, vi. van ts  v a r i e  peu. 

1.-er. r é s i t l  të i t s  si-~ggét-en t que ces r&gik i  a t e ~ t r  5 

de ct-ni ssance, notamment 1  'ANA, p o u r r a i e n t  i n t e r u e n i r  
su r  1.a s.~Y..~..Ic~uT~ de 1n p a r o i  des ce1 i ~ r l e f ;  ou d i  t-ecte- 
ment s u r  l ' a c t  9 v i  t é  des enz vme-2. 



Substances de : 
croissance : Nombre total : Nombre de protoplastes : Pourcentage de 
(W3.r' ) : de protopl astes : vivants : protopl astes 

: par mg de feuil les  : par mg de feuil les  : vivants 
ANA : BAP : 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau V : Effet des substances de croissance présentes dans l e  mil jeu 1 
de macération sur l e  rendement en protoplastes. 

1. i. 5 Effet du prétrai tement des 
plantules sur la libération des protoplastes. 

Des plant:.uLes de 2 %  jnut-s o n t  é t é  soumises A 
d i .F I&ren tes  1:ernpclt-atcrres (4 ,  1.6 oc.{ 2 2 ° C )  e t  Ci L 'abscu-- 
r i t &  pci-tdai-it \.in temps vat-iab1.e i E I  ou. 15 het-1.t-es) avan' t  
c l  ' & t r e  i ~ t i  1 istses pot.tr l a  p r . . .&para . i r i  des. ~ r n t o p l a s t e r i .  

Les i.-ésu.1 kat=. du p r & t r a i  tement soi-it + a i r n i  5 

par  Le t a b l e a u  V I .  

A La Lenipér.akur.e d e  2 2 ° C  <qc. t i .  e s t  la tempé- 
i-.e?ti!r-e A l aqiiel  l i- s o n t  c u l  t l v&es 1. ee. r:i J. aritul. es li , un al - 
I. rmgentent de l a  p P r i  c?de d 'nbscc.it-l t8 i 3.5 t-te~tt-es al! I i EL! 
de 8 heures) augmente le nombre d e  p r o t a p l a s t e s  v i v a n t s  



1 1. b&r-&S. 
Pot-ir- uria m e m e  p k r i o c i e  d ' o b s c u r s .  t e  1 a  c i l -  

. i r d e  1. a .kern!~&r.ati~t-e f avçrl--i se ericycrrr d ' avar- t tage  
.. - 
J.G. .ii.t!c!~rat3.ori de p i . c i t o p l a s . t e ~ .  vj .vai- i ts .  L E  i . & ~ . ~ i l t a t s  
l e s  Y - ;ont obter iu .~: .  piiir i-.!i-i pi~t2.i-i-aiteir~@n-.n. à 4 ° C  
penda.fit  15 i-tti!..cres. 

Prétraitement : l 

- - - - - - - - - - - - - - -  : Nombre total de : Nombre de protoplastes : Pourcentage de 
Tempé- : Obscu- : protopl astes : vivants par mg de : protopl astes 
rature: rité : par mg de feuil les  : feuilles : vivants 

( O C )  : (heures) : 

Tableau VI : Effet du prétraitement des plantules sur le rendement 
en protopl astes. 

1.2 Influence de la nature des feuilles et 
de 1 '&ge des plantules sur la libération de proto- 
plastes 

L e s  essais o n t  p a t - t é  s u r  d e s  f e u i  1 les  d e  
r ia tc i re  d i +  f é r e n t e  A de-; s t a d e s  d e  d é v e l o p p e m e r i t  va-. 
r i a b : l . e s  (F ' ig 3 ) .  

- c c ~ t . y l  & d o n s  p r a v e n a n t  d e  1 a qer-mi n a t i  on d e s  
àb::&nes e n  b o f t e s  d e  F'&.tiPi ( F i g  ZaI. 

- f e u i  1. les c o t y l é d o n a i r e s  e t  p r e m i e r e s  p a i -  
res d e  f e ~ t i  1. les p t - e l e v & e s  scir d e s  p l a n t u ï e s  3 q e e s  de 15 
, 21 o u  28 j o c ~ . r s ' d e p u i c  l e  repi .quacje  d e s  al.::Pnes ~ e i - m e s  
d a n s  l es  t u b e s  d e  c u l t u r e  ( F i g  3b!. 

- (Apréc s v a i r .  itli  lj.c,é 1s. pr-etniuire p a i r e  i 3 ~  
$( -~1.11j .eç  al.! 2].&(f)e j ~ i ! r ~  j.E? C Q I : ~ @ ~  ~li) i i lp~t- tG\fie  1 . e E ;  CfeL.!:.: 

.f ei.ti. 1. 1. es co.k y 1 &dona.i rei: , est ct&bat-i- acsé dc; rrl?e.vel t..i 
r a c i  n a i  u-e pu:i. s r-ep i qcté s u r  !-i.n m i  ï i e u  necti: i FYj. gur-e Sc :j . 



an abt r i  e n t  al. ut-% 11. e dPvel o p p ~ m t . - n t  d ' une deci,; i 8 i n e  p a i  ire 
de C e t . t i .  I ].es que 1. 'an pt-&l&ve 15. 21 ai! 22i-3 jacr.rc; a p r é c ;  
1 - a  ! colie.i-: 3 . e ~  f e ~ ! i l J e t ,  catylédonaii-es 
su r i t  iit :; l i sGes %.:.3. m i i l .  tanément ! T a h i  e a c i  VI :  I ! . 

qermination des akènes 

Lacération P 
des feuilles +\ 

mise en macération des feuiiles lacérbs 

F i a  3 : O b t e n t i a n  d e  p r o t o p l a s t e s  & p a r t i r  des f e u i l l e s  
d e  C.  i . d e  n a t u r e s  d i f  f B r e n t e s .  

a- Cotylédons provenant de la qermination des akénes en botte de Pétri 
1i- Feuiiles cotylédonaires e t  prewiére paire de feuil les preicvées sur des piantules provenant 

d'akénes gerçés puis repiqués dans des tubes 
c- Feuil les cotylédonaires et  deuxiknes paires de feui l i e s  prélevées sur des plantules provenant 

du collet ,  repiqué 21eae jour apres préléveeent de la premier@ püire de feuilles et  suppression 
des racines. 



l-es t - & s ~ r l . k a t s  I T a b l e a u  ï rrtiirttrerit q u e  
pnL.ti.- chc , .q~ ie  . t y p e  d e  Sec.ij.lle 1.e nombre  d e  p r a t o p l c t s t e s  
I L - i i  d a n s  l e  rni1. ieu d e  iiiacératior-i d imincie  civec 
1. ' e ~ g e .  C ' e s t .  l a  pt-ernibr-e p a i r e  d e  f eiii 1  ïes, prti!lev&e 
s u r  d ~ ! s  piai-it .~i.lei+ a g & e s  cle 15 , : i o~r r i .~  q u i  nic.intr.e Le 
m e i l l e c r r  r&i+uf:tat. L a  deu:.:iérne i r e  d e  C e u i l l e s  n e  
s e m b l e  p a s  c o n v e n i r - ,  l e  nombre  d e  p r o t a p l a s t e s  v i v a n t s  
est f a i b l e  et. les  d é b r i s  s o n t  e n  q u a n t i t é  t rès  
i m p o r t a n t e .  

P a r  a i l l e u r s  si les p r o t a p i a s t e s  i s s u s  d e  
fei t i .  11. es c o t y l  &flanai.  r - e s  c o n s t i  i ~ u e n t .  Lune p a p u l  atj.  on p l  u s  
i-iamoy&rie et  p l  u s  r i  cl?e e n  c h l  ai-opkiyl l e ,  1  e r e n d e m e r ~ t  
est. b e a u c o u p  pl. us S  fË b l  e p a r  r a p p a r t  al-1.x Se~i.j. 11 es. 

t.1&c?rinrc!i ni; cies essai s d  ' i s a 1  emerit  d e s  p r a t o -  
p l a s t e s  & p a r t i r  d e  r o t y l & d o n s  p l u s  j e u n e s  a u  s e p t i é m e  
Juiit- d e  ge r t r t ina t j .  o n  des al.::énes < F i  g 3a)  m o n t r e n t  ~ t n  
nombre  d e  pi-c~tupl .  a.ste-; ciect:.: S u i s  p l  u s  i m p o r t a n t  
( r é s u 1  t a t s  non p r é s e n t é s )  p a r  r a p p o r t  au:.: f  e u i  1 l es  
c a t y l é d o n a i r e s  p r é l e v é e s  sur d e s  p l a n t u l e s  15 j o u r s  
a p r P s  i. e t-epi y!-tage d e s  qet-mi n a t  i a n s  clans 1  es t ~ i b e s .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Nature : Age : Nombre total : Nombre de : Pourcentage de 
des : des : de protoplastes : protoplastes : protoplastes 
feuilles : Plantules : par mg : vivants par mg : vivants 

: de feuilles : de feuilles : 
: (a)  + (b) : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
: 15 : 17915 i 1968 : 10174 i 2395 : 56,8 % 

Feuilles : 21 : 23120 i 1280 : 8106 i 1115 : 35,O % 
cotylé- : 28 : 26501 i 1748 : 5325 i 1023 : 20,O % 
donaires : 21 + 15 : 20348 i 1615 : 8374 i 1290 : 41,l % 

: 21 + 21 : 18865 i 3971 : 5618 i 1000 : 29,8 % 
: 21 + 28 : 22099 i 1721 : 4002 i 838 : 18,O % 

............................................................................... 
lère paire : 15 : 28354 i 3826 : 23208 I 2129 : 81,8 % 
de feuilles : 21 : 31703 i 1150 : 19218 i 1516 : 60,6 % 

: 28 : 45998 i 1167 : 12649 i 2126 : 27,5 % 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

2ème paire : 21 + 15 : 20653 i 1461 : 11315 i 2184 : 54,7 % 
de feuilles : 21 + 21 : 21359 i 1120 : 9927 i 1215 : 46,4 % 

: 21 + 28 : 19603 i 1170 : 5096 i 965 : 26,O % 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - -  

Tableau VI1 : Rendement en protoplastes en fonction de la  nature des 
feui 11 es e t  de 1 'bge des pl antul es. 

(a) : Nombre de jours depuis l e  transfert des akènes germés en tube, sur 
un milieu de HELLER. 

(b) : Nombre de jours après repiquage sur mil ieu neuf des pl antules 
dont la première paire de feuilles a été coupée l e  21ème jour 



1.3 In+ luence des conditions de développe- 
ment des plantules sur la libération des protaplastes 

1.3.1 Ef-fet des substances d e  
croissance présentes dans le milieu de culture des 
pl antu1 es 

Nnus  a v a n s  i nci i. t-.ju& p r é c  édemnie r i  1. i 5 q u e  
3. a pl;-ésel-ice d e  i-.égc.\l a"ceuiP.s d e  c ro i  c j s a n c e  d a n s  l e  m i  1. i e u  
cie rnac&rat.iiitn aC+ecte I. a l i h & r 8 . t t i n  d e  p t - u t a p l  astes. 

Dans ce t t e  e x p é r - i e n c e  n a u s  a v o n s  a n a l y s é  
1  ' e f f e t  d e s  f a c t e u r s  d e  c r o i c i s a n c e  i n r i u r p o r & s  d a n s  l e  
r r i i l i e i - [  n i t - !  t i t i . l i r . é  pour .  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e s  
~ i l a n t ~ i l  es, siUi ip  1. e nnmti re  d e  p r o t a p l a s t e s  1  i. b é r é s .  

L e s  d i  f + & r e n t e s  z u b s T a n c e s  ! A N A ,  BkP, AGS) 
out &t& a j a u k & e s  au:.: {ni. 1 iciL1.x pu-éal  a b 1  emeri t  par ,séc,  à 
ï ' a u t o c l a v e ,  p a r  f i  1  t r a % i o n  à t r a v e r s  u n e  membrane  
m l l l i p a r e  I@rC> ,C2  m )  A 3.2 conc ien . t r c i t i o r i  d e  1 tng.SA. 

L e s  r é s u l t a t s  ( T a b l e a u  V I I I  1 m o n t r e n t  qu'un 
. , ,. -.- tr-ai t e m e r i t  a v e c  1 ' A N A  C I L ~  1. rtb.::. c i e m t l  e p r é s e n t e r  d e s  

e t+  e k ~ ,  f a v a r a b l e s  sc i r  1  a 1 i b & r a t i o n  d e s  p r a t o p l a s t e s  
v i a b l .  es i s s u s  d e s  f  e u i  1  S e s .  

E;!uaricl S es p t - a t o p l  c!r,tl..ez pip.ovi e n r i e n t  r i e s  
f e u i . 1 1 . e s  c o t v l é d o n a f . r e s ,  1.e mei.i.3.ei-1.1- r -endement  est  
crbterict cri p r é s e r i c e  d e  l a  EAF'. C e p e n d a n t . ?  d a r i s  ce cas 
let; p i  a n t u l  es r r i  u n e  t - a c i n e  trp.éç c a u r é e  et 
P p a i  c;se d e  p l  u s  ciri  d & v e I  oppemerii- d e  + e u i  1 1  es < p ~ - e - .  
m i & r - e  pai.1-el -fui- i n t p a z s i b l e  ci; o b t e n i r .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
: Nombre de protoplastes vivants : Pourcentage de protopl astes 

Substances: par mg de feuilles vivants 
de :-------------------------------------------------------------------- 

croissance:feuilles cotylé-: lère paire de :feuilles cotylé-: lère paire de 
: donaires : feuilles : donaires : feuilles 

ANA : 10590 f 2354 : 20518 f 2324 : 46,7 % 65,l % 

BAP : 12851 t 2315 : - 51,O % : - 

Tableau VIII : Effet des substances de croissance ajoutées au milieu 
de culture des pl antul es sur 1 e rendement en protopl astes. 



1.3.2 Ef fe t  de la température e t  
de l 'éclairement au cours du développement des 
plantci..les. 

En 1. u m i .  Pr.e r o i ~ t i n u e  - l a tempéi-a.ture es t  d e  
,-; r .::.,!rl."C ai.1 cle 3€3=lGTi:. Dans. L e  a~l.'i-~-eç ~ u r i f l j . . t i . ~ n ~ ~  La 
t,-. tztrïr-ie.r .,- !,..-..- q r i i ~  est 24.=1"[: le joltr.- et: de 22$IGC 1. a. n L>. i 4: . 
Lecl 171 ai-1.t~i1~1-5 surit e:.:pu&es à urte i.r~t~ni,iiïé de I 'é-.. 

S.% refl le~.\t  ci- 2C;+(:h 1 us; . 
Le%. ~-.&sul k a t 5  sunt r-eportéc? cians :i e t a b l .  eat! 1: X .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Conditions expérimentales:.Nombre total : Nombre de : Pourcentage de 

: de protopl astes : protopl astes : protopl astes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . par mg : vivants par mg : vivants 
Photopéri ode: Température: de feui 11  es : de feuilles . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau IX : Effet de la photopériode et de la température au cours de la 
culture des pl antul es sur 1 e rendement en protopl astes, 
L ' f  ntensité de 1 'éclairement est de 2000 lux. 



L~ . de  , L,j p 1. a .t 5s 2, j, t3 <:: ;'.. & gL. ,v. a :; e e 
4 .a.. : . . 

i i ~ t ; . ~ i \  de i ;  *rjnijj,.t..j,a1.i5 r:c!i.î.cir.e : p1~.i-t.t1-;,.1.pc; çi-ty 

:, ec:,cjurj. :- egt : -  - p y c;:? j, i'? ...+ : p i :  + &Tb - .... i .,. .; 1, . [:, i .... ri,Fi, . ..\ .:. b. 1. .- -i ... .- L e ..- z:. . 
. . I-'&(-].aiyenlefi.t:. ,:i~c\<~-j li,ri y f i 1 . i ~  .t;r.$+z. : : , ~ 1 : j ~ : j ~ 1 1 . - . t ~ i " i ~ t : , ~  y"e~. idp~me~.i t  

2 c.i i:) y- (2 L i-j  ~3 j, a ç .t: i<+! 5, ,.%j, i. a b  :t e 5 #:+ .; t 1. (-1. c; $? 1. e <2! el r l  & c 11. a j. 1."' e fi-1 5: n t 
,-,..t - ." ' . ' . . 

, B  - ( (7 LI, ' . i l .  i . i : 1 "  , . ~ . i  i... e .l- g 5, , j  t- 5. - 1, C! (. 1 (3 ,,.,. i:? j sr.ir;t p j . u ~  .f.a.g.rjy-abl<s.-. .. j c . i r i  u e s  , ? r j ~ i t - a  cui-i.li't.5 - 
1 ";., a, A-.. 12) . 

L ~ t - ~ s q ~ ~ e  1. eç p l  a r i t ~ j .  es 5 r . i ~ t  & c l  ;iiJ rée-5 I L  
h-.ct~-es p a r   in^.^ o n  o b i . e r v e  beaur:c3~ip c'ie p t -n toplacr lee?  de 
graricie  t a i  1 l a ,  peci ri-il lirapF.iy:t 1. :i e r i ~ . ,  p a r a i .  s r a n t  . f r .agi  1 es 
e t  r-ie riomtlr-eux p r o t o p l .  as tes  enr-iomniagt2.s a.i n s i  u u e  b e a u -  
ccsi..ip d e  ci&br-i s ce i  f. ui. ai  recj p r & s e n " c  dans I. e m i  l i s i - (  d e  
macérat i u n .  

i ' e f q e t  d e  l a  t e r r i p & r a t ~ i t - e  n 'a p a s  été é t a b l i  
llie .f a g n n  s y s t é m a t i  q u e ,  i 1 sernbl  E qct. ' ~ i n e  t e m p é r a t ~ i r c i  
s u p é r i e u r e  a 2 S " C  s a i t  d é +  a v o r a b l e .  

i3ans u n e  s e c o n d e  e x p é r i e n c e  o n  a f a i t  v a r i e r  
ï. ' i n t e n s i t é  dr 1. ' é c l a i r e m e n t ,  l a  p h a t . n p e r i a d e  é t a n t  
r;iEi.iriteni.~.e 21 ~ b n g .  La  t e m p é i - a t c i r e  j a u r n a l  i&re moyenne  
est 2 4 " ~  , c e l l e  d e  La n u i t  d e  3 Z 0 C .  

Avec cirie i n t ~ n s j . l z b  d e  1 'éc:I. ai  r e m e n t  
d e  q.[.i(.iii 1u.t or1 a h t i e n t  ~ . i l t i s  d e  i:2i:)i:tO p r u t o p l a s t e r ,  

u ivan . t ss  p a r  mg de -Fc;crij . les fi-af-chec. i:'r'atlLea~i. X ! .  
Er1 i-&itduic.ant 1 ' j . n t e n e i  t& d e  1 ' & c l a i r e m e n t  , 

1.e po i i r c : en t age  d e  pr-otlillpl as ter  v i v a n t s  di.mi.ni!e a s s e z  
r ap i d e m e n t .  

L t ' a ~ i t r - e  p a r t ,  A 250 1 .  les plar - t t i t i ec ;  se 
d é v c ; l . o p p e n t  t r ë s  l e n t e m e n t  e t  l a  t a i l  l e  d e s  + e u i  l ].es 
reste trécr r é d u i t e  ce  q u i  in ip l  i q t t e  l a  n & c e s ç j . t é  d ' ~ i t i -  

l iser un  n o m b r e  p 1 . u ~  i m p o r t a n t  d e  p l a n t u l e s  p o u r  
p t - o d ~ r i r e  l a  mci-tne q u a n t i t é  d e  mat ière  f raTchc3.  

Intensité de : Nombre total : Nombre de protoplastes : Pourcentage de 
1 ' éc1 airement : de protopl astes : vivants : protopl astes 

(1 UX) : par mg de feuilles : par mg de feuilles : vivants 

Tableau X : Effet de l'intensité de l'éclairement au cours de 
1 a culture des plantules sur 1 e rendement en protopl astes. 
ta photopériode est de 16:x ; la temperature de 24:B°C 



2 RECUPERATION ET LAVAGE DES PRCITOPLASTES 

2.1 Caractérisation de deux Sractions de 
protopl astes 

c?tpr-f--. - .. _., - d i  q e s t  i o n  e n z y n i a t  i q u e  e t  &l i m i  nëit i on 

des d&i.bi-i.s par- p a s s a g e  sur-  cin f i  l t re  e n  inci:.:, l e  f i  l -  
t t - a t  e iz t  r r e r i t r i i : u q &  à lac:, q p e n d a n t  1.C m i n c i t e s .  

C e t t e  c e n t . r i f : c i q a t i o n  r é v & l e  1. ' e : . : i . s t ence  d e  
dei-i:.: p u p u l  a t  i one; d e  ~iro.T.op1. astres 1. ' cine d e  d e n s i  t é  
é l e v e e  qc-il. s é d i m e n t e  et  -Forme u n  "cu1.a~r ."  a s s e z  i m p o r -  
t a i -~%.  I . ' a c ! t r e  ~ I . i . . t s  l & q è r e  ~31.11 + l a t t e  e t  f o r m e  a i n s i  cin 
" a n n e a u " .  

L e s  d e u x  t r a c t i u n s  r e n t e r m e n t  d e s  p r o t o -  
p l  a s t e c .  cl-11 a r c ï p h y l  3. i e n s  e t  d e s  p i r o t o p l  as tes  d & p ~ ) ~ i r v ~ s  
d e  c h l  o r o p l  astes a i  E ci?act.tne p r é s e n t e  d e s  caracté-  
r i s t i q u e s  p a r t i . c u l i é r e s .  

L a  p a p u l  a t i u n  d e s  p r o t o p l  astes d e  l ' a n n e a u  
est ccnns.ki t .uée d e  5C:lY. e n v i r o n  d e  p r - o t o p l a c , t e s  c h l ~ r n -  
phy l l i e r -1s  d a n t  ].a t~ i1 : i . e  v a r i e  d e  20 ii -'- i F i  Sa). 
T i .  que le.; p r o t o p l a c , t e ~  rior7 c h l o t - o p h y l . l i . e n s  son-i- 
p l ~ i . s  g r a n d s ,  l a  ~ 3 l i . i p a r t  i nesc i r an t  de t?O à Bi:) prn d e  
diarn&?tr*.e fF ' iq  2 b i .  

i1 î ' i river-.se,  i es p r a t o p l  as tes  dci. c u l o t  s o n t  
p 1 . u ~  homog&nes  et d e  t a i  l lcl p1.iiri r-C-d~(i t e  I F i g  3c et 
s d ) ,  n o t a m m e n t  le-; n o n  c h l o r o p h y l l i e n s  q u i  n e  r e p r é -  
s e n t e n t  d a n s  ce t t e  f r a c t i o n  cjL!e 2 0 X .  L e  ccr lc i t  c o n t i e n t  
& g a l e m e n t  ctne q i r a r i t i  tt- p l u s  i m p o r t a n t e  d e  d é b r i  s : 
+ r a q r n e n t s  d e  t r a c h é i d e s  e t  d e  v a i s s e a u x  , c e 1  1  u l  es 
r n o r t e s ,  ce1 l u l e s  d o n t  1.a d i g e s t i o n  e n r  y m a t i  q u e  est  ir i -  
c o m p l è t e ,  c h l a i - a p i a s t . e s  i so lés ,  d & b r i s  d e  p a r o i , .  . . , 

L e s  p r o t . o p l a s t e ç  d e  l . a  f r a c t i o n  " a n n e a u "  
p e u v e n t  g t r e  s é p a r é s  f a c i l e m e n t  d e s  e n z y m e s  e t  d e s  
d&b!.-i 5 ce?. 1 ul. a i  rec; p a r  cine s t r t - i  e d e  c e n t r  i f u q a t i  a n s  
dai-1s Le m:i.l i e c . i  d e  l a v a g e  P o  ( 2 , 2 ! .  a n  a b t i e n t a l n r s  cine 
sctspensi .nr t  d e  p r ' o k o p l a s t e s  t r&s  p r o p r e s  i P l a n c h e  1, 
Phci%o 2 j a.vec u n e  r é c u p & r a t i o n  d e s  p r a t o l a ç t e s  
qc ian t  j. t a t  i. v e m e n t  si.iS.F i. s a n t e .  

Si a n  a p p l i q u e  l a  m e m e  m é t h o i 5 o l o q i e  p o u r  Tes 
p r o t . o p l a ~ . t e s  d e  l a  f r a c t i c i n  " c u l o t " ,  o n  s é p a r e  t r&s 
c i j . t f i c i l e i i i e n t  ].es c i é c h e t s  car i l s  s é d i m e n t e n t .  ai.\ S a n d  
di-i tube e n  m&l. a n g e  a v e c  1. er; . p i - a t a p l a s % e s  ( P l a n c h e  1, 
P f - i a t ~  2 ) .  

Ncti.!.; avorsE; i t -  ~rfoqiresc;i .vem.-?nC m i s  a u  
p a l n t  t.ine mc5thode p e r m e t t a n t  d e  rFecut r r i l . l i r  C.i17 cï~a~iimi-.kir1 
c ig protali: i .as+:.ec,  v i a b l . e s  pat-ti.rP' d u  cci:icït, i:ait"cri &i i -  
m i n a n t  l a  p l u c .  gi-artde p a r t i e  d e s  d i - b r i s  cal ï . u l  a i res .  



Fiqure4 : Rdoartition des protoplastes de la fraction 
légère ("anneau") et de la fraction lourde("cu- 
lot") en fonction de leur taille. 
Des cl asses d' interval 1 e de / l@\.m ont ét9 
choisies arbi trairement. 

3 7  

a = protoplastes ch1 orophrl 1 iens de 1 'anneau 
b = protopl astes non ch1 oro~hrl 1 i ens de 1 'anneau 
c = protopl astes ch1 orophrl 1 i ens du culot 
d = protopl astes non chlorophrll i ens du culot 
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2.2 Mise au point d'une mgthode de lavage de 
la suspens1 on de protopl astes 

A p r & s  d i  qec,%_i o n  e n z  yma t  :i. q u e  de-., fr-agmerrtc- de 
. f e iu t i l . l . e s ,  l a  s a l c t t i n n  e n z y m a t i q u e  r e n f e r m a n t  les  pt--3- 
i  op% 8.c . teç  est f i. 1 ti-&e s!.ir 1-iri t a m i  s ( p a r a s i  T G  80 i ~ i i  . L...ec, Y " "  
p r a t o p l .  a s t e s  so r i f  r e c u e i  l î. i s clciris 1. e f i .  l ti-at a i n s i  qcici 
J. es  p e ' t i  ts cJ&i.bri ç . Dn p r a c è d e  al. ors  2t u n e  prernirJ3t-.e 
t : e r \ t r i . f t i g a t i a n  A 100 q pé -ndan t  1 0  m i n u t e r .  ( F i g  5 )  q u i  
pet-inet: de s é p a r e r  dei..!:.: . i : r ac t . i  o n s  cide p r o t û p l  a i t e s ,  c e 1  1. e 
cl i.. 1. ' .ai-ti-ieau e t  c e 1  1.e dci c u l c t t .  

- Lavage des protoplastes de l'anneau 
L e s  p r n t a p l a s t e s  d e  l ' a n n e a u  s a n t  p r & l e v é s  A 

l ' a i d e  d ' i i r i e  p i p e t t e  p a s t e ~ i r  s t é i - i I e  m~.!ri!.e d " ~ i . r i e  
p i - ap i r - i e t t e  e t  r e r : u e i  1  ï  i s d a n s  uri t u b e  c o n t e i - i a n t  l e 
m i l i e c t  P o  i F i g  5, I b ) .  Une c e n t r i f u g a t i a n  est réalisée 
r x n s u i t e  à 1 g p e n d a n t  1 0  m i n u t e s  ( F i q  5, ab) .  La  
Can .b l e  der ls : i . t& r i e s  p t - . u t o p l a s t e s  d e  ce t te  C r - a c t i c t r r  
pei-niet d e  les  r b c ~ ! p é r e r  a ~ t  n i v e a u  d'i1.1-1 a n n e a i  < F i g  5, - ..:.t?) . Hpt-Bs a v u i  i -  él i m i  ne? l a s o l  ~ ! t  i a n   en^ y m a t l  q u e  1. es 
~ i r - o k a ~ 3 1  aste-., sc?nt  r e p t - i  s d a n s  i e m i  1  i e u  Fm p!..ii E. c e n -  
t r i + i ! q é s :  -. . lZoy : t é r c ! t i on  & t a n t  r é p é t é e  t t - 0 i . s  f u i s .  L e s  
p r a t a p l a s t e ~ ;  s o n t  a l m r s  I T ~ ~ S  e n  s u s p e n s i ü n  d a n s  l e  
m i l i e u  d e  cu1ti.i.i-e,. 

- Lavage des protoplastes du culot 
A p r e ç  a v o i r  r é c u p é r é  les p r o t o p l a s t e s  d e  

l ' a n n e a u ,  a n  é l i m i n e  l a  s o l u t i o n  d e  m a c é r a t i o n  e t  o n  
reci-iei. 1  l e  lin v o l  cime de S 21 S,5  m l  d u  c u l o t  q u e  1 ' o n  
cl&pose A l a  s u r f a c e  d e  5 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  c o n c e n t t - é e  
d e  s a c c h a r o s e  l F i g  4 ,  la). C e t t e  s o l u t i a n  c o r r e s p o n d  a u  
m i l i e u  d e  l a v a g e  P a  u t i l i s é  pt-&cédemment e t  d a n s  l e q u e l  
l e  m a n n i t o l  est r e m p l a c é  p a r  l e  ~acc17arose. L e  
s a c c h a r o s e  est  u t i  l isé . d i 4  f  & r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  
(1.0, l 2 , 5  et. i . 5 5 t j .  Cine dei-!:.:i&me c e n t r i f u g a t i o n  ( F i g  5 ?  
:?a) est al.ist-.s r k ? a l j . ç & e  d a r i s  les  n~eliieç  ond dit ions qi.-ie l a  
premi .e i -e9  m a i s  p e n d a n t  20 mj.nuteei a ~ t  l i e c i  d e  10 
m i  n u t e s .  

LFS t u b e s  s o n t  e n s u i  t e  p l a c e s  s u r  u n  s u p p a r t  
d e  f agctr; h f a v a t - i  se!? 1  a d é c a n k a t i o r i  d e s  d & b t - i s  qui. se 
rei;se,er;it!lent c ians  l e  f a n d  t a n d i s  q u e  les p r ~ t c t p l a r - t e s  
"ctr.-opr-es" furruiei-it un  d i s q u e  v e r t  e n  s c t r . f a c e  iF ' iq  5,  
:;a. 1 ,, 

Le-., ~:i i - .ot ï : iplastes  ci&kiau.assé-s c ies  débrii. s o n t  
m i s  e n  sli .spei-isj .on t:lan-; 1.e r r i i l . i ec~  d e  l a v a q e  F'c? <lzi.q S S  
4 3 ) ,  j:?~!is ~ ~ ? n . t f - i . + l i . &  perjciai..it 1.i) i i i jni i . t rs .  &uf-&c; &:!ifij:i.-. 
1-iati.oi-i d u  r;iilj.ë?ci. Po, i ls r i a n t  r ~ p t - i . s  ciar-ts l e  m e m e  
nii l : ieti .  a+ii-t d ' e S S t ~ r : t i t e r  u n e  dei.t:.i.iénte cer i t r i - i i : t iqat i~)r- i .  L e  



c: i... 1.1. of e5t e n +  i.n m i  s e n  s i t spenaj .c in  d a n s  l e  mi. i i eit d e  
cil!?. ~ c ' I ' E "  

F'r~ctr chac lue  concent i - .a . t  i u n  d e  s a c c h a r o s e ,  1. e 
n o m b r e  cie p i - o t u p l  aste-, est & v a l  cr& avai-it e t  apl-&i. p u r  i. - 
. f : i c a t s . o n .  Le i .  p r o t o p l a s . t e 5  t-éc:ci.pér-ti75 cri S U ~ - + ~ . C E ~  c ians l e  
d:i.sqcre v e r t  sc7nt c o n i p t é s  si-i.r crrie c e l .  l . u l e  d e  l u a q e a t t , e .  

Dee.c:.i v a l e e c r ~ ~  sarit p l ' i s e5  ert c o m p t e  : l e  nom- 
b r e  d e  p t -o topl .  as tes  v i v a n t s  p a r C a i  t e m e n t  ç p h é r i  q u e %  e t  
1  e r~oirtbr-e t o t a l .  i n c l  (-tant a~tsisi 1 es p r o t o p 1  ac.tes 
eridommagérti . 

C e s  c o m p t a g e s  p e r m e t t e n t  d e  d é t e t - m i r i e r  
l ' e + i i c a c i t e  d e  l a  p u r i + i c a t i . u n  estimée p a r  l e  p o u r c e n - -  
t a q e  d e  p r c j t o p l  astes, vvi i /an. t~,  d a n s  l a  ç c r s p e r i s i n n  a p r é s  
p u r i f  icatior-I (Tableac i .  X I ) .  

L e  r e n d e m e n t  d e  l a  p u r l + i c a t J .  nn est i n d l  qcté 
pal- l e  p a u t - c e n t a q e  d e s  p r c > t n p l a s t e s  reciiei l l is p a r  r a p -  
p o ~ - . t  h l e u r  r iambre  ax.*an.t: p u r i  f  j. c a t i o n  iTab3.eait  XI 1 ) . 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
: Avant :Après purification sur coussin de saccharose à 
: purification : 10 % 12,5 % : 15 % 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Nombre total 
de protoplastes : 
par mg de : 27714 f 3143 : 7549 f 1954 : 15077 f 1537 : 14703 i 2758 
feui 1 1  es . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Nombre de 
protopl astes : 
vivants par mg : 17142 f 2285 : 5406 f 1055 : 12084 2 1377 : 9307 f 1923 
de feuilles 
- - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Pourcentage de : 
protopl astes : 51,8 % : 71,6 % : 80,l % : 63,3 % 
vivants . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau XI : Effet de la concentration en saccharose sur l'efficacité de 
la purification : pourcentage de protoplastes vivants avant 
et après purification de la suspension 

[-.es t - & s ~ i , l  t a t s  i T s b 1  e a u  Zi; I  i m o n t r e n t  qu ' u n e  
c o n c e n t r a t i o n  e n  s a c c h a r a s e  d e  12.5% p e r m e t  d ' o b t e n i r  
u n e  s u < z p e i ~ s i .  at-i c o m p r e n r l n t  e n v i  [-on 80% c e  p r o t a p l .  a s t e s  
v i v a n t e ;  alarc .  qcc ' a v a r i t  p u r i - f l c a t i  o n  el % e  e n  ccjrnpr-enai t 
e n v i t - ï ~ n  5i: j%.  i..int- c n n c e n t t - a t i o n  e n  ~ - ' a c c h a t - ~ ? < ~ ) e  d e  1 0 %  est: 
it-~~u..(:f:i.-;ai?t.e : c'ne qt-.arîde c j~<a i - i t i . t é  c:lc? a r r ? t a p l a s . t e s  
:s&d i ntert.te e n  cul .  OC a v e c  1. es, ciPrilri S. Eri r e v a n c h e  i i n e  
cc~r-iceriL:i-.atiot-~ p J . ~ t s  &:!evée  cle 15% n e  p e r t r i e k p a t ~  u n e  
s é p a u - a t i o r i  n e t t e  e n t r e  l e  c:ct!..trtt r e n f e i - n i a n t  I e i i  d&bt-i .s 



Avant :Après purification sur coussin de saccharose à 
purification : 10 % 12,5 % ' :  15 % 

Tableau XII : Effet de la concentration en saccharose sur l e  
rendement de 1 a puri fication : pourcentage de 
protopl astes vivants recuei 1 1 i s par rapport à 
1 eur nombre avant puri f i  cati on (= 100%). 

2.3 Récupération des pro top las t e s  purif  iés 
du c u l o t  

La présence du mann i ta l  dans l e  milieu 
u t i  l i s &  ] .ors '  des deux derni.erc, 1.avages sci ivant  l a  
p c i r i f  i c a t i o n  sur cn i içs i  n de saccharose tend  à ernpécher 
la s&di .mentat ian des p ro top l .as tes  r un grand nombre de 
p r a t o p l a s t e ç  r e s t e n t  en suspension dans l e  m i l i e u  de 
1.avage et. 1 a r-clçupérat ion dc.! c u l o t  e s t  assez d i  f f i c i  l e .  
Ce qui  naus a a m e n &  à t - ~ m p l  acer dans l e  m i  ï 3. ai cie 
i avage Pa le marini ta].  pa r  cine s o l  crt ian sal  i.ne a queuse 
irerifeicmant: CIL! KCl A 2 ,SX  et- d~.i CnCI.2 à r:i,L;%. 



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Avant purification :Après purification sur coussin de saccharose 

: + Lavage dans Po : + Lavage dans la 
: solution saline . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau XII1 : Effet de 1 'incorporation de l a  so lut ion sa1 ine  au 
mil ieu de lavage Po sur l e  pourcentage en proto- 
p las tes  vivants recueil1 i s  par rapport à leur nombre 
avant puri f i  cation (100 %) . 

i;!3p::.irnisa~tit~r-1 de cc- t te  m&.khüde 3. p-ermis 
cl'a.t.tieinrir-13 un rentieiiiei-ik de 632 Guar-ici '?.a ! s a l i ~ . t i ï ~ n  sa-- 
i i ne e s t  i ncarpor&e dan.5 1 e m i  2 i (~i...! de l avage i'Tabieai-t 
1 a l c t i r ~  que ce pourcentage n ' e s t  CJI-!?~-? rie SS,L;X en 
présence du mann i to l  . 

L ' e + f  i c a c i t &  Be l a  teci - \n i  que de 1 avage  .se 
rév i2 le  s a t i s f a i s a n t e y  auss i  b i e n  en ce qui cüncerne La 
pur-et& de la +~-ac.tioi- i de pr-cttopl as'tes apri-s 9a:ssag.i x t t -  

cnt-i:;cti. r! de sacci-tarose cju 'en ce qui. cctr-icerne %(ICIT 

iFécupé\-a.ti<rjn apr-i?c= lavage  dans i a  5al~!.ii:!.c?ri c . a l i n e  
(Planche 1, Photi ï l  3) . 

L l  L L E  @ 





3 FACTEURS CONTROLANT LA V I A B I L I T E  DES PRUTOPLASTEÇ 
E T  LES D I V I S I O N S  DES CELLULES Q U I  EN DERIVENT. 

3.1 Aspect cytologique et expression des 
résultats 

-. 
. riisf~ittt-.(3i~.(:.i esr;ai.- ~i-it &.t:& e.f:f:ecti.-k&s afii.7 

d ' cipk i mi. ser  1. e I-enclemer-~t er-i cel. l ul. e!3 v i  van.t@s e t  1 e 
poarçeritaige cle c i i l  l u l  es q c i i  se d i  vi. -sent at-i cctc.irs de l a 
pi-em3. & r e  phavse de c u l  kt-tire. 

La v i  at:t:i. l i te des. prra.tny 1 as*% es tddé te t -m i  née 
pc7.r r a p p o r t  au): P ~ C ~ ~ Q F ) ] .  a s t e s  VI. van ts  i n i  t i  a l  ement 
p réçen ts  dari-: l a  c u l  t.c.ire; e l  1 e e s t  e:.:p?ri mée eri 
pm~(rceri.tage. 

i-C.E. i-elI.c.!les se d i v i s e n t  se%ui-i det-ii: modes 
d i t f é r e n t s  e t  il e s t  e s s e n t i e l  d ' e n  t e n i r  campte dans 
l e s  évalctat i ï~ i - iç  des rendenients car les cc31 l ~ t ï e c ;  i s s u e ~ i  
dçi ces d i v i ~ i ( ï \ i - i ~  a~l l i .a~-i t  t-in deven i r  t r è s  d i fSérené .  

En e f f e t  c e r t a i n e s  d i  v i  s i  mns c e l  l u i  ai r e s  
comi~ar-ter~.k 111-1 plai-I d e  d i v i s i c i n  t i res apparent  : ce s u n t  
der; m i  . tc içe~. symétr i ~ L ! E F ~  < F i  g 5 .  l i au asymétt-i qt-ies ( F i  q 
6 , 2 i  l .orsq~.ie l e s  dei-!;t cel.lul.e..; f i . l . f e s  oi-it clne t a i l l e  
t r & ç  d i  + f  éreri.te. Chaque ce1 ï. r ~ ï .  e p r é s ~ n t e  un noyau. ~ i ' c  se  
d i v i s e r a  &. sari tot-ir se lon  un p l a n  qénéi-alement perper-i- 
dict- i l .ai ice ai.\ p remier .  

U'aut . res c e l  1 . ~ 1  es &met tent  un bourgeon de 
ta3. 1. 1. i- var i. ab]. k clc,ci pet.15 rompartei- t-in noyau clt-r en et t -e 
dépour-vu ( F i g  6 . S ) .  Ce bourgean peu t  se dét.achei e t  se  
c! iu. iser i F i g  f . 4 i  nu r e s t e r  a t t a c t ~ é  à l a  cr-3111-1.le qu i  
1 ' a  p~-adt-(i t. Dans ce cas, %, ' i 1 se  d i v i  se, i 1. se +arme 
une sc l r te  de c h a f n e t t e  dant  l e z  d i + + é r e n t s  &l&ment-; 
(F' ig 6.5 i  sun t  sot-ivent de p l ~ i s  en p l u s  p e t i t s .  Ce t y p e  
de d i  v i  s i  ans ressemble au baurqeunnement des Levures. 

Les d i v l ç i o n s  par  m i  t a s e  e t  par  baurgeonne- 
ment son t  compt&es dans une + r a c t i o n  a l i q u a t e  sur  une 
ce1 l u l e  de Nageatte e t  exprimees en pourcentage p a r  
r a p p o r t  au riotribre de p r ~ t n p 1  a s t e s  i n i  t i a l  ement p résen ts  
dans l a  c u l t u r e .  

mitose bourgeonnement 

F i q u r e  6 : Modes de d i v i s i o n  des cellules i s s u e s  des 
p r o t o p l a s t e s  fol i a i r e s  de &.i. 

* 
Il s'agit en réal i té & cellules car ta  paroi est partiellement recmsti tuCe et beaucoup de cellules sont déji  
formées 



3.2 Action d e  l a  nature de l a  préparation 
enz ymati que 

r i i i ~ e ~ i t i i ~ r i  er\i:yiri~.tii-Ji-te r é a l i s é e  avec 1.a 
soic\tiiç>~-i el-izyiïtat~qcie EIl i1 . .1 .3 . :1  a pet-miç 1.e ineiïir=lc.tr- 
t-ei~dernent: r -  pt-i3topl a s t e s  v l  v3rit.s par- r a p p o r t  c e l  i e 
ef:Certct.ée a\>ii?i:: d ' a~iti-.ec; prc!?paraE i ans enz yrnati qctes. 

Ncr~1.5; avons vai.j.l~.i v&i- i+j .er- I ps  ef:+ete_ des 
d i  f f:i+i-ei-ites pr-épai-.ati i3ns en;-\??n.iat i que--, c,c-it- L a v i  ahi 1. i t é  
e t  la ,  d:i.v.i.s:i.c:~r.i cies c t i l l . i ~ l . e -?  <- l&r i~ i i&eç des protu~:tlrisitec3 . 
Pour.- c e l a  3. es pr i2 tap l  as tes  sun t  i. -in]. &5 en F)~&SPI-IÇÇ- der, 
et.-izyrner. EX i~:,ei-i(::iar-tt 5 tïectr-e^; & %r:iGCi ou rri préc,ericr c i e  
:.a .;c3î.c.!tiai~ eni:ymati.que El:]: (penclar-tt 15 heur-es à 2 2 ° C )  
pf..,t:i.<s c t . . i l t . ~ . ~ é ~ .  da.{-15. 1.e ~ i i . l . i c ? ~ t  Pic:j.. 

Préparations enzymatiques Divisions . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  : Viabilité :---------------------------- 
nature : concentration : (%) : mitose : bourgeonnement 

: (mg/, : (%) (%) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Cayl ase-345 : 10,0 
t : 70,6 t 3,7 : 31,O t 5,5 : 23,O + 3,4 

Cayl ase-M2 : 0,5 

Ce1 1 ul ase 
Onozu ka 1 4  

t 

O, 5 
t 

Macerozyme : 0,2 

Tableau XIV : Effet des préparations enzymatiques sur la viabilité 
(au 2ème jour) et les divisions (au 7ème jour) des 
ce1 1 ul es dérivées des protopl astes. 

Les; abser-vat iur is (Tal:)ï.eac~. : % I V )  mmntrerit- que 
l .  I . .  &/::>t- .&~ la ï i \ i .c .e  e1-i c c ~ l . t u r e  sr:)% e r - i ~ i r c fn  cie.~. 
pi'"o'kn~ii.ac;tes er.i-",entis!ri!i&-, sont mni~.t.s q~tari i j  'i,e 1ni1.iel-1. di? 

... * . -Gr atii:::ari i-eri+eri~ie 1.3 ~3u.épcii'a.tiari r'riz.;niati.qi.ie t 3 : I ; ;  pat- 
ric?ri.iii-e ].a pi-i-"pa.raticm E I  DEI-mei: u r i  tac;:.: de v i .ab i I . i t .&  
pI~.rci i tnpartarit. i~i-i\i;S.ror.i 7i::)X) un poc!rcentage de d i v i -  



~ . : i . o n s  p a r  grit.c;,e ~ j l e c i  $ J e v &  [ S I , < > %  ai.! l i ~ ? ~ !  d e  32,Lo/.f. 
c ipendan .k .  3. e !:!oi..ircenl-age d e  cel  l cil es q u i  é m e t t e n t  d e s  

,..c- sp-jf.it:jleïïlen't: i ( j p - , . k i q ~ \ e  i::lc<i-i5 1%- L/ec!.; tini.!l'.~ttl,f.i~", t-.eç.+ 2 

c: ;:t ci-: ,: 

Uri  rernarqi. ie cri-1.e l a prPparw. t : i  Uii e l - i i  y m a t i  que 
1 ic :ay ia r ; e )  qc-ii, e!s.k l a  pI.(..i.~ e i d 3 . c a c e  piilur- 3.a 
:Lib&i.-at.ic,n c ics  prct-?tc:)pl.ast:,es. ~'ic.t. a!css i  ce l l e  qcii per1~1is'IL 
d ' 0 b . t e n i . r  l n t e i . l ? e ~ . i r s .  r - é s u ï t - t  a s  e n  p h a s e  1 d e  
 CL!^. k ~ ~ i ' e .  

3.3 Ef f e t  de la nature des protoplastes 

& p r & s  1. a p r e m i & ~ - e  c e n t r i . +  c i g a t i a n  d;! m i l i e u  
cle macét-aizj.i2i-i? ai-i a. e b ~ . e r \ ~ é  1.a r é . j a r t . i t i ï ~ n  e n  de~i:.: 
" .Fra i= t  i or i s"  de p t - o t e ~ 1 .  as% i i b&réi-, : 

- ï::ei.i:.: q ~ ~ i  ç;édR.~xentent  WLI t o n d  d u  t ~ i b c  :: 

I '  c Li. 1. 1 2  .k. l 
-., ceci:.:: q u i  . f l o t t e r l t  A l a  -,crl-i :a~e d e  l;>. 

s a 1  ut i. a n  e n 7  yniat  i qcie 2 " a n n e a u "  

f,.im~~e; a v u n ~ .  a n a l , y ~ s é  l e  cc impar t e i r~e r i t  d e  c e s  
d e u x  + t - a c t i o n s ,  ( v i a b i l i t é  d e s  p r n t o p l a s t e ç  e t  a p t i t u d e  
à 1. a ciivi.c,j. o n )  a u  c:aLii-.s d e  3. a. p r e m i  Pt-e phctse d e  
~zl-tl ~ L I I - - E .  

A p r - é i .  ' t r a i .  s i a v a g e s  pal- c e n t r i  + u g a . t i  o n  d a n s  
t3c.i. mi.  j. 3. e L e  I='D p m i r  él i m i  n e r  t o t a l  e m t ~ r i t  l es e n z v m e s  , 1. ec; 
p ro tc rp1 . sc j t eç  is.sci.s. cies ciet-!:.: f y a c t i a n s  ~ w n t  m i s  e n  
c u j . t u r - e  clai-is  de^. mi3.iei-i:.: lticl r e r i f e t -man t  t - e s p e c t i v e m e n t  
6% et  iC)"J, d e  mann i  t a 1  . 

C1 cine c o n c e n t r a t i o n  d s  8 d e  m a n n i t c t l  l e  
m e i l l e u r  p a u r c e n t a q e  d e  d i v i s i o n s  est o b t e n u  a v e c  l e s  
p l - a t o p l a z t e s  c h l a i - o p h y l l  i e n s  d u  c i i l a t .  (2t\ , t \ f i )  ( T a b l e a c r  
X ' d j  . 1.-es p r o t a p l  as tes  n a n  c h l . o r a p h v l 1  i e n s  e t  ceLi:.:  i. s s u s  
cie i ' anneac i ,  deci:.: ja~ii-ç a p r é c ,  3. a m i  se e n  c u l  t c i r e ,  
p r é s e n t e n t  un r e n f l e m e n t  i n d i q u a n t  l e u r  é c l a t e m e n t  c e  
rjcci irnpl. i que l a  d j . m l n u t i . u n  r a p i d e  d e  l a  v i a b i  1 i t&  sci i  
p e u t  a t t e i n d r e  l i 3y4%.  N a u s  n  ' a v a n ç  p a s  p u  d a n s  ce cas  
rïibs:.eipvet- d e s  m i  k a s e s  ce]. 1. crl a i  res, m a i  5. -.-,el e m e n t  iin 

p c ~ ~ i r - c e r ï . t a g e  +:a i  h l e  14,2ï!j d e  i-el l iti. es c p i  bou i -geanne r t t  
ro r i c ; t~ .  t~.iarit c:lec; ti_7rtris:i n s  eri c h a f  n e t t e s  ijui f  i n i  se?enC. 
p a r  dégl&n&r-ei.- . 

En a u q m e n t a r ~ t  l cl car icer~t t~at i  I I  e n  manni  t ~ l .  
-il .  . lsq~...c"à f . 'Ci%, 1 . e  p o u r c e n t a g e  i-le \ . , . i a h i l i t &  e t  d e  d j . v i -  
s i o r i s  cl7ctgmerit.e . t r - i ; s  p e u  d a n s  l e  cas  d e s  p t - . c t t a p l a s t e s  d e  
Il. ' a n n e n u  <4,8X, d e  d i v i s i a n s  p a r  mitase a u  l i e u  d e  
i>".q.y,'! . 

C e s  d i f f é r e n c e s  d e  c a m ~ a r t e r n e n t  e n t r e  les 
p r - c ~ l - e j ~ l a s t ~ s ~  a v e c  CILI S a n s  ~ h l . o r 0 p l . r 5 . . ~ t e ~ .  ~ Q C I . ~ ;  o n t  aà(nen@ 

i 'éki.icle d e  :i. :é.ta.t mhy~; io iog iq i - . ! e  c ies  deux p o p u l a . t i e r i s  
ric32latniïii3nt e n  ce c ? ~ . i i  c a r i ç e r n e  1. e ~nétzal-iol i s m e  azaté. En 
e.r'. -1; P.j.. 7 ' ... .. i.i 1-1 cl crc, a g e LI e .I. ac:.t.i \/i j.. 8 -.:: r t i . t i . -a te  t - . & d u c t a s e  a 
r é v & l . &  crrie a c t i v i  t& b e  1. , L  m!*lrsl.es d e  n i t r i  tes .furmec; 



L 
/ h / l . O  p r o t . o p l a s t e - ,  d e  l ' . a n n e a u  t a n d i s  q i te  ce l l e  ob"cnnr.t 
a u  n i v e a c i  c les  p r - o t a p ï a s t e c ,  dei, c c ! lo t  n 'est q u e  d e  & i l  

M u l e s  /11/ :.0' pi-ctt.op1 astez.  
I.-Jç!o; c o n d 5 . t i a n i ,  cirle c i t l t ~ i r - e  et: l i-s mil.iei..i:.: 

u t  3 . 3 .  j. usés n e  dc2i vent :  p a s  a t r e  a p t  1. nturns pnuir ï ec, d i  v i  - 
si n n s  d e s  p r o t a p l  as tes  d e  ce t%e t r a c t i o n  " a n n e a u " .  

a s . v a n 5  d o n c  @ v i t &  i ' u t i 1 l ~ ; a t i a n  cie ce 
t y p e  d e  p i -o top l~ j . sk t e r -  H i n s i  a p r é c ,  l a  p r e n i i & r e  c e n t r i . -  
$uqa .k ic r i~  di..! J : i l t r a t  s i - i i l s  lei, p r o t a p l a s t e s  d u  ciilo2: 
s o r i t  r . e t e r \ i t s  p a i t r  1.a s u i t e  cle nc3ti-i- t i r a v a i l . .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Nature des protopl astes : Concentration : Viabilité : .Divisions 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  : enmannitol : .__________________-- - - - - - -  

Fraction : Type : (%) : (%) : mitose : bourgeonnement 
: (%) (%) 

: avec 

: chlore- :------------------------------------------------------ 

: plastes : 10 : 56,3 I O , ~  : 24,9 t3 ,9 :  25,4 t 1,O 

Culot 

: sans 8 : 15,9 k3,2 : 1,4 11,2: 5 ,s  t 2 ,9  

: plastes : 

: avec 

: plastes : 1 O 

: sans 

: chlore- :------------------------------------------------------ 

: plaste : 1 O : 20,8 12,3 : 2,4 2 1,6: 10,8 t 1,4 

Tableau X V : Effet de la nature des protoplastes sur la viabilité 
(au 2ème jour) et les divisions (au 7ème jour) des ce1 lules 
qui en dérivent. 



3.4 Effet de la purification de la 
suspension de protoplastes du culot. 

L e s  p r o t a p l  a ~ . t . e e i  l i e  . p i F & s ~ r i t e n t  etne 
s e n s i . b i  l i t &  i m p n r t a n t e  v i s  & v i s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  
è I .  ev$?e!3 d e  saccharcr !çe  (ÇHi.:::L;S - 14'85i ., P u u r  ce t te  é t u d e  
n o u s  a v o n s  v o u l u  v & r i + j . e r ,  si l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  
s a c c h a i r o s e  ( :t2,5%! c i t i  1 i s&e a u  ~ u i i t - s  d e  l a .  p u r i f i c a t i o n  
n ' i n f l u e  p a s  sut- 1.e c o m p o r t e m e n t  d e s  p r o t o p l a s t e s  
c i ï . t é r i e i i r e tnen t :  ( ~ i i . s  e n  cc.iltcircl. 

Apt-és p u r i  f i c a t i a n  d e s  p r o t o p l a s t e s  d u  
"c1.11 u.t " sciir u n  ec!~.tssi. ri d e  sacci-iarose A 1 L , 5% e t  1. a v a q e  
a v e c  i.!rie saï. c!tj.on s a 1  i n e ?  les p r o t a p i  astes s e t n t  c u l  -- 
t i v é s  d a n s  l e  t r i i l P e i - i  M C ~ . , ,  

Uri t.&mniri est réa l i sé  d a n s  les  m e m e s  
c o n d i t i o n s  e n  u t i  1 i s a n t  l e  c u l o t  d e  p r o t o p l a s t e s  a p r & s  
3 l a v a g e s  p a r  c e n t r i f c i q a t i c r n  d a n s  l e  m i l i e u  F'n ( s a n s  
p u r i f i c a t i o n  p r é a l . a b 1 . e  s u r  un  c o u s s i n  d e  s a c c h a r o s e )  . 

Buand les p t - , o t n p l a s t e s  s o n t  p u r i f i é ç  s u r  u n  
c a u s s i  n d e  s a c c h a r o s e  1  es d i  v i  si o n s  c e 1  l u l  a i  res a u  
s e p t  i & n i e  j o u r  S ottr 3. égÈir~3mcrït anlé1 i orées. Un çé j o u r  p l  u s  
l o r tg  e n  p h a s e  1. t L 1  j o u r s )  m o n t r e  un é t a t  n é ç r o t i q u e  
I ja i i r i i  s s e n \ e n t  d u  m i  1  i e u )  m o i  n r  i n t e n s e  pat- r a p p o r t  a u  
cctl. o t  n o n  p u r j .  f  i. &. C e c i  p i r av i  e n d r a i .  t. s a r i s  d n i i t e  d e  1 a 
q u a n t i t &  :i . ir iport .ante d e  d&i-iirir^r c e l l ~ l a i i ~ e ç  t - e c c i e i l l i e  
d a n s  c e  d e r n i e r  cas.  

F'ucir ].a s c i i t e  d e  nori e : . : p é r i e r i c e s  n0ei.s a v o n s  
d o n c  a d a p t é  l ' u t i l i s a t i o n  d u  c o u s s i n  d e  s a c c h a r o s e  A 
12.5% s t - i i v i  ci ' u n  l a v a g e  d a n s  cine s o l c i t i c i n  s a l i n e .  

3.5 Effet de 1 'âge des cultures et de la na- 
ture des f eui 1 les don atrices. 

N o u s  a v o n s  v u  p r é c é d e m m e n t  (1.21 que l e  
r e n d e m e n t  e n  p i ro topl .  astes v i  v a n t ç  A 1 ' i s i s u e  d e  l a  ntacé- 
r a t i o n  d e s  i:ei.ii l les d a n s  l a  sol  c i t i  on  e n z v m a t i  cjue d é p e n d  

' d e  1  '3ge d e s  p l a n t u l e s  e t  d e  l a  n a t u r e  d e s  f e c i i l l e c j .  

Nous  a l l o n s  niaintenari .k  étctdit-t-. l e  c a m p o r -  
t . emen t  d e s  d i f f & r e n t e s  c a t é g o r i e s  d e  f e u i l l e s  a u  c o u r s  
d e  l a  p ren i i e t - e  p h a s e  d e  c u l t ~ i r e .  

F'ocir c e l a ,  nacis  a v o n s  u t i l i s é  d e s  + e c t i l l e ç  
cc~ ty l9 r lo1~1a . i  res e t  1. es p r e m i  éres p a i r e s  dde f  ecii  1  l e s  
p r é l e v é e s  sur- un marne l o t  d e  p l a n t u l e s  r e p i q u é e s  d e p u i s  
I5? 23. et  28 j o u r s .  

L e s  d e u x i g m e s  p a i r e s  d e  f e u 1  l S e s  p r é l e v é e s  
1.5 et 21 j u c r r s ,  a p r è s  l e  r e p i q u a g e  du col3.et d e s  
p l a n t u l e s  d o n t  l a  p r e m i é r e  p a i r e  t i e  + e u i l l e s  a &té 
ut.j '1 i .-.C , & - bJe d l .  - 1 n c i r ~ ~  o n t  étsé & g a l e m e n t  c i . t i l i s é e c .  a i n s i  
q u e  î.es c a t y l t d o n s  p r é 1 . e v e s  sur d e s  aC:értes mis e n  
g e r m i n a t i o n  d e p u i s  7 ?  1.1 et 15 j o u r s .  



P ü ~ t r  111s pt- .otopl  astes i sst-ts d e s  S  e~t i  1 1. es 
p r o v e n a n t  des .  p l . a n t ~ i i e s  ag&!es d e  1.5 .lucit-.s npréc ,  l e  
!-.epi qt iage  da r i5  le t u b e  i;Ï'abl. eaii XVI 3 , i l a p p a r a f t  q u e  
l e  p o u r c e n t a g e  d e  v i a b i l i t é  d e s  c e l l u l e s  i78%j et  l e  
p o ~ t r c e n t a g e  d e  d i . v i  i i o n ~ .  ce]. ï u 1 . a i r e s  <&2?2i ; i  -,ririt 3.e% 
rni-il.:i(~~it-~zi, C ~ V ~ C : :  un p c ~ ~ i r ~ e n t a q e  t res  + a i h l e  d e  cel. 'l.!.rles 
ci~i3. irjo!..tigr3arir1~11~t ( 9 ? 7 % )  . 

Ceperidari t  a v e c  les f e u i  1 1  es co.t)il. édor ia i  res 
p r o v e n a r i t  d e s  mernf-s  p l a n t c i l e s ,  l a  v i a b i ï  i t É  est p l ~ ! s  
f a i b l e  (52;:) e t  ].es d i v i s i o n s  d i m i n u e n t  d e  m o i t i é  
3 . 1Jn rés~il  t.at sembl  a b 1  e est  o b t e n u  a v e c  1 es 
S e u i i ï e s  p r o v e n a n t  d e s  p l a n t u l e s  d u n t  l e  r a l l e t  a é t& 
tr e F:) :i CJU É" . 

La nil. se e n  ciil titre d e  p r o t a p l  astes p r o v e n a r i t  
d e s  c a t y l é d c 3 n s  3 g É s  d e  7 ,  I l  e t  15 j o u r s  a p r é s  
l ' e n s e m e n c e m e n t  de-; aI.::&nes per-niet cine ai-tgmeri t a t  1 o n  
r - e m a r y u a h l e  d ~ t  tau:.: d e  v i a b i  1  i t &  éet d e s  d i v i s i o n s  deri  
p r o t o p l a s t e s  c o t y l . é d o n a i r e s .  C e  p o u r c e n t a g e  est n e t t e -  
ment m e i l l e u r  q u a n d  les c o t y l É d o r ~ s  s o n t  Eiugés d e  3.1.  
j Q C . ~  cj , 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Origine des protopl astes : Di visions 
-------------------------: Viabilité :--------------------------------------- 

Nature des : Age des : . (%) mitose : bourgeonnement 
feuilles : cultures : (%) 

: (jours) : 
(%) 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
: 7 (a) : 74,6 t 3,8 : 42,O t 1,3 : 7,l t 0,8 

Cotylédons : 11 (a) : 77,6 2 1,7 : 57,7 t 1,3 : 5,4 t 1,2 

: 15 (a) : 59 t 1,5 : 33,8 t 3,3 : 141 t 1,l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
: 15 (b) : 52 t 2,9 : 30,3 t 4,3 : 10,2 t 1,5 

Feui 1 1  es 
cotyl é- : 21 (b) : 38,5 t 0,9 : 20,O t 2,2 : 10,6 t 1,8 
donaires 

: 28 (b) : 26,2 t 1,9 : 14,9 t 2,3 : 9,2 t 1,5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
: 15 (b) : 78 t 2,O : 62,2 t 2,7 : 9,7 t 1,3 

lère paire : 
de : 21 (b) : 62,l t 2,8 : 40,9 2 4,O : 18,5 t 2,6 

feuilles 
: 28 (b) : 41,6 t 0,7 : 20,2 t 4,2 : 15,9 t 3,O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

2èmepaire : 25 (c) : 57,8t2,1 : 30,Ot 1,7 : 25,2 t 1,5 
de 

feuilles : 21 (c) : 40,2 t 2,4 : 20,4 t 0,3 : 17,8t 1,l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau XVI : Effet de l'origine des protoplastes sur la viabilité (au 2ème 
jour) et les divisions (au 7ème jour des ce1 lules qui en déri - 
vent. 

(a) à partir de 1 'ensemencement des akènes. 
(b) à partir du transfert des germinations en tube. 
(c) à partir du transfert du collet des plantules de 21 jours dont la première 

paire de feuilles et les racines ont été coupées. 



3.6 Effet de la concentration des substances 
de croissance dans le milieu Mc1 

La pt-,&serice d e s  hhtx-moi-ie~; if-icitaritment. l ' A i \ j G >  
d a n s  l e  m i l i e u .  d e  q e r m i n a t i o n  d e s  p l a n t u l e s  o u  dans .  l e  
mi. l lei.\ d e  r r t a c é r a t i o n  a m é l  in!-e l e  r e n d e m e n t  e n  p r n -  
t o p l . a s t e s  v i a b l e s  ( 1 - 3 - 1 ) .  

Par ai  l l e u r s  d e s  a b s e r v a t i  o n ç  n o u s  o n t  p e r -  
m i  s d e  coîis.tater c.irte 1 é g & r e  a u g m e n t a t i  o n  d e  1. a v i  a b i  l i - 
t e  d e s  c e l l u l e s  d é r i v é e s  d e  p r o t a p l a s t e s  d o n t  ïa macé- 
r a t ~ . o n  est réal isée e n  p r é s e n c e  d ' A N A .  

L e s  e f f e t s  d e s  r & q ~ i l a t e u r s  d e  c r o i s s a n c e  s u r  
l a  v i a b i  i i t.é et. l e s  d i v i s i o n s  d e s  ce1 l u l e s  d é r i v é e s  d e s  
p r o t o p 7 .  astes crnt. d o n c  é t b  é t ~ i d i é e s  d a n s  l a p r e m i é i c e  
p h a s e  d e  cctl  t c i r e .  

3.6.1 Influence de la concentra- 
tion en AN&. 

L e s  p r a t . o p l  as tes  s o n t  c u l  t i  vés d a n s  des 
m i l i e u x  Mc1 d e  c o m p o s i t i a r i  i d e n t i q u e  m a i s  r e n f e r m a n t  

F d e s  c n r i c e n t r a t i  a n s  di . f  f  é t - e n t e s  e n  A N A  i(:),5? J., 2 , 4 ,  5 1 

7 , s  et  I(:j mg.f '> .  La R4F' est m a i n t e n u e  à 1mg.f: 
A u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  0.5 mq p a r  l i t r e  d e  

m i l i e u ,  s e u l e m ~ n t  1 3 , h %  d e  c e l l u l e s  s o n t  v i v a n t e s  a p r h  
2 j o ~ i r s  d e  c c t l t ~ i r e  ( t a b l e a u  X V I I )  . k  ce t t e  c a n c e n t r a -  
t i a n  n o u s  n ' a v o n s  p a s  o b s e t - v é  d e s  d i v i s i o n s  p a r  mitose 
m a i s  q u e l q u e s  cel l u 1 . e ~  b o u r g e o n n e n t ,  a v e c  u n  b r u n i s -  
s e m e n t  q u i  a p p a r a f t  trés v i t e  d a n s  l e  c y t o p l a s m e .  

D e  m & m e  Lin e x c é ç  e n  FINA 110 mg. f') d i  m i n u e  l a  
v i a b j .  1 i t&. D a n s  ce cas  20% d e s  p r o t o p l a s t e s  e n s e m e n c é s  
c o m m e n c e n t  2 se d i v i s e r  3 j o u r s  a p r é s  l a  m i s e  e n  c u l -  
t u r e  p u i s  ctne n & c r o s e  a p p a r a f t  t r&s r - a p i d e m e n t  e t  l e  
n o m b r e  d e s  ce1 l u l e s  d i v i s é e s  d i m i n u e  ( 13,2;%> apt-i-5 '7 
j o u r s  d e  c u l t u r e .  

La  d o s e  o p t 3 . m a l e  e n  ANA s e m b l e  ê t re  c e 1  l e  
i a p p o r t e e  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  7 , 5  mg., 1'; I e ç  c e l l e t l e s  

s o n t  e n  b a n  & t a t  e t  se d i v i s e n t  p l u s  r a p i d e m e n t .  
En i t i . r an  4ftX d e s  c e l l u l e s  se d i v i s e n t  ait m o i n s  u n e  f a i s  
a u  t r a i  si & m e  j o u r  (ce p o u r c e n t a g e  est n e t t e m e n t  s u p é -  
r i e u r  A c e l u i  d e s  c e l l u l e s  q u i  é m e t t e n t  d e s  b o u r g e o ~ s  
e t  n e  ç e m f i l e n t  p a s  d o n n e r  d e s  mict-ocals) . Au ç e p t i & m e  
.jour-, e ~ - t v i r o n  70% d e s  p r o t o p l a s t e s  m i s  e n  c u l t u r e  se 
s o n t  d i v i s é s  e t  b e a u c o u p  d e  microcals  c o m p n i r t e n t  4 
c e l l u l e s  o u  p l . u s  . 
R e m a r ~ u e  :: 

Çi o n  c o n s i  dér-e l e  poctt-~centei.ge d e  m i  n i  c a l .  E. 

f  o r m é s  à l ' i s s u e  d e  l a  d e u x  i & m e  p h a s e  d e  c u l t u r e .  o n  
. , . . a 5  s o n t  o b t e n u - .  r e m a r q u e  q u e  les m e i l l e u r s  rse 

l o r s q u e  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  r-en+ erme un  p e u  m o i n s  



Divisions 
ANA . : Viabilité :------------------------------------------------------- 

mitose (%) : bourgeonnement (%) 

Tableau XVII : Effet de la concentration en ANA dans le milieu de culture 
(Mcl) sur la viabilité (au 2ème jour) et les divisions 
(au 3ème, sème et 7ème jours) des ce1 1 ules dérivées des 
protopl astes. 
La concentration en BAP est de 1 mg. 1.' . 



3.6.2 Influence de la concentra- 
ti on en BAP 

o s  a v e r i s  c:hoi. si qc.tatt-e c o n c e r ï l r r a t i  ails de 
gg,~:' e 1 mg. 1-' i,clui est c e 1  l e  d e  1 a cytoC:: ini  rte d a n s  i e  

r r i i 1 j . e ~  d e  cctl.t,c!r.e M c 2 1  , 0 , 5 ,  2,s e t  5 i f ig .~ :  i . - 'ANG a &té 
a_ioci.té A. ces  mi l i eu:.: 5o3. t A 1 mg. 5 . - I  ( c o n c e n t r a k i  o n  d a n s  
1  e m i  1  i et..{ tlc 1 )  soi t 2i 5 m g .  T' i c o n c e r i i i r a t i  o n  d a r i n a n t  1  es 
m e j .  11. e u r s  i r&sul  tats pot-tr :La p rodc tc t j .  a n  d e  mi rii cal  c, A 
1. ' i s s c i e  d e  lzt. p h a s e  L d e  l a  c u 1 " c i r e i .  

CJr.7 r e t r o u v e  d a n s  cet te  e > : p & r i e n c e  1 ' e f f e t .  
f a v o r n b l e  d e  1  ' a u g m e n t a t i n n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  
I ' ;+NA d a  2 Ei. 5 mg.1-I ITabl .eact  X V I I I i .  Ce t a b l e a c !  + a i t  
c l a i r e m e n t  appat-a.-I '-tre qii ;ur.ie m o d i 4 ' i c a t i a n  d e  l a  
c : a n r e n t r a t i o n  e n  BUP p a r  r a p p o r t  .A c e l l e  d u  m i  1  i e u  Mc1 
n ' a p p o r t e  p a s  ci ' a m é l  l o t r a t i o n  : u n e  c o n c e n t r a t i c t r i  p l u s  
.Çaib l .e  f O , 5  mg. l' ) o u  p l u s  é l e v é e  ( 2 , s  oct 5 m g .  1-' i q u e  
l a  d o s e  h a b i t u e l  l e  n 'est pas f a v o r a b l e  car l e  pckir- 
c e n t a g e  d e  c e l l u l e s  v i v a n t e s  a u  d i v i s é e s  p a r  m i t o s e  
d i m i r ï u e  t a n d i s  q u e  l e  p o u r c e n t a g e  d e  c e l l u l e s  qui  
bourrge-iannei-it aucjmen te .  

C e s  e x p & r i e n c e s  m o n t r e n t  que les t e n e u r s  e n  
FiNFi et e n  EAP d a n s  l e  n i i l  i e u  j o u e n t  ctn rcjle i n i p o r t a r i t  
sctr  l e  niode d e  d i v i s i o n  d e s  c e l l ~ t l e s  e t  s u r  l a  
9 r é q u e n c e  d e  d i v i s i a n s .  C ' e s t  e n  p r é s e n c e  d e  5 mg. ld' 
d  ' AN& pl.i..ts 1 mg. ri d e  E{AF' qcte 1 ' a n  o b s e r v e  les mei. 1  1eeii-s 
r é s u l t a t s  : pl.cts d e  50% d e  c e l l u 1 . e s  'en d i v i s i a n  act 
s e p t i P m e  j o u r ,  l a  p l u p a r t  d ' e n t r e  e l les  a y a n t  d & j A  
e n g e n d r é  d e s  m i  c r o c a l s  c a m p o r t a n t  q u a t r e  c e 1  l u l e s  a u  
0 1. etc;. 



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Divisions 

BAP ,:ANA . Viabilité :------------------------------------------------------- 
-1 ' 

mg.1- :mg.l : (%) : mitose (%) : bourgeonnement (%) .------------------------------------------------------- 
: 3j : 5j : 7j : 3j : 5j : 7j . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

: 1 : 17,3 +2,0 : 6,5t1,0: 3,1t1,2: 3,4+0,3: 8,0t1,6: 7,5 I0,3: 4,3 I I , ~  

: 5 : 24,7 13,9 : 8,611,l: 9,9+1,5:12,6t3,0:14,5t3,0: 9,9 +1,2:10,1 +0,7 

: 1 : 60,2 15,5 : 13 k1,8:20,5t3,2:31,2t2,0:11,2+2,2:21,1 f3,9:23,9 13,5 

- - - - - - - - * - - - - - - - - * - - - - - - - - : - - - - - - - - : - - - - - - - - - : - - - - - - - - -  

: 5 : 71,5 t2,5 :30,612,9:45,417,3: 60 14,6: 9,111,3:10,3 10,6:8,3 I O , ~  

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

: 1 : 50,7 +1,7 :17,814,3:22,8+2,8:30,7+4,2:9,9 I1,1:10,8 +1,2:10,5 I0,9 

2,5 : - - - - - * - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - . - - - - - - - - - * - - - - - - - - . - - - - - - - - * - - - - - - - - - * - - - - - - - - -  

: 5 : 54,l k2,9 :12,911,7:25,213,3:41,614,5:8,9 11,2:10,4 t1,8:10,3 I O , ~  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

: 1 : 41,5 t1,8 :15,3t1,7:22,3t1,7:29,0+3,3: 8,9+1,9: 9,4 11,7:10,8 +1,8 

: 5 : 28,O 12,9 :7,1 +0,8: 9,011,1:11,811,5: 6,111,l: 7,7 I1,7: 8,4 +1,3 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau XVIII : Effet de la concentration en BAP et en ANA dans le milieu 'ILLE 
de culture (Mcl) sur la viabilité (au 2ème jour) et les 

des protopl astes. 

0 
divisions (au 3ème, 5ème et 7ème jours) des cellules dérivées 



3.6.5 Action de la nature de  la 
cytokini ne 

LE-s mndi.f:icatJ.nns de i.a c ~ n c e n t r a t s . o n  de l a  
EAF' n 'ayai-~t pias perirtl s d ' acrginenter 1.e poi.ircentage c!e 
i i e l  1. i.il. es en di v i  si on, nous avons rectierchrt- 5;. i-ine r t i i t re  
c ÿ t o k i n i n e  ne  set-ai.t pas p1.c.i~ favui-able. 

Dans l e  nii.1iei.r l'lrl., 1.2s d i . f f é r e n t e s  cytai.cl.- 
1-13. nes [ L r l a t i  ne, 2j.F', i:::inéti n e i  sont j.nçnrparées A ;  une 
cnrrcentt-at 3. an j. d e n t i  que â c e l  1. e de l a  EAP i 1 mq, i l  ? La 
c o n ç e n t r a t i u n  en ANA & t a n t  îIia.inten[.ie 5 mg. Y'. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Cytokinine : Viabilité Divisions 

(%) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 mg.r l  : mitose (%) : bourgeonnement (%) 

BAP : 76,l I 2,3 : 68,l f 2,7 : 5,6 1 1 , l  

Kinétine : 67 I 3,4 : 34,l I 2,9 : 27 i 3,2 

Zéatine : 73,3 f 3,4 : 63,4 f 2,O : 8,4 t 1,7 

Tableau XIX : Effet de la nature de 1 a cytokinine dans le mi 1 ieu 
de culture (Mcl) sur la viabil ité (au 2ème jour) et 
les divisions (au 7ème jour) des cellules dérivées 
des protopl astes. 
La concentration en ANA est de 5mg.l-: 

L-es réc,c.il tatç r Tabl  eau X 1 X i  montrent  qr.ie 1. ES 

d i  v i  si 017s ce11 u l  a l  i-.es defipendent de La natcrre de l a 
cykoi,:: inine ut3. l . isée.  f?i/eç Ca I~cj .nét lne e t  1.a F C.i f ' i  

+aj. b1.e ~tnur-ceritage de ce]. l ul es; se d i  v i  seri t  pa r  i i i i tase 
et beci.i..iti:o~.ip d s  ce l I .~ r f .es  ériiett.ent des boi.irqeens (no- 
tatnment. en présence de 1.a I - : : in&t ine) qir i  fj.ni.c.s.en.C pa r  



d é q & n & r e i - .  
LE( z & a t  i n e  p e r m e t  cJ ' aiiqmeritet-  :i e ta~.t): d e  

d i v i s i o i - i s  par m i  t a se  e t  d e  r édu i t - c i  l e  b o u r q e o n n e m e n t ,  
m a i s  el1.e n'est p a s  pli.(.., f a v u r a b l e  q u e  :i.cl BAF:'; caiÏip5.e 

d t ~  c i  bea~i r :o i !p  p l  u s  él evF- d e  l a z S a t i  i-se , n o u s  
c o n t i n u e r o n s  d o n c  B u t i l i s e r  la BAP. 

3.7 E f f e t  de la nature du protecteur osmotique i 
i 

L e s  T E - s ~ r 1 .  t a t ç  e x p é i - i  mentait:.: É t tab l  Y. s l o r s  d e  
1.a p h a s e  d e  m a c & r a t i o n  r r ion t re r i t  qcie l ' u t i  l i s a t i o n  d u  
s o r b i t o l  a u  i i e u  d u  r n a n n i , t o l  p e r m e t  d ' o b t e n i r  u n  
r e n d e m e n t  p l u s  i m p o r t a n t  e n  p r o t o p l a s t e s  u i v a n t s .  

L e  b u t  d e  ce t te  m a n i p u l a t i o n  est  d e  v é r i S i e r  
si l ' a p p o r t  d u  s c ~ r b i t o l  a u  l i e u  ciu m a n n i t o l  i n + l u e  s u r  
l a  v i a b i l i t é  et  les d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s  a u  c o u r s  d e  
1. a prerni  B ~ E  p h a s e  d e  l a  cl.\]. t e r r e .  

L e  im&rure p r o t o c u l e  e ~ ; p & r i m e n t a l  est t - e p r i  5, 

Ln p r e s s l o r r  o s m u t i  q u e  est d o n c  a ç s u r & e  a v e c  l e  m a n n i t o l  
A 8%, l e  s u r b i t o l  à 8% au les d e u x  ( m a n n i t o l  4% + 
s o r b i t n l  4%) .  

C e t t e  é t u d e  est réalisée d a n s  un  m i l i e u  d e  
cctl. titre M c  1. otr 1. ' ÉtcyuY. l i b r e  h a r m a n a l  est d e  5 mg. ].-'ci '&Nil  
et  d e  1 m g .  ]."de BAP. 

l Divisions 
Protecteur : Viabilité :------------------------------------------------------- I 
osmotique : (%) : mitose (%) : bourgeonnement (%) l 

Mannitol :70,7t 5,5 :31,9t1,5:44,6t3,5:62,0i1,8: 9,1t1,8:10,9t0,6 : 7,2 I2 ,3  , 
0,44 I 

Mannitol : 
0,22M 

t : 78,9t  1 , l  : 4 0 , 1 t 4 , 7 : 5 0 , 2 ~ 2 , 9 : 6 6 , 2 t 3 , 6 : 1 3 , 3 i 2 , 3 : 1 0 , 0 1 , 8  : 8,O 11,5 
Sorbitol : 

Sorbitol : 83,8t 1,5 :42,0t2,9:61,5k1,5:75,2&2,6: 4,320,9: 6,310,6 : 6,3 I 1 , 3  
0,44M 

Tableau XX : Effet de la nature du protecteur osmotique dans le milieu 
de culture (Mcl) sur la viabilité (au 2ème jour) et les 
divisions (au 3ème, 5ème et 7ème jours) des ce1 1 ul es dérivées 
des protopl astes. 
L*équil i bre hormonal est de 5 rng.1-' d'ANA et 1 mg.1-'de BAP. 



En u t . i l i ç a n t .  un  m é l a n g e  d e  manni t.al et d e  
s a r b i . t o 1  d l a  p l a c e  d ~ i  mani-iitcrl. seikl, l e  poi..u-centage d e  
cel 2.i-41. es v i v a n t e s  es t  p l ~ i s  i m p o r t a n t  aj.n-,j. ~ e i ~ i i  d e  
d i v i s i a n s  p a r  m i  t o z e  ( T a b l e a u  X X ?  . 

Avec l e  s o r b i t a l  a n  o b t i e n t  . ~ u s q u ' A .  83.8% d e  
c r e f .  li.tles v i v a r i t e s  et 75,2% d e  ci.' r . . '  v i  s i n n s  cel l u l  a i res  p a r  
m i  t , o s e .  

Le p a u r c e n t a g e  d e  cel l u l  es q u i  é m e t t e n t  d e s  
boctrgt--oris reste f a i  hl. e d a n s  t.oc1.s 1. es, cas.  

Ei  e n  que n o u s  n e  p u i  s s i a n s  a+ f  l r m e r  q u e  l e  
rt-~i.li.eit i"tc-!. avec. c.in é q u i . 1 i b r . e  hai-monal d e  5 i7ig.l'A d'ANA 
et  d e  1  mg.1 d e  R&\P,  e n  p r e s e n c e  d u  s a r b i t a l  à 8% s a i t  
o p t i m a l  c 'est ce m i  1. j..ecr q u e  n o u s  r e t i e n d i - a n s  pocv l a  
s u i t e  d u  t r a v a j .  3 . .  

3.8 Influence des conditions de culture. 

3.8.1 Facteurs d 'environnement. 

Notre é t u d e  p a r t e f a  s u r  les e f f e t s  d e  1 'é-  
c l a i . r e m e n t  e t  d e  l a  t e m p é r a t u r e  

13 p e n d a n t  1 a C:LI .~  t e t r e  d e s  p l  ant!.!l es dona.- 
t r i  ces 

2 )  a u  c o u r s  d e  l a  p r e m i é r e  p h a s e  d e  cu l t .u t - e  
d e s  p r a t o a l  as teç  

* Variation des différents fac- 
teurs au cours du développement des plantules 

L e s  p r u t o p l a s t e s  i s s u s  d e s  f e u i  l les d a n t  l e  
d é v e l o p p e m e n t  d e s  p l a n t c i l e s  a e u  l i e u  à d i f f é r e n t e s  
t e m p é r a t u r e s ?  p h a t o p é r i o d e s  e t  i n t e n s i t é s  d e  1  ' é c l a i -  
rement .  ( 1 . 3 . 2 )  o n t  &té m i s  e n  c u l t u i - e  a+ i n  d  ' a i ? a l y s e r  
1 ' e f f e t  d e  c e s  + a c t e u r s  s u r  l a  v i a b i l i t é  e t  l a  d i v i s i c l n  
d e s  ce]. 1 ul. es. 

Pnetr d e s  p l a n t u l e s  c u l t i v é e s  sa~ ts  c i n g  pha-  
t o p é r i o d e  d e  lhng e t  u n e  t e m p é r a t u r e  d e  24:22"C le  
p o u r c e n t a g e  d e  ce1 l u l e s  d i v i s é e s  p a r  m i t o s e  est d  ' a u -  
t a n t  p l c t ~ .  + a r t  qctc 3. ' j . n t s n s i t é  d e  1 ' é c l a i r e r r i e n t  d u r a n t  
1 e d é v e l  appeiïiei.it d e s  pl. a n t u l  es est 4ï. esée iTah1. eaii 

X X I ) .  

IJne i n t e n s i  t é  d e  1 '&cl a i  1-ement d e  4C)(lr:) I. ui: 
semb1.e l a  p l u s  a p p r o p r i é e  à 1.a c u l t u r e  d e s  p l a n t u l e s  : 
p o u r c e n t a g e  d e  m i  t.oses él e v é  179.1%) et h o u r g e a n n e m e n t  
p r e s q u e  neil i l X i  . Pair a i l  l . e u r s  crne i n t e n s i t i j  d e  l * & -  
c l a i r e m e n t  d e  250 i u x  d a n n e  un t a u x  d e  d i v i s i a n  
beaucar.!p 1:) l cts t-&du1 t. . 

Erï t a i  s a r i t  v a r  i er l a pho tap&i- i  = d e  e t  /ai.! I o. 
tempéra-tzur-E, les ce1 i u l e s  se  d i  vi. s e n t  mainfi r a p i d e m e n t  
a v e c  e1.n "rai!:.; d e  s ~ . i r v i  e mai ris i. n ipa r t  a n t  . En &cl. a i  1-emertt - 
p é r i  n d i  q u e  112: 12; d e  n n m h r e u s e s  ce1 1 u l e s  p r é s e n t e n t  



d e s  deii4:oririètt..jj(r~nr dc!. c y t o p l a s m e  ai.{ sept r i t -me -iu!..i.r d e  1.a 
cci.l:kcire? ~ 3 . 1 ~ 5  p u u ~ - r - ~ ~ . i e r i t  i n d i q c t e r  l a  r - é g & n & ~ ~ a . t : . i i c  d e  
l a  p a r o i  . . Palc c o n t t - e  e n  I.c~mi &ire c o n t i .  n u e  les 
p l - a t o p l  astes  r e s t e n t  p i i r f : a i  t e m e r i t  5.~1-1t.r Y qci.esr ., 

On r e m a r q u e  q u e  les + a c t e u r s  p h y s i q u e s  & t u -  
d i  és au c o u r s  d~.! d & v e l  ilippement de.; p l  antc1.1 es i ~..i.f:I  ten nt 
d e  1. a m f - m e  ( ~ ~ è r ~ i i & ~ - . e  5 . 1 1 ~  l e  r e n d e m e n t  d e s  p r o t c ~ p l  atiites ait 

c o u r s  d e  l a  mac&rat.j.ar~ I1 . .1 ' .2 !  e t  scir  1.~1-1.r v i . a b i l i . t &  e t  
l a  d i v i s i o n  d e s  ce1 l u l e s  au  c o u r s  d e  l a  p r e m l é r e  p h a s e  
d e  c u l  tctt-e. 

C e p e n d a n t  d e s  essais  d e  m i s e  e n  c u l t u r e  d e s  
p r o t a p l a s t e s  i s o l é s  A p a r t i r  d e s  p l a n t u l e s  a y a n t  s u b i  
c.tn pr - f - t ra j .  t e r n e n t  1 1 . 5  dai7ner'tt d e s  r k s c t l  ts.t-5 d e  
r i  et. d e  d i v i  ç ions ce] .  l c i l  a i  res s e n s i b l e m e n t  i d e n -  
t i  qcies  à ceci:.: o b s e r v & s  l o r s r ~ ~ ~ e  l e z  pl .antci l~i .cr  n e  s ü n t  
p a s  s o u m i s e s  a u  t r a i t e m e n t .  D a n s  c e  cas n o u s  r e t i e n -  
d r o n s  p r i  n c i  p a l  r?tnent 1  e r ~ n d e m e n t  i iriput-tank o b t e n i !  
ap r&c ,  un ? r . r a i t e m e n t  A 4°C: p e n d a n t  15 h e c t r e s .  

Conditions expérimentales Divisions 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - *  Viabilité :-------------------------- 
Photopériode :Température .:Intensité de : (%) : mitose :bourgeonnement 

: 1 ' écl ai rement : : (%) (%> 

: 250 lux : 67,5 +3,7 : 27,6 12,8 : 10,2 I 2,8 

: 4000 lux : 85,8 I 3 , 6  : 7 9 , l  I 1 , 4  : 1,0 I 0,2 

12 - 12 : 24 - 21°C : 2000 lux : 77,4 I 2 , 4  : 36,2 k3,O : 12,6 +2,4 

2 4 - 0  : sec : 2000 lux : 77,2 I 5 , 8  : 32,3 f 3 , 4  : 10,6 + 1,7 

Tableau XXI : Effet de la photopériode, de la température et de l'intensité de 
de 1 'écl ai rement au cours du dével oppement des pl antul es sur 1 a 
viabilité (au 2ème jour) et les divisions (au 7ème jour) des 
ce1 1 ul es dérivées des protopl astes. 



w Variation des différents fac- 
teurs au cours de la premiérc phase de culture 

- In+luence d'un choc thermique 

L..e tt-ai te i r ien t  p r t a l a b 1 . e  d e s  p l a n t u l e s  d 
b a s s e  . t e m l : ~ é r c r t i i ~ ~ e  a v a n t  1  ' i s o l  e m e n t  der ;  pi-c!topl astr;s 
n  ' é % a n t  p a s  e f  f i c a c e  sui- 3 . e ~  d i  v i s i o n s  cel l u l a i r e ç ,  
noctç a v o n s  clonc p i - acédé  a un  t r a i t e m e n t  der ;  p r o t o -  
p l a s t e s  a p r - è s  l n  m i s e  e n  c u l t u r e .  

F'ocir ce la  u n e  sér ie  d e  b o f t e ç  est d  ' a b o r d  
m i s e  à 4 ° C  ( T a b l e a u  X X I l i  p u i s  t r a n s f é r é e  A LoGC a l o r s  
qu ' u n e  a u t t - e  série est l a i s s t e  d a n s  les c n n d i .  t i  u n s  
h a b i . t u e l . l e s  ( 2 b Q C i  p e n d a n t  t o u t e  l a  d u r é e  d e  La p r e -  
migre p h a s e  i 7  j o u r s ) .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Traitement : Vi abil i té Divisions 

à 4°C (%) * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

: mitose (%) : bourgeonnement (%) 

1 nuit : 78,8 i 4,2 : 71,2 i 3,7 : 6,5 i 2,9 

4 jours : 41,4 I 2,6 : 11,l i 1,4 : 22,8 i 3,6 

Tableau XXII : Effet du traitement à 4°C des cultures de la première phase 
sur 1 a viabilité (au 4ème jour) et 1 es divisions (au 7ème 
jour) des ce1 1 ul es dérivées des protopl astes. 

Un t r a l  t e m e n t  a u  f  r o i  d f a v o r i  se  1 é q é r e m e n t  
l e s  d i v i s i o n s  p a r  mitose i / l , P %  au l i e u  d e  & & , & X i .  Mais 
l a  v i a t : t i l i t &  celli-ilaire n e  semb1.e p a ~ .  ë t re  i ~ ! o d i . t i é e .  

Un pau;c,c?qf- à 4 ° C  p e n d a n t  el .joui-.s e n t r a i r i e  
p a r  cc.in?:~'.e 1s m o r t  d ' e n v i  rc?n 60:: d e  pr-atopJ.  astt3.s 
er i r ,emencts . ,  l..e p o u r c e n t a g e  d e  d i  v i  s j . a n i  par- m i  t o s e s  
d i  ni% n ~ . t e  t r è u ;  rccp:i. demerit. e t  l a p l  c i p a r t  d e s  c e l l  ctl es 
I~oc i i -gennnen t  : el les & m e t t a n t  cri-i n u  p l  ~ t s i e~ i r s  r e n f  1  e- 



mentzs d o n n a n t  n a i s s a n c e  A d e s  s t ruc t t . . i r ec ,  e n  c h a f . n e t t e 5  
q u i  d é q & n é r e n t  r -api  d e m e n t .  

- In+ luence de 1 a période d'éclairement. 

T o u t e s  1. es b o f - t e s  enc=,erriencbec; s a n t  p l  acées 
d a n s  cine c h a m b r e  c l ima 'c i c jue  A 2b°C';. Un p r e m i e r  l a t  est 

.-l 
- 

&cl ai. r é  (250 lu;.:, ~ 4 :  C)i un s e c o r ~ d  l o t  est m a i n t e n u  é? 
1. ' a b s c ~ t r i  t& p e r t d a n t  s e p t  i o i i r s ,  un t r o i s i P m e  l o t  e s t  
ï a i  si,& ej.  I ' n t ? ~ c ~ i r i  t& p e n d a n t  deu:.: jat..ir-.; pui s t r a n s - i é r é  
A 1.a 1 . m 1  e t  r e 5 o j . t  l e  m e m e  é c l a i r e m e n t  q u e  l e  
pre tn i  er- . 

L e s  m e i l l e u r e s  c o n d i t i o n s  d e  s u r v i e  e t  d e  
d i v i s i a n  d e s  c e l . l u l e s  s a n t  ce l l es  oh l a  p é r i o d e  d ' n b -  
s c u r i t é  est l a  p l u s  l o n g u e  ( T a b l e a u  X X L I I ) .  

Pai i r  u n e  p é r i o d e  d ' & c l a i r e m e n t  d e  7 j a c i r s ,  
:I. e tait?: d e  d i  v i  si o n 5  ce]. 1  u l  a i  res d i  m i  n u e  y un 
j a u n i s s e m e n t  a p p a i - a r t  d & s  1  e t i - . ç i i s i & m e  jtlirr d e  c u l t u r e .  
L e  p o u r - c e n t a g e  d e  c e ï  1  u les ;  m o r t e s  a i tgmente  al. ors  paut- 
a t t e i n d r e  p l u s  d e  7 O X  a p r é s  l e  s e p t i h e  j eur  d e  
c u l t u r e .  T a n d i s  q u ' u n e  p é r i a d e  d ' a b s c u r i  t é  d e  d e u x  
j u i i r ç  p e r m e t  d e  r e t a r d e r  n e t t e m e n t  l a  ri@crcose d e s  
c e l . l u l e s  e t  d ' a u g m e n t e r  le  t a u x  d e  d i v i s i o n  p a r  
m i  tase.  

Durée Divisions 
d'obscurité : Viabilité .__________________------------------------ 

(jours) : (%) : mitose (%) : bourgeonnement (%) 

Tableau XXIII : Effet de la durée de l'obscurité au cours de la première pha- 
se de culture sur la viabilité (au 2ème jour) et les divi- 
sions (au 7ème jour) des cellules dérivées des protoplastes. 



- Influence de la température 

L e ç  b u f ' t e s  en-enienc:&@~; ~ c l n *  ~ c t ~ m j .  5e-r & 
d i  f . i :&iientez. t empéi -a tc r r -es  p e r t d a n t  7 .iciut-s A. l I ' u b ç c ~ i r i  té .  

Température : Viabilité Divisions 
("Cl (%) .------------------------------------------ 

: mitose (%) : bourgeonnement (%) 
: 3 jours : 7 jours : 7 jours 

Tableau XXIV : Effet de la variation de la température au cours de la 
première phase de culture sur la viabi 1 Sté (au 2ème jour) 
e t  les divisions (au 3ème et  au 7ème jours) des ce1 1 ules 
dérivées des protopl astes. 

L e s  i r & s ~ t ï  t a t e  i T a b  ï e a u  :XX I V )  mantrer - i t  uu. ' u n e  
.tenip&r-air!. ..tt-e d e  15°C n  ' es t  p a s  a d a p . t & e  A l a  c u l t u r e  der ;  
p r o t o p %  aster; d e  &.Lm. L ' o b s e r v a t i a n  rCi-qetl iére d e s  cul - 
t u r e s  p e n d a r i t  les  s e p t  p r e m i . e r s  joitrs 1-1 ' a  p a r  pei-rn1s d e  
c o n s t a . t e r  rjecr d i  v i  si a n s  cel 1. c!l a i  rec,. L e s  p r o t a p l  a c . t e s  
se r - i . ? ~ . s e m b l e n t  rt dat-is l a  p l u p a r t  d e s  cas  $ a r m e n t  d e  
ncimbt-eid:.: nma.s d e  p l  c ts i  e u r s  e l .  De p l  us ces  

-. i c i l e s  e t  aqql u t i  na2-i. a r i s  r e n d e n t  i es c o m p t a g e s  tri%= d i  i:f .' 
n a n  f i  a b 3  es e t  l a  d é t e r m i  n a t i o n  des pour- .centac tes  
i rrtpossi b 1. e. 

.- . s r  l  e cu.1 tu.:-eç ç a n t  s o ~ i ~ i i .  ses Ci. une tempe-.  
r a t u r e  d e  22" C les d i v i  s i o n ç  c e ?  l u l  a i  t-es ne commencen t  

a p p a r a f . t r e  qu';ipr&s c i n q  & ri:.; icjui-5. A l o r s  qu'Ci 5!3*C 
tr-ais j a e ~ r ç  s c t f f i s e n t  p o u r  que Li!:):!, e n v i r a r 7  Lie ç e ï l ~ t l e ~  



çf- d i  vi. s e r i t  p a r  m i  t l o s e .  Ui-I rerriat- yc-te S q a l  e m e n t  q u e  d a n s  
ce c a s  l e -  p n ~ t r c e r i t c i . q e  d e  cel l ~t.1 es q~i . i  1:~ocirqeanneri t  est. 
érèç # a i b . j . e .  

l 3.8.2 Mbthades de c u l t u r e .  

* In+ l u e n c e  des échanges  gazeux. 

P o u r  ce t t e  e x p é r i e n c e  u n e  sér ie  d e  b o f t e s  
est scel l&e avec d u  ps.1-adiim. CJrt a u t r e  l o t  rturi s c e l l g  
est p l  acé d a n s  d e s  b o c a u x  p r é a l  ab1 e m e n t  s t&r  i 1  i ses. L e s  
bocai..tr: cont:enwi-it le-; b o f  ter  o ~ t ~ e l ~ t e s  s a n t  a l  o r s  r c e ï  lés 
avec u n  r-uban d e  p a r a f i l m  et  p l a c e s  d a n s  les  mgmes 
cand i .  t j . a n s  e : . : p&r imen ta ï  es qcle les pi-&c&dç.lnter.  C e t  
essai est réal js& 4 1 ' ~ t j ~ ; ~ ~ i r i . i - &  &. S(:)IC e t  22"'"" L m  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Divisions 

Conditionnement : Température : Viabilité :----------------------------- 
des cultures ("cl (%) : mitose : bourgeonnement 

: (%) (%) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Boîtes de Pétri : 30 i 1 : 78 14,O : 70,3 12,4 : 5,2 I 0,8 
scellées avec :----------------------------------------------------------- 
du paraf i lm : 2 2 1 1  : 54,3 t4,8 : 16,2 +3,0 : 26,l 1 3,3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Boîtes de Pétri : 
placées dans : 30 i 1 : 40,5 f3,l : 30,8 f5,l : 4,2 I 1,5 
des bocaux * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

scellés avec du : 22 i 1 : 41,2 i3,4 : 12,6 11,8 : 32,2 I 2,9 
parafilm 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Tableau XXV : Effet des échanges gazeux (à 30 et à 22'C) au cours de la 
première phase de culture sur la viabilité (au 2ème jour) 
et les divisions (au 7ème jour) des ce1 lules dérivées des 
protopl astes. 

On r e m a r q u e  ( T a b l e a u  X X V )  q u e  l a  v i a b i l i t é  
et ;.es d i v i r i a n s  d e s  c e ï  f . u ' i . e s  p a r  mi."iae e u n t  p l u 5  
i m p o r t a n t e s  q u a n d  les  c u l  t u t - e s  s a n t  réal  i. s&r~s, d m  dec .  
b a p t e ~ ;  ;ce], i &es a.vec dtt p a r a f : i  1171 et  qtie I es d i  t ?&r -enc t -5  
sant p l u s  n e t t e s  B T Q S C .  I l  est p o ç s i b l e  q u e  d a n s  ces 
concfi .tj. ni-iri 1. ' & v a p o r a t  l or? tic! triï 1 i et! sa i  t p l  tis j. mgur" . tan te  
et da r i c  l a  pi-esrir-tn osmati q~tcl  d a n s  l e  m i  1  i e u  a u q n e n . t e  
p r a g r  essi vernent  . 



L o r s c i u e  l a  .k t -mpé i~~a t t t r e  est ~ l r t c l  +a i  b l i -  l a  
v i a b i l i t é  d e s  c e l l u i e ç  d i m i n u e  et  o n  ç a n s t a t e  q u ' u n  
p l  c . t s  gi-arid p o ~ i r c e n t a g e  d e  ce]. l u l  es bourgeanr t c ln t  d a n s  
les  d e u x  cas.  

* Influence du valume des 
çultures e t  du type de boFtes d e  Pétri .  

rdwus a v o n s  u t  i. 1. i c j é  cieu:.: t y p e s  d e  b o f - t e s  d e  
F ' B t r i  e n  mat ié re  p l a s t i q u e  ci'cin d i a m è t r e  d e  55 mm. 

Ijaris :L ec, b a i " t e s  d e  c c i l t ~ t r e  " p o l  y s t y r é n e  
c r i s t a l "  i l  n ' e s t  p a s  p o s s i b l e  d e  r é p a r t i r  d e  façon 
u n i - a r m e  d a n s  l e  + a n d  d e  l a  I3wPte m a i n s  d e  2.5 m l  d e  
m i  ï. i e c . t  d e  c c . t l  t u r e .  

P a r  c o n t r e  d a n s  le5 b a f . t e ~ ;  de c c i l t ~ . . t r e  
"L.CIXL0Nu 1.a ter- is i rsn s u p e r - f j . c i e l l e  est d i 3 : f é r e n t e  e t  ori 
p e u t  f  ac i 1 e m e n t  é ta ler  t.tn v o l  t i m e  d e  rïii 1. i eu. d e  c u l t u r e  
n e  d é p a s s a n t  p a s  l y S ml.. 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Volume des cultures Divisions 
e t  : Viabilité :----------------------------- 

Nature du plastique (%) : mitose : bourgeonnement 
: (%) (%) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

P : - - - 
195 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L : 90,l i 1,2 : 82,O i 2,9 : 2,O i. 1,l 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
P : 73,5 i 4,8 : 65,l t 4,l : 4,2 i 1,l .. 

2,5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
L : 79,5 i 2,O : 69,2 i 1,7 : 2,5 i 0,8 

*_-- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

P : 40,l i 6,3 : 41,2 i 4,4 : 3,l t 0,5 

335 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
L : 47,2 i 2,5 : 38,3 i 2,6 : 6,4 i 0,8 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
P : 35,6 i 3,4 : 28,7 i 1,6 : 4,3 i 1,4 

4,5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
L : - - - 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau XXVI : Effet du volume mis en culture e t  de l a  nature du plastique 
constituant les boîtes de Pétri sur l a  viabilité (au 2ème jour) 
e t  les divisions (au 7eme jour) des cellules dérivées des proto- 
pl astes. 

P : Boîtes de culture "Polystyrène cristal" 
L : Boîtes de culture "LUXLON" 
(-) : Culture non réalisée. 



L e s  r é s u l t a t s  iTab1eai-i  .A.XVI) "" '  m o n t r e n t  
q u  ' i n d é p e n d a m m e n t  d e  l a n a t c t r t .  dct p  1  a s t i  qi ie  consti:kctant 
1 e s  b o î . t e s  d e  P e t r i  l a  v i a b i  3. i t &  @et l es  c i i v i s i o n c ,  
c e 1  1 c t l . a i r - e s  çoni-. d  'eicttartt  g l u s  i m p o r t a n t e s  qite l e  
v o l u m e  m i s  e n  c u l t u r e  es t  f a i b l e .  Ç i  e n  u t i l i s a n t  les 
bof : t e s  cie ci.\] turc " L l J l i LC ih i "  an n ' o b s e r v e  p a s  d : a m i - l  i o- 
r a t i o n ,  p a r  c o n t r e  c:es c o n d i t i o n s  p e r m e t t e n t  l a  m i s e  e n  
c u l  titre d ' !.!ri v a 1  ~.!rrie b e a ~ t c o ~ t p  m m 1  n s  i tnptx-tant  . Dans  ce 
cas l e  p a u r c i e n t a g e  d e  cel l u l e s  v j . v a n t . e s  a t t e i n t  j u s q u  ' S .  
'30%. C e t t e  dirrii r r u t i u n  d e  X a ntortal i t é  p e u t  é v i t e r  
l ' a p p a r i t i o n  d e  p r o d u i t s  p h & n a l  i q u e s  et + a v o r i s e r  l e  
rria3. n t i  e n t  di.! bcnn & k a t  d e s  c l  1 . 1  5 e n t r a n t  Ein 
d i . v i . s io i7s .  

3.9 hmél ioration du rendement de la premigre 
phase de culture : bilan. 

Au t . e i - m e  d e  ce t t e  p r e m i é r e  p a r t i e  cle n o t r e  
t r a v a i l  i l  n a u s  a s e m b l i -  u t i l e  d e  f a i r e  u n e  e : . : p e r i e n ç e  
oi:i tacts 1  es p a r a m é t r e s  & t u d i  és s a n t .  p o r t é s  à 1  e~ t r  
a p t i r n u ~ i ~  l e s  résct.1 tatcs d o i v e n t  noctti peiprnet t i -e  d ' a p -  
p r é c i e r  les a m & l  i o r a t i  o n &  a p p o r t é s  à 1  a cc1.1 t e r r e  d e s  
p r o t o p l  astes d e  C.i .  
SAb::.Çl: et ses col l a b m r a t . e u r s  I l i7E&)  o n t  m o n t r é  q u e  l a  
c o n c e n t r a C i  a n  e n  s a c c h a r o s e  j o u e  u n  r&l e i m p o r t a n t  a u  
c o u r s  d e  1.a p h a s e  i n i t i a l e  d e  cu1 t .w-e .  A f i n  d e  v é r i f i e r  
aiMi p r e a l a l i l l e  les e t f e t c ,  d e  ce +actetir d a n s  les c o n d i -  
$ i o n s  q u e  n o u s  a v o n s  m i s e s  a u  p o i n t . ,  n o u s  a v a n s  réal  is& 
1 ' e x p é r i e n c e  avec  t r o i s  m i l i e u x  r e n f e r m a n t  r e s p e c t i v e -  
ment :  1,25; 2 ? 5  et  5 g . 1 ~ ~  

Sacchqrose : Vi abil i té Divisions 
(gel- ) : (%) .------------------------------------------ 

: mitose (%) : bourg&nnement (%) 

Tableau XXVII : Effet de la concentration en saccharose dans le milieu Mc1 
sur la viabilité (au 2ème jour) et les divisions 
(au 7eme jour) des cellules. 
L96quil i bre hormonal est de 5 m g . r 1 d s ~ ~ ~  et 1 ntg.l-'de BAP ; 
le protecteur osmotique est le sorbitol à 8 %. 



- i 
A u n e  c a n c e n t r a t i o n  d e  1,s cj.1 d e  s a c c h a r o s e  

l e  p o u r c e n t a g e  d e  d i v i s i o n  p a r  mi tase  est s u p é r i e u r  à 
c e l u i  o b s e ~ - v &  l o r s  cie 1  ' u t 1  l iscit ic3rt  d  ' u n e  c o r i c e n t r a t i o n  
deci.:.: + o i s  p l u s  i m p o r t a n t e  ou. deci:.: S o i s  p l u s  f a i b l e  
< T a b l . e a c ~  X X V I I )  . Cependai- i t  l a  v i a b i l  f i t &  c e 1  l u l a i r e  a.ii 
dei!:.:i.érrte jriinr d e  c u l - ~ i r e  est t i -Bs Pei.! a f  f ectee a v e c  cine - : 
l egere a r n é l  i. o r a t i .  o n  à 2,s  g .  l . 

par  a i  l l eco-c=, d e s  a b s e i ~ v a t . i  013s d e s  c:i:l Siifrec. 

e n  p h a s e  1 a u  d e l à  ciu d i x i è m e  jour m o n t r e n t  u n  b r u n i s -  
s e m e n t  d e  l ' e n s e m b l e  d e s  c e l l u l e s  d i v i s e e s  a u  rian e t  un 
,jailtni. r;setneri.lzt dci ni i  l i e u  Mc 1. C e c i  est d  ' a u t a n t :  p l  us in!-- 
p0i~ti3n.l- sue l a  c a n c e r \ t r a . t i o n  est  plimir, é 1 e u é e .  Une c o n -  
c e n t r a t i c ! r i  d e  1.,25 g.1" p e r m e t  de u-et.ai-der n e t t e m e n t  
ce t t e  r i & c r . a ~ . e .  

Cs p a r t i r  d e  I . ' e r i s e r n b l e  d e s  r & s ~ i . l t a l i s  e:.:pé- 
rimen.kau.:.: r a p p o r t e s  .jcrsqi-i'ic.i.: 

- c:ul kt-ire ries p l a n t c i l t i r .  
.- g t r é p a i r a t i  o n  ct pcrrj.f i c a t i o n  d e s  p r o t o p l a s t e s  
- d i v i s i o n  d e s  ce1 l u l e s  q u i  e n  s o n t .  i s s u e s  

e t  e n  r e p r e n a n t  les c o n d i  t i o n s  o p t i m a l e s  p a i i r  c h a q u e  
p a r - a m e t r e ,  n o u s  a v o n s  réal  is& d e s  c u l t u r e s  d o n t  les 
p r o t o c o l e s  ç a n t  p r & s e n t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  X X V I  I I .  
------------------------------------;---------------------------------------- 

: Tissus : Prétraitement : Macération : Purification : Culture 
: donneurs : des plantules : : (phase 1) ............................................................................... 

:(Cf. Matériel : : Po avec : ~ ) C O U S $ ~ ~  de : Mc 1  
: et Méthodes) : : Sorbitol 8% : saccharose : 

: (au 1 ieu du : Po avec 
: mannitol 8% : saccharose : (au lieu de 

: mannitol 8%) 

:Caylase-M2 : : et CaCl 
:0,5 mgfml : (au lieu du : 

: mannitol 8%): 

(16-8, 24:22'~I Obscurité : Obscurité :a)(100g, 20mn):.lY5ml de la 
4000 lux) : pendant 15 h : pendant 5 h : :suspension de 

: a 4'C : a 30'C : b) (1009, 10mn) :protapl astes 

. . :. Botte de 
: culture . . : "LUXLON" 

:. 7 jours 
:d'obscurité 
:1 nuit à 4'C 
:puis a 30'C 

Tableau XXVIIl : Conditions optimales de milieu et d'environnement de prépara- 
tion et de culture des protoplastes foliaires de C.1. . 



Viabilite tvî i tose Bourgeonnement 

Figure  7 : Evaluat ion <en % Dar rapoor t  aux ~ r o t o o l a s -  
tes  ml s en cul tu re )  de 1 a  u i  ab1 1 I t e  des 
pro top las tes  au deuxieme Jour e t  des d i u i -  
stons par mitose e t  par bourgeonnement au 
septleme jour  de c u l t u r e .  

C o n d i t i o n s  i n i t i a l e s  

Condit ions opt imales 

a a l ~ s  ce-, candi .k : i i ins  les  : 1  se d i k / i ~ ~ i ~ . t  triirs 
r a p i d e m e n t .  t es  p t - e m i é r e s  mitoses  a p p a r a i s s e n t  dPs le 
deu:.:i&me ,jour- d e  i=ul.izur(z (Planci-1s I I  P h o t o  i 1 . E:nvirori 
L - - .  ...r[.>L, d e  c e l l u l e s  5e d i v i s e n t  a u  tn- i ins  u n e  f o i s  a!-\ 
c inq \ - i i  Brne jouir et  bractcacip d e  m i  ci-ocal s c a m p o r t r - I Ï ~  4 
r i e l l u l e s  i~ci plci:'+ ( P l a n c h e  IL ,  P h o t o  4 ,  5) .  &ci !septiSlne 
j u u r  @:)Y, d e  p r - a t o p l a s t e c ;  i e n  c~ilt .~!r-e SE snn'iz 
d i v i s i + s ,  l a  p l u p a r - t  d e s  miçraçals f o r m & s  c a m p o r t e n t  El h 
12 cel l u l e s  !F'lanntit- 1 :i , i3hnt.o 6, 7:)  ,. 

En c o m p a r a n t  a v e c  les c a n d i t i o n s  i n i t i a l e s  
(Fiq i - i re  7 )  , 0i .7  s 'aperc ;o : i . t  que l e  pour t=en . t aqe  d e  
pu-atcoplaci tes  v i v a r i t s  aci deu:.:i@itie ~ o L ! I ~ .  de ~ ~ i - i l t ~ i r ~  e s t  
mcil.t:ipl iç l  par- "14. Le prsurizert.kage de cel : lules d i \ , / i s . & e ~ .  
par m i  k a s e  a u  s e p t  i & m e  joi.ir est niul.ki p î  i C- palp 4 ,  
s i  rnuI .k arit2cnsn.k 1 ..= i L. p iw. rcen . t age  !Je cel l cil es 17 t.i i 
l-~actrgear-ic-ier~~k est 17 f o i s  p:lt-!s Fa i i - J l r .  





4 FACTEURS CONTROLhNT L'OBTENTION DES MINICALS 

Nous n o .  s o m r r i i s  prc:poçéc. ci ' é t u d i  er d a n s  
ce t te  p a r t i e l  l e  d e v e n i r  d e s  c e l l u l e s  ï l i v i s é e s .  al.! coiti-E. 
d e  l a  p r e m i é r e  p h a s e  d e  c u l  tz i - i re ,  d e  m a n i é r e  A a r i a lyse t -  
l es  e f f e t s  d e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r - s  e t u d i & s  sur l a  
c r o i  s ç a n c e  d e s  mi. i-iicaf. S. 

P a r a %  l él ement  n o u s  a v o n s  e s s a y é  d  ' a m e l  i o r e r  
l e  mi. 1. iec!  e t  1 'envit-orbnenient d e s  ceil t u r e s  a u  c a c i r s  d e  
l a  s e c o n d e  p h a s e .  

Le  r e n d e m e n t  e n  m i n i c a l s  sera d é t e r m i n é  e n  
v a l e u r s  r e l a t i  v e 5  I X )  p a r  i - a p p o r t  au>: p i - o t a p l r s . s t e s  m i s  
e n  c u l t u r e  e t f o u  p a r  r a p p o r t  aux c e 1  l u l e s  d i v i s é e s  a u  
s e p t i é n i e  j o u r  ( f i n  d e  l a  prt"mi&iPe p t ~ a s e : ) .  

4.1 In+ luence de l 'origine des protoplastes 
et de la dilution du milieu Mcl, 

L e s  p r o t o p l a s t e s  p r o v e n a n t  d e  d i f f é r e n t e s  
a r i g i n e s  ( c o t y l . é d o n s ,  f e u i  l les c o t y l é d a n a i r e ç ,  p r e m i é -  
re  et  deu:.:iéme p a i r e s  d e  f e u i l l e s ;  F i q . 3 )  s o n t  t r ans i+&-  
rés a p r é s  / joi-trs d e  c u l t u r e  e n  p i - é l e v a n t  cine p a r t i e  
a l  i ~ ~ i c ? ' k e  d e  1. m l  q u e  l ' a n  é t a l e  à l a  s ~ t r t ' a c e  d u  m i  1  ielr 
Mc2. 

D ' a u t r e  p a r t  a f i n  d ' e s s a y e r  d ' é v i t e r  l a  d&-. 
t é r i o i a t i a n  d e s  microca1.s p a r  les  p r o d u i t s  ph&nol. i q u e 5  
l i b é r é s  pat- les c e l l u l e s  n & c r o s é e s  d a n s  l e  m i  1  l e u  Mc1 , 
n o u s  a v o n s  p r o c é d é  A u n e  d i  l u t i o n  d e  ce  m i  l i e u t  a v a n t  
t r a n s f e r t .  

C e t t e  d i l u t i o n  est réalic;&e a v e c  ctrl m i l i e u  
q u i  n e  d i f f e r e  d u  m i l i e u  Mc1 q u e  p a r  l a  c o n c e n t r a t i a n  
d u  q a n n i f o l  r é d u i t e  d e  m o i t i e  ( 4 C )  q. le' a u  l i e u  d e  BU 
q.1-1 u n  volcime d e  ce m i l i e u  & t a n t  a j o u t &  A un é g a l  
vo lume  d u  m i  1 i e u  r-enf e r r n a n t  1  es p r a t o p l  astes, a u  
ç e p t i g m e  j o u r  d e  c u l t u r e .  

P o u r  les f e u i l  le%. c a t y l é d o n a i r e s  e t  1s p r e -  
m i é r e  p a i r e  d e  f  e u i  l l e s  p r é l e v é e s  s u r  d e s  p l a n t u l e s  
a q é e s  d e  1.5, 2 e t  28 j o u r s  d e p c i i s  l e  i-epi yciaqe d e s  
a k é n e s  g e r m é s ,  l e  r e n d e m e n t  e n  m i n i c a l s  est  d  ' a u t a n t  
p l u s  é l e v é  q u e  les  p l a n t u l e s  e ! t i l i s é e s  s o n t  ple1.s 
j e u n e s .  Le  m e i l l e u r  r é s u l t a t  ( 1  ?9%) eçt o b s e r v é  a v e c  
l e s  p r e m i Q r e s  p a i r e s  d e  f e u i l l e ç  d e  15 j o u r s ,  

On r e m a r q u e  c e p e n d a n t  q u e  les  c o t y l é d o n s  is- 
s u s  d i  t - e c t e m e n t  d e s  s e m e n c e s ,  n e  s o n t  t a v a r a b l e s  
q u ' a p r é s  I I  j o u r s  d e  g e r m i n a t i o n .  D e s  c o t y l é d o n s  t r&s  
j e u n e s  ii*i.t aqés m n r i t r e n t  ctn p o e r r c e n t a q e  pl. u s  f  ai h l  e e n  
m i  n i  cal. s. 

L ' e t ' f ~ r t  béri&f j. q u e  de5 . p l  a n t i i l  es; je~irit-s E E . ~  

observe5 é g a l e m e n t  a u  n i v e a u  d u  col 1  e t  r i i p i  q u é  { T a b l e a i '  



X X I X )  i l e  p a u r c e n t a g e  a u g m e n t e  u u a n d  les s e c a n d e s  p a i -  
t-es d e  i l l  u ~ i i i l i s é e s  s u r i t  p r ç 5 l e v é e s  s \ - \~  cies 
p l a ~ - i t ~ l ~ l s  1.5 j o u r s  ap rg - i  3.e r e p i q t - { a q e  di-i c c o l . l e t .  On 
nc-,'te é g a l e m e r i t  q u e  c e  ~ i o i - f . r . c e n t . a q ~  est supév-iectl-  à ceiit i  
o b k e n u  a v e c  1. a 12remi. i-r-e -ai r e  d e  f euj.  l l es pi-él  evéj-ec: s u r -  
desi p l  ariti..il es ? 28 j a ~ t r s  a.pr. . .é~ I E! ; -epi  qc!acje d e s  a k : : è n e s  
get-,riés dan.; les éubez . , ,  

M ~ S F Z S  A p a r t  l es  di . t '+&~-enrr .es  d e  p u u r c e n t a g e  
d e  m i n i c a i s  e n t i - e  leci + e u i . l  les d e  d i f . f é r e n t r  n a t u r e ,  
le5 a t i s e r . v a t i c ? n ç  m a n t r e r ~ t  que d a r i s  l e  cas  c l e s  c ~ ? t y I & -  
d o n s  e t  d e s  f e u i  1. les  c a t y l & d a n a i  reej 1.e dlar r iè t t -e  d e s  m i -  
r  à :ia c inq\ - ! ième sema inc i  a p r è s  %t-~tn%Ser- t  v a r i e  
trcls pcii-t ( 4  mm e n  n iayennei  . R{-tant au:.: m i n i c a l s  d&r . j .v&s 
d e s  p r o t u p L a s t e s  -Fol isires Il. e t  2 p a l i e . e s i  , i 1 s  p r é s e r i -  
t e i - i t  li.rte Itéttit-.c:.iy&n&it& i m p o r t a n t e  a u  n i  v e a u  d e  1 ~ ~ i r  
t a i l l e  ( d i a m è t r e  v a r i a n t  d e  1 A S m m ) .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Rendement en minicals 

Origine des protoplastes : par rapport au nombre de protoplastes 
vivants mis en culture (%) ---------------------------------------.--------------------------------------- 

Nature des f eu i l l e s  : Age des cultures : Transfert sans : Transfert après 
(.jours) : dilution de Mc1 : dilution de Mc1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

7 176 198 

Cot j l  édons 

15 097 192 
Feui 11 es 

cotyl édonai res  : 2 1 0,5 0,6 

15 179 , 1,7 
lè re  patre 

de 2 1 1 7 3  1 7 5  
feui 11 es 

28 074 095 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2ème paire 21 + 15 0,9 O , 9 

de 
f eu i l l e s  21 + 21 074 0,6 

Tableau XXIX : Effet de 1 'origine des protoplastes e t  de l a  dilution du 
milieu de culture (Mcl) sur l e  rendement en minicals à l a  
f i n  de l a  phase 2. 

L'âge des "cotylédons" en jours depuis l e  semis des akènes ; celui des 
feui l  l e s  en jours à p a r t i r  du repiquage des germinations aseptiques, 
s o i t  7 jours après l e  semis. 



L.a d i l u - L i o n  d u  m i l i e u  ait s e p t l é m e  .jç,nv- d e  l a  
c u l t u r e  n ' a m é l i a r e  pas l e  p o u r c e n t a a e  d e  m l n i c a l ç  
que l1 .e  qi.ie s o i t  l e u r  u i r i g i n e .  -. 

Noc.ts r e t r o u v e t - c ) n s  i-ic!r!c e n  phase ,i l e s  dj. f - 
+kt-eni -es  d e  compat-.temei-it e n t r e  !.es i 3 r o t o p I a ~ t e s  d e  

t e r  t ici.!l:i .er,  : i l  ayzpat-.aSt q u e  d i f f & r e n t : e s  ~ i .  Ki-I F : - " ' .  
l a  n a t u i - e  d e s  pr-emi &{-es d i  v i s i o i - i ~ .  d&te rmi .  ne l e d e v e n i r  
des m i  c r c ~ a l .  s e n  f  o r m a t i  a n .  Un m e i  l l e u r  p o u r r e n t a q e  d e  
rnj. t o s e  crntt-a.Tne tnu..:iours i.tn m e i  l l eur- r endemer i t  e n  m i  n i  - 
c a l s  et  i n v e r s e m e n t  lai-sqcte l e  pocii-centaqe d e  c e 1  I u l e s  
se d i  vle;an.k p a r  b o u r g e o r i n e m e r -  ac. \qmente,  l e narnkit-e d e  
m i n i r a l s  d i m i n u e  treç f  ortemen.L.. 

4.2 Action de la nature de la gélose dans le 
milieu Mc2 

L e ç  c u l t u r e s  d e  c e l l u l e s  s o n t  é talées à ra i -  
s o n  d e  I m l  à l a  s u r f a c e  d e s  m i  l i e u x  Mc2 d e  mBme cumpo- 
s i t i o n  m a i s  d i f f & r a n t  p a r  l a  n a t u r e  d e  l a  g é l o s e .  

L e s  a g e n t s  g é l i f i a n t s  s u i v a n t s  s o n t  u t i l i -  
-.scsç : 

1 - B a c t o - A g a r  iJ21.f c o l ,  p r é s e n t  d a n s  Le m i l i e u  
M c 2 .  

2 . A g a r  PJohle (K) i fco i  
S. A g k r o s e  F'owder iE i  o-Rad) 

A f i n  d e  c a n s e r v e r  l a  m e m e  d u r e t é ?  l e  Hacto-Agar e k  
l ' q a t -  Noble  s o n t  u t i l i s & s .  à 7;X t a n d i s  q u ' u n e  con-  
c e r i t r a t i û n  s ~ r p é r i e u r e  d e  4% est n t i c e s s a i r e  d a n s  1~ c a s  
d e  I  ' A g a r o s e  F'cswdei-. 

F ' a ra l  l t i lement :  l e  t r a n s f e r t  est a u s s i  r é a l i s é  
d a n s  l e  m i l i e u  M c 2  l i q u i d e .  La c u l t u r e  d e s  c e l l u l e s  est  
a l o r s  dilc.tÇ-e c i n q  f o i s  p u i s  un voïurne d e  4 <3. 5 m l  d u  
m é l a n g e  est v e r s é  d a n s  d e s  boS.t.es d e  P é t r i .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Rendement en min i cal s 

Agent gélifiant : par rapport au nombre de : par rapport au nombre de 
: protoplastes vivants mis : cellules en division au 
: en culture (%) : 7ème jour (%) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

3 % Bacto-Agar 2, 1 2 , 5  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

3 % Agar-Noble . 3,o 3 , 6  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

4 % Agarose-Powder : 3,8 4 ,5  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

O (milieu liquide) : 

Tableau XXX : Effet de la nature de la gélose dans le milieu de 
culture Mc2 sur le  rendement en minical s à 1 a fin 
de 1 a phase 2. 





Er-i compat -an t  a v e c  l ' é t a l  ement .  d e s  ci-1.1 t c i r e s  h 
1s r .  dei. m i l i e u  H c f  q é : i o s é  i T a b l e a c ~ .  X X X T ) ,  l ' i n -  
coi-'pr_i~.airi.ori d e  ces der r i3  clres d a n s  l a  qéJ. cise r i  sa. 
?no3.3.trli.&:ic:a.l:i~2r-i d i n i i n u e  1.e tau,. :  d e  5el.t-vie d e s  mi r i i ce i l ç .  
La çi.ü.i ': %... i es t  I.n.kerro(n/::)c\e pe i i ç  l a  p i c i n a r t  cies. 
mi. n i  c a l s  u l . t é r i e u i - s  b r u n i  sserit e t  se n é c i p o s e n t  a p r e ç  Lin 
m o i .  s . 

L ' a i i q m e n t a . t i o n  d e  l a  cluan.kiir& d e  m i l i e c i  !'ici. 
iPen.filrmai-1.t ].es c e l l . c r l e ç  (4i:)X) oc1 l a  d i m i n u t i o n  i l i l % )  n e  
~ ~ i i - l i i c ~ t t ~ - ~ - i t  p a s  d ' a m t - l i ü r e r  i e  t a u > :  d e  sc i r -v i e  n i  la 
dé l r e lop13emen t  d e s  n i i  n i  cal  s. 

4.4 Effet de la culture en double couche su- 
perposée. 

L o r s  d e  l ' e s s a i  p r t - c é d e n t  , l e brc in i  s s e m e n t  
d e s  m i n i c a l s  e t a i t  p e u t - M t - e  da à l e u r  i n c o r p o r a t i a n  
d a n s  cine coc i che  d  ' é p a i s s e u r  t r o p  i m p o r t a n t e .  De p l c i s ,  
l e  n a c t o - A g a r  p o u r r a i t  a v o i r  un  e f f e t  t o x i q u e  s u r  les 
c e 1  1  ul es a i n s i  i n c o r p o r & e s .  Nous  a v o n s  d o n c  e n v i  s a q é  
1  'essai d e  1 ' A g a r  t 'doble e t  d e  1 ' C i q a r u s e  Pnwcfer, e t  n a u s  
a v o n s  i. n c o r p o r é  l es cel l cil es d a n s  un& coc iche  pl. i.ie. m i  n c e  
et-i u-éal:i.sani: d e s  c:ci1.tc1.i.-es el-i d o u b l e  c o u c h e  E . c . ~ ~ P T . -  

p o s é e .  
Une c:octcRe 3. n f  é r i e c t r e  d e  l.O ml. e n v i r o n  

c o n s t i t u é e  dii  m i l  i e c i  Mc2 g é l o s t -  A 6% ( B a r t a - A g a r )  est 
a d a p t & e  a f i n  d ' é v i t e r  ïe c o n t a c t  d e s  c e l . l u l e s  a v e c  l e  
f o n d  d e  l a  b a T t e .  C e t t e  c o u c h e  ser t  d e  s u p p o r t  &. l a  
c o u c h e  s u p é r i e u r e  p l u s  m i n c e  ( 2  &. 3 mm), r e n f e r m a n t  d e s  
m i l i e u x  Mc2 d e  mame c o m p o s i t i o n  m a i s  d i . f f é r a n t  p a r  l e  
t y p e  d e  g é l o s e  ( T a b l e a u  X X X f  I i  . C ' e s t  d a n s  ce t te  c o u c h e  
qcie n o u s  i n c o r p a r a n s  les  c e l . l u l e s  s e l o n  l a  m é t h o d e  d&- 
c r i t e  c i - d e s s u s  14.3). 

C e t t e  t e c h n i  qeie s e m b l  e peci i r t t e r v e r i i  r s u r  1 e 
r e n d e m e n t  m a l g r é  une l é g é r e  a u g m e n t a t i a n  d u  p o u c e n t a g e  
d e  m i n i c a l s  p a r  r a p p o r t  à un  t - t a l e m e n t  d e s  c e l l u l e s  h 
l a  rsc!r tace.  E)ans ces c o n d i t i o n s ,  l e  p o u r c e n t a g e  l e  p1 .us  
i rn~ io i - t an t  est & g a l  e m e r i t  o b  teni.! avec :  1 ' Agar-use  Powdet- . 

P a u r  i a  s u i t e  d e  n o t r e  t r a v a i  l e t  p a u -  d e s  
a . .  o n  d e  cammodi t é ,  nocis a v o n s .  r e n o n c é  à l ' c i t  i l i sa- 
t i u n  d e  ce t t e  t e c h n i q u e  e t  p r é f é r é  un  & t a l e m e n t  d e s  
c u l t i i r e e ;  A la. st-trf are dei t n i  l i ec i  Mc2 g é l o s é .  



Rendement en m i n  i cal s ~ 
Techni que Gél ose .-------------------------------------------- 
de culture : : par rapport au nom- : par rapport au nom- 

: bre de protoplastes : bre de ce l lu les  en 
: vivants mis en cul- : division au 7ème 
: ture  (%) : jour (%) 

Culture en : 3% Bacto-Agar 1,6 2 , 1  
une seule * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

couche (é ta le-  : 1 
ment des : 3% Agar-Noble 2 , 2  2,8 
protoplastes :---------------------------------------------------------------- 
à l a  surface) : 

: 4% Agarose-Powder : 3,o 4,1 l 

Culture en : 3% Bacto-Agar 199  2,4 
double couche :---------------------------------------------------------------- 
superposées : 
(incoporation : 3% Agar-Noble 2,3 2,8 
des p r o t o p l a s - : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
t e s  dans l a  : 
couche supé- : 4% ~garose-~owder  : 3,4 
r i  eure) 

4,4 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - p - - - - - -  

Tableau X X X I I  : Effet de l a  technique de culture e t  du type de l a  gélose 
sur l e  rendement en mi ni ca ls  à 1 a f i n  de 1 a phase 2. 

4.5 E f f e t  d e  l a  nature  du protec teur  osmo- 
t i q u e .  

Cornine e n  p ipe in i&re  p h a s e  d e  l a  c t r l t u i r e  ( 3 . b )  
les  c -ç sa i . s  e n  dect:.:i&rrbe phase o n t  cc incern t -  d e u x  p ro - -  
t e c t e u r s  o s m o t i q u e s  ( m a n n i t a l  e t  ç o r b i t o l )  u t i l i s é s  
çéparemrncrnt o u  e n  m & l  a n g e  d a n s  l e  n i i  ï iecr Mc2 ! T a b l e a u  
X X X I I  I l .  D a n s  %es  t r o i s  c u n d i t i a n s  e x p é r i m e n t a l e s  réa- 
l isées? % a  p r e s s i o n  o s m o t i q u e  est l a  mgme e l l e  cor- 
r-eçpancf à c e 1  ? e d r l v e l o p p t - e  p a r  u n e  s u 1  citi. n r ~  cie bCj 4.1. , 
s o i t  t:>,3zp(. 

Lez; c u l t c i r e s  c u n i r . e n ~ i , ~ t ~ ;  clan5 3.e rri1iï.e~ ivlc5 e n  
p r - é s e n c e  cle d i . f + & r e n t s  pr -o tec : te t . i r s  osrrtcjt i .qties s o n t  
t I - . s , n l ;+é ré5  -. s ~ r y  =,~j, j, j, EL(:.< JY\c13 Y(- cri . t - et-mir! t 1. es m e m e - ;  
p r - n t e c t e i - t r  s osnio t  i c?t-tes ., 



L - e  pour-centage de m i n i c a l s  l e  p l u s  impo r tan t  
e:x:t: i ~ f b t . e r ~ ~ ~  avec 1.e s~)rt-il.ZZol (Tr ib lea~!  X X X ï : I : I ) ,  L.'.o~.iq- 
menliati.on clci reni:lenient: en ni?.t-~icals r S s ~ t ï . t e  : 

- cle la rrieï.lj.eur-e q i !a l . i t&  e s  d i v i s i a r ~ s  
i n %  t i  a:i es e t  d 'urt pnur-.centai~r; p ï  us  é l cvée  de micr-oral-,  
e;-; pr4çerii:e du surhi. t o l  dans l e  m i  i i e u  M c l .  

- d~i .  mei l l eut- dével  ctppement des m i  c r o c a i  s au 
L ~ L . ! I ~ S  de 1 a seconiJr phase p u i  %que  1 eur poui-centaye 
rappor-.té au nanttit-e de ce1 1.ules en d i v i s i o n  a\.\ septleme 
. e s t  e n v i r o n  2 f o i c i  p i us  impo r tan t  en présence du 
c;artsi.lul. 

Protecteur osmotique Rendement en mi ni cal s - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
: par rapport au nombre de : par rapport au nombre 
: protoplastes vivants mis : de cellules en divi- 
: en culture. : sion au 7ème jour. 

Mannitol : 0,32 M 

Mannitol : 0,16M 
+ 

Sorbitol : 0,16M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Sorbitol : 0,32M 3,2 4 ,1  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tableau XXXIII : Effet de la nature du protecteur osmotique dans le milieu 
Mc2 sur le rendement en minical s à 1 a fin de 1 a phase 2. 

4.6 In+ luence d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  subs- 
t a n c e s  d e  c r o i s s a n c e  sur I ' a b t e n t i o n  des m i n i c a l s .  

Ncji-1.5 avons mc!nt.v.& clans cine e:.!p&im.iei?ce ont&.-. 
v.ieci.r.e (:-1;-.7) 1. e priur.r::i+:ri.kage rfe ~ ~ 1 1 ~ 1 ~ 5  qui 
~i~,. . i r-ni- t t  \ .. z.2 ï . i ~ , , ~ . i - i  3.e ïït:ili.ju rfe culi:\-!re N c i ,  déper!d de la 
concefitr-&.Li art i ies c;ubsi:arices de ci-ai sisarice. I\[~L!s avons 
vaL1.S.u v & i - i f i e r  l e s  e4:fet.s de ïeut- concenti-.aticin au. 



co~.:rs de l a  %seconde ppjase 1.3 cu1ttj.r.e ~ j ~ k r ~ .  ' ~~b te i f . t i c , n  
des mir i i  cal. s .  

4.6.1 A c t i a n  de 1 'ANA 

Les p r o t o p l a s t e s  obtenus en .'Y n de Xa phase 
. -r 0". 

. . cles niiliei..;;.: P l c i  d@ i o f r r p ~ s i t i o n  iderit i .qLie 
m a i s  c:ion.Is 1,s coi- icei l t rat ic?n cri ANA est. d i f :+érer r te  ( 1 "  
i n i 3 ,  5 ,  '7,5 e t  i(::j m g . ~ f  sont  &.taï&s à :a 5c.ir.i"ace TIES 
n \ i  1. :ieu:.: M c 2  g&1~f8&6~ ren.f:erinant de-; iilnses v a r i a b l e s  
(j ; Ai::: \II . \  i"Kable;:i.u X X X I V )  e t  urie c.ont:entration d e  1 rricj.X-'de 
]II&!='" 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
ANA ANA (mg. 1-') 

(mgal-' ) Milieu de culture Mc2 
Milieu de * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

culture Mc1 .1 : 2,5 : 5 : 7,5 : 10 : 

Tableau XXXIV  : Effet de la concentration en ANA dans les milieux 
de culture Mc1 et Mc2 sur le rendement en minicals 
par rapport au nombre de protoplastes vivants mis 
en culture. 
La concentration en BAP est de 1 mg.l-l 

( 0 )  Transfert non réal i sé. 



A- ~ ~ , . , , l a : ? . t c i s  - ... son+ ci-{:ltj.vg.!.; i ; ' a b o r e  dar.15 ~ i , n  m i 3 . i ~ ~  I - E ~ - .  

.i:ei.-man+ S istg=l" d ' ,>" JA i-i! 9-1 pt.ii.5 5 ~ i . t - .  !.in m i l i e c i  el-i p r - & s e n c e  
Cil ; Li!-iF If3ncei..iti..fi ,.-&,(..J.. t.tr "te C I E  1 i ~ i g # , ï - ' ~  

iy +: .f .., ..... .i 1.: ,.:.e '1 rsndeti.ie;-i.k. e1-i n.iil-ij.eal5 ai: . i~ef-. i~& a v e c  

1. a 5 i::! r t c:! 9 1. a, 5. .:: -t nr i - ,ver ian t  d " u n  m i . l i e u  M c l  i - e n f p r m a n t  - cie .t:aj,i::,j,eç (:(~~pxen.k,-.atio!. . is  i _ : ' & N A  ('! , m q . ~ )  ea.t 
pei-kt-&tre 1. i. & a~i,  puui -cent -age  moi 1-15 i mpoi- tar i t  d e  c e 1  - 
l e l i e s  el-)%rani.: e n  d i v i s i o r ~  (3- -4-1) .  I l  c o n v i e n t  di- 
1-emar-qi-tep- qci ' i..ine d o s e  d e  9,5 mg.  l-' c u r l d u i  s a r i t  a u  
mei. 1. 1. ecrrr p o ~ i t - c e n t a g e  d e  d  1. vi. si a n s  e n  p h a s e  h n e  s e m b l  e 
p a s  r2.tr.t-e + a v c ? r a b l e  poc.ir 1  ' o t i t e r l t i a n  ii1kc31-ieci.re t i e  
in i .n ica1 .s .  

L e s  pc!i..irc:entarjes les  p l  ~ i c ,  +a i .  t i l  es ~ar1.k ob- 
Irencis lc~t-.sqc.ie l a .  c c c c e n t r a t i a r - ~  e n  Cii'dA d a n s  j.e rni.j.ieci. 

I 
M c 1  es2r. d c  1i3 mj.1.- .  ï j a n s  ce  l a 5  a n  r i 'obs@r 'c .e  p a s  d e  
rni.ni.ca3.z. qciartd l e  t r - a n s f e r t .  est r - b a l i c . &  s ~ ! r -  {..in m i l i e u  

i 
Iqc2 c m 1 7 t e n a n t  01-i 11::' ~ ( i q . 1 ~  d'Ai'JA. 

4.6.2 Act ion d e  la B.B.P. 

La c o n c e n t r a t i o n  d e  1 irsa.ï*' d 'AN& dans .  l e  
m i  1  i PLI. M c 2  y  c o n d u i t  a u  m e i  l 1eci.u- r e n d e m e r i t  d a n s  
l ' e x p é r i e n c e  p r & r e d e n k e 7  est r e p r i s e  e n  ï ' a s s o c i a n t  &. 
di.f.t'clr-eritec. ç o n c e n t r a i r i o n s  d e  B. A .  P. . 

L e s  c e l l u l e s  p r a v e n a n t  d e s  c u l t u r e s  e n  m i -  
r l i e u  M c 1  r e n i e r m a n t  d e s  d o s e s  v a r i a b l e s  d e  PAF ( 1 ,  2,dg 

5 mg. 1-\ et  d'ANA ( 1 ,  5 mg. 1-5 s o n t   étalée^. A l a  sut-+ a c ~  
d e s  i n i l i e u x  g 6 1 a ç é s  r e n f e r m a n t  1 m g .  1" d'UNI1 e t  
d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n r ,  d e  BAI=' ( 1 ,  L,5, 5 m g .  ~ ' i  
s e l o n  l e  t a b l e a u  X X X V .  

L e s  r é s u 1  t a t s , ,  ( T a b l e a u  X X X V )  m o n t r e n t  que 
les c a n d i t i a n s  q u i  f a v o r i s e n t  1  ' . o b t e n t i a n  d e s  m i n i c a l s  
d a n s  ia d e u x i é m e  p h a s e  d e  c u l t u r e  s a n t  : 

- Une F a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  e n  BAP a u  c a u r s  
d e  l a  p h a s e  i n i t i a l e  : 1 ou. 2,!5 mg.. le' 

- Urie f a r t e  c a n c e n t r a t i . o r i  e n  CaI4A a u  c o u r s  d e  
i a pu-emi &iFe p h a s e  :: 5 mg. l" 

- \ - i l n e  + a i b l e  c a n c e r i t r a t i c r i n  eri BA:' e t  e n  AN& 
-. 

( lniq. 1  I ait c o u r s  d e  1 w p/?s . se  z 



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Mil ieu de culture Mc1 Mi 1 i eu de cul ture Mc2 

Tableau XXXV : Effet de la concentration en substance de croissances dans 
1 es mi 1 i eux de cul ture Mc1 et Mc2 sur 1 e rendement en mi ni cal s 
par rapport au nombre de protoplastes vivants mis en culture. 
La concentration en ANA dans le milieu Mc2 est de 1 mg.1:' 

(-1 Transfert non réalisé. 

4.7 E f f e t  du l a v a g e  d e s  c e l l u l e s  et d e  l a  
d e n s i  té i n i t i a l e  d e s  c u l t u r e s  t r a n s f  ér4es. 

La  n é c e s s i t é  d e  +ortes c o n c e n t r a t i o n s  e n  ANA 
p#;tr l e s  dj:visitsns c e 1 I . u l a i r e s  e n  p h a s e  1 ,  e t  d ' u n e  
.fai.l7le cinse e n  p h a s e  2 p a u r  l a  fn rma . l ï i on  d e s  m i n j . c a l s ,  
no~.ici a i. nci.  t é  A c++ec ' cue i -  ;il-I 1. a v a q e  d e s  p r c s t o p l  ast.eci au 
~ . e p t i  è m e  j ac i r  d e  c l  t e  af:i i- i  d '&l  1 n i i n e r  1 'AN& 1"; 

e:.: cé:3. 
D e s  ctii t~ t re~i :  d e  c e l l u l e s  réal i&es d a n s  u n  ( 

m i  1 i e u  ivici c u n t r n c i n t  Lin & q u i  l i b i c e  h n r m a n a l  d e  5 mg. 1'" 
d'ANA e t  d e  l . i i~q.  K." d e  EijF p a r  l i t r e ,  s a n t  r & c u p & r é e s  
d a n s  d e s  t u i 2 e s  i l 2 t : > x l D  m m )  e t  c e n t r i + u g é z i  p e n d a n t  5 mn 
à 1 l i O  g ,  i c i  d&i:arttat:i.nn d u  c u l o t  a n  &?l. i m i n ~ :  '! e 
mi l . i ec i  d e  c t i l é c t r e  q u e  I . ' u n  r-ernpl.acre par- un  m i l i e u  d e  
rompos j .  t:i. o n  i d e n t  i cjue niai s d a n t  1 a c a r i c e n t r a t  i o n  en AN& 
est  plc.!s . F a i b l e  n 1. rncj.l-'atd lJ.e;! d e  5 rtiq.1'-l Or? p r u c é d e  
e n ç u i t e  à u.r\ d&nambrement.:  c ies  cel l . i ! l e s ,  p u i s  un  d é p u s e  
i m l  d e  l a  sui;pei-islc3n & l a  s u r - f a c e  tJ ' u n  m i  1 ieii gél .oç@ 
Mc2 en p r t - s e n c e  d ' u n  c 3 q u i l i t s r e  h o r m o n a l  d e  1 mq d'ANA 



et de BAP p a r  i:i,tre. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Rendement en mi ni cal s 

Lavagedes : Densitéinitiale : 
ce1 Iules au : de culture au début : par  rapport au nom- : par rapport  au nom- 
7ème jour  : de la  phase 2 : bre de protoplastes : bre de ce1 lules en 

: vivants mis en cultu-: division au 7ème 
: re (%) : j o u r  (%) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

O U ~  5.000 596 994 

oui 10.000 6,7 11,2 

non 18.500 3,5 6,2 

oui 20.000 4,4 9 

oui 30,000 195 2,5 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

4 

Tableau XXXVI : Effet du lavage des ce1 lules e t  de la  densi t é  init iale des 
cultures sur l e  développement des minical s à 1 a fin de 1 a 
phase 2. 

L e s  ~ C - e i ~ t l  t a t ~  1 T a b l e a i i  X X X V L  fnont i-ent  q u e  
l a  r - é a l i s a t i a n  d u  l a v a g e  n ' e s t  Q a v a r a b 3 . e  q u e  d a n s  l e  
c a s  oh les c e l l u l e s  s a n t  r e p i q u & e s  à une d e n s i t é  assel  
l e .  1-.e n i e i l l e u t -  .izar..!:.; d e  m i r i i c a l z  5e ç j . t~te  A U r i e  

concentration cie j.r:jCic:tOi'rnl. <F ' l . anche  I ' l ?  F'hcs.to 8 ) .  
A tr&s +ai  b l , e  d e n s i  t é  15W30/ml) l e  r e n d e m e n t  

d i  ai n u e  f égt-rernent . C e p e n d a n t  u n e  c o n c e n t i - a t i a n  & l e v é e  
s i  'est p a s  C a v o r a G l e ,  l e  r e n d e i n e n t  es t  m a i n s  i r n p o r t a n t  
e t  1. a !::II-esqiie ta ta] .  i t t  d e s  m i  n:i cal  s demeu . r en t  d e  ta3 ï l e  
t r è s  r k d i t i  t e .  

4.8 Influence de la réduction de la concen- 
tration en substances de croissance dans fe milieu 
M c 2 .  

L.e ï a v a g e  3 ' & . t a n t  auér-i- + a v u r a b i  E . nc)tcs noc.is 



F>#KIKI&?S ci.l.alcej p r o ~ o s 8 s  rf "é t t ic i ieu-  si d e s  d a s e s  e n  
s i . ~ b s t a n c e s  c:ie rt-.oi i . ç a n - e  p l  c!s + a i  G i es d a n s  1. e m i  1  i s u  d e  
cul .  izuie P I r 2  cor . i t r , i  bccerar i t  & arné:j. i crreir l e  renden ie r i t  eri 
rni.r?i.cal 5. 

F'cïtc..ir- c i l  a art @ t a 1  e i rnl de 1. a s u 5 p e n c . i  o n  
c e 1  1  u1  a i  re , pi-.éïi,,l ab1 ernei-tt 1. a v B e ;  à i i ne  d e n s i  t é  ciil 1i:tOi:)O 
i:el.ii..il.ec,ii~il à l a  5 . u r i : a c e  b i s  m i J . i e i i : . :  de c u l t { . . i r ~ !  Mc2 
9i.f  .f & rmt  p a r  1  etil- cnnc:ei- ikrat j .  o n  e n  r t -g t t l  a t e u r c ,  d e  
ct- .oissci .nce ( T a b l e a u  X X X V I  1 I . 

ANA 
BAP (mg. T ' ~ )  
(mg rll .----------------------------------------- 

O, 1 : 0,5 1 

Tableau XXXVlI : Effet de 1 a concentration en substances 
de croissance dans le mi 1 ieu de culture 
(Mc2) sur le rendement en minicals par 
rapport au nombre de protopl astes vivants 
mis en culture. 
Ls6quil i bre hormonal dans le milieu de culture 
(Mcl) est de 5mg. 1-' d'ANA et lmg. 1-' de BAP. 

L e s  r t - ç u l t a t s  ( T a b l e a u  X h X V I I )  ninritt-ent 
qi. ..:'i.!rie C!QE.~ C ) , J  mg.l" de FiiP er i tz l -aine u n e  dj . t~\ i .n:-ct ion 
i inp~>t-t~ti-i.tLe dti  i-enciemerit: e n  mï. n i  cal  s ,  q u e l  l e qi..ie s o i  2r J. a 
ùccse d : , ~ , t \ j ~  u t i l i s é e .  I l  y a p e u  d e  d i + , f é r e n c e s  e n t r e  
1 er=, r.&i.r.it3. t a t s  o l i t e n t i s  avec: i : i ,  5 1 niq. lr' rfs BAP. 

E n t r e  0 , l  e t  I mg. 1-; l a  c o n c e n t r a t i a n  e n  ANA 



rie rnad:i.Cie Fa?:. sens.its!.errisri'~ l e s  t-enderrieriks ei-I mi r i i -  
cal  s. 

C ~ ' E ? E : , ~  a5;socj.st.n.t. :i. '<Ap\i& 4 t:i,j. m g  e.t: la EiAP 
A r - j , , f ' - ;  in- pal-. ï.ii:r..e qct'mri ot~s.er-ve !.e ~ie3. l leut -  r-cindemerit 

.-,. " ,. .l S'.' 
; ,.i..~.. Lei. minlca1.s curnrnei-icerit a Pbi-e vis..i.biec,: deux 

SE-ma.irie:; apr.&s l e  t r -ansfet- t  e t  on r iate i 'appari+;i.un de 
nadciles. c t i lu ropt . iy l l i . r r is  E.L~I' S .  min ica1s aprés si;: 
cietncii. ries. 

D 'ap res  ces ubse rva t i ans ,  nuus avons danc 
esc;ayiS daris c.tne dciu:.: i. &me e:.:pér 1. erice d ' i ricful r e  3 a. 
Çarmatiuri C ~ E S  b ~ i ~ w - q e ~ r i s  . p a r t i r  des ni i r i i  c a l s g  en 
diminctant davantacle 1.a cancei-it.rci.kian en k H A  it:j?OS 
mq . 1.5 . L..a cn~~cer i t ra . t :  3. an en BAP é t a n t  mal ritenc.te A 0 , 5  
mg.  1." . 

Rendement en mi ni cal s 

ANA : par rapport au nombre de : par rapport au nombre de 
(mg. 1-') :. protoplastes vivants mis : cellules en division au 

: en culture (%) : 7ème jour (%) 

Tableau X X X V I I I  : Effet de la concentration en ANA dans le milieu de culture 
Mc2 sur le rendement en minical s à la fin de 1 a phase 2. 
La concentration en BAP est de 0,5 mg.T . 

Les i-ési"\ l tat,s I? "ah lea~r  X I  montt-erit 
' L I -  c # n t b i . n a i ~ o ~  de l 'ANA B 0 ,i35 m g  ., 1" à l a EAF' 0 ? 5 
rrq. l-' e s t  déf:rr\iat-able. L.a c r a i  ss;ance cles c a l  c est 
Caib:le; ].a t o t a l .  i i ré  sa nécrose en i i . r an  tr.oi.s semwi.nes 
aprés l e  t r a n s q e r t .  



L e  rna: i r i t ient  d e  I'éqi..!:llibr-t- I-rc.w-mtlria:i r c j , i  
 mg.:^.;  M ANA ei: r 3 .5  ~ q . ? - ' d e  EAP S a v a r i s e  p a r  c o n t r e  l a  
rrc:li ç s a r i c c  cles m i  rii c :a i  5 et l e r e n d e ~ r i e n t  est t-jesucc,i.tp 
p l u s  i rnpûr%a.nt. 

Il. n 'er,t  cft~nc pas p o s s i  b l e  d ' i n d ~ i i i - e  1 ~ 2  
baut-ge<-~ririen-~el..i.L ei-1 dect:.:i&Irte p h a ~ e  de c t i i t~ t re .  Une pl-tase 
pi-éa:t.c?bï.e d e  p i r a l i t é r - a C i o r i  cfec; cza:l.s est nC-cesc>aii-e af:i.n 
d2a .bo r~ .k i t -  A. I - . i I - I f  t a i l l e  c r i t i q c i e  permt-ttai-iir. l e  bour- .  
geonr te tnent . ,  



5. PRULIFEHATIUN DES CALS ET INDUCTION DES 
BOURGEONS 

Li;-!e & h . t d e  a n t & r i e i i , y e  de._; r5  d e  1  & 

v s r - i a t i o r i  d e s  c o m p o s é s  n z o t & r  a é t é  e + f  e c t u é e  d a n s  l e  
mi. 1. i eci. d e  pt-c3l i f  ér-at i  ai? iPc 1 pcti s d e  boi.trgeanner?ierit 
< I b )  par-  ÇAPISI et c o l l a h a r a t e u r s  I 1 9 8 L ) .  Nous  a . v o n s  
v é r i  + i  é l ' a c t i  o n  d e  ces s e t b s t a ~ ? c ~ - s  s L . t r  l a c r o i  s ç a r i c e  et  
ï 'orgai-ioqci?n&sje dt--; c a l .  E. pr-a\,,eriant d  ' a u t r e s  c o n d i t i o r i s  
d e  c u l t u r e  q u i ,  A p r i o r i ,  d e v r a i e n t  ê t re  b e a u c o u p  p l u s  
f  a v n r a b l e s .  

5.1 Action de la variation des 
comp~sés azotés sur la prolif9ration des cals 

L e s  s u b s t a n c e s  a z o " c e s  m i  néi-al  es net a r g c i n i  - 
q u e 5  a n t  &kt- i r i c o r p o r & e s  d a n s  l e  m i . l i e u  F'c d e  m a n i e r e  C. 
g a r d e r  c o n s t a n L e  l a  c a n c e n t r a t i o n  e n  a z o t e .  E l l e  est 
é g a l e  à 1.44 mg.1-', c ' e s t  Et d i . r e  l a  q u a n t i t é  d ' a z o t e  a p -  
p r 3 r t é e  p a r  75i3 mg d e  g l c i t a m i r i e  dan%. un  l i t r e  ci@ 
m i 1. i. e u  . 

L e s  c a l s  p r o v e n a n t  d e  l a  p h a s e  2 e t  mesu t - an t  
e n v i r o n  1 ntm s o n t  d t - p o s é s  h l a  su r - f  a c e  d u  m i l i e c i  g é l o s &  
I P c )  . H p r é s  b s e m a i n e s  d e  c u l  t.i..tlr.e 1  a c r o i s s a n c e  est 
a p p r é c i é e  sc t r  la. b a s e  dcc p o u r c e n t a g e  d e  c e i . 1 ~   vivant^., 
p a r  r a p p o r t  a u  n o m b r e  d e  m i n i c a l s  r e p i q u é s .  e t  p a r  l e u r  
ta]. 1 le. 

L ' a z o t e  m i n é r a l  f o u r n i  s o u s  f o r m e  Je k:iNU5 n e  
p e r m e t  p a s  l a  c r o i s s a n c e  : 5% d e s  c a l s  v i v a n t s  o n t  u n e  
p r o l i + é r a t i o n  n u l  l e  ( T a b l e a u  X X X I X !  . 

L e  N H 4 N a 3  s e u l  est b e a u c a u p  p l  us + a v o r a b l  e 
q u e  l e  n i t r a t e  d e  p o t a s s i u m .  

L e s  m e i  l l e u r s  r é s u l  t a t s  s a n t  o b t e n u s  q u a n d  
u n  associ t- NH4.NU3 et cine f  a i  hl. e qctant i .  t_& d  ' a z o t e  
crrgarii. cqcte a p p o r t é  soc\& + ~ f ~ p r n e  d e  g1 cttami n e  ( t - . e ç -  
p e c t i v e n i e n t  108 et 56 m 9 . 1 - ' 1 . ,  

Une q u a r r . t i t é  p l c t s  i m p o r t a n t e  d e  qj.c!tarriinec 
e t  l a  g l u t a m i n e  emplrsvée  comme s e u 1 . e  s o c t r c e  d  ' a z o t e  
p r n v a q c i e  u n e  d i  m i  n c i t i a n  d u  p o u r c e n t a g e  d e  cc71 5 v i  v a n t f  
et d e  l a  c r o i s s a n c e  d e  ceç d e r n i e r s .  

L ' a s s o c i a t i o n  d 'ammonium s o u s  ï a  f o r m e  c h l a -  
r u r e  à d e  1  ' a c i d e  s u c c i n i q u e  est é g a l e m e n t  f a v o r a b l e  &. 
l a  pro] .  i + é r a Z z i o n .  



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Composés azotés : Azote-, : Pourcentage de : Importance de 1 a 

(mg- 1- 3 : (mg.1 ) : cals vivants : taille des cals . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Gl utami ne : 750 144 

77 + 
NH, NO, : O O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Glutamine : 375 : 72 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Gl utami ne : 187 36 

90 + + + 
NH, NO, - : 206 : 108 
- - - - - - - * - - - - - - - - - - - , - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Glutamine : O O 
80 + + 

NH, NO, : 309 144 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Glutamine : O O 

5 - 1 

KNO, : 1040 : 144 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
G1 utamine : O O 

Acide : 590 : 
succinique : 

: Effet de la nature et de la concentration des composés azotés 
sur la viabilité et la croissance des cals après 6 semaines 
de culture dans le milieu Pc. 
40 cals sont ensemencés par condition. /I\ 

(-1 croissance nulle. 
(+) croissance faible. 
(++) croissance moyenne. 
(+++) croissance importante 

5.2 Action de la variation des 
compos&s azotds sur 1 ' induction des bourgeons 

Eans cette ~ x i : r & r i e n ~ e  nous avanE. &tudi& 
l ' e + f e t  d e  l a  concentratinri d e  E::l'4OC; sur 1. ' lr iduction des 



hoc.rt-.qc?*lnis et l 'e , i : ie t  d e  l ' a d i a n c t . j . o n  ci@ f a i b l e s  qu.3.n-- 
t.it&s ci 'c i .zate  o r q a ~ ? i q c r e ,  a c p a r t é  SC:)US f ü r m e  d e  
g l u t a m i n e ,  d a n s  d e s  m i . l % e u x  r e n i e r m a n t  d é j d  d u  K N G 3 .  

La  compas:i:t.ic!n decri d l f i : & r . e r ~ t s  m:i.l.:i.tsc.rx !rie 1 
à 7 i : j j  e s t  c3;~r-inée dans, 1.e t a b l e a u  X X X X .  L-e tn!.liec! d e  ba- 
se ren-fet-.rrte l e s  éI.émei-1.t~ rnlnér-au:.: cie l a  c . c r l .~ r t i on  irle 
M!.!i*,açhiqe ~?t. ÇI.:oaq A % a  c a n c e i - i t r r z t i n  nnirntale  (MÇ:.:l) , uu 
r é d u i t e  d e  m ü i t i e  I M S : , : l i 2 ) ,  ûii d i l u é e  s i :  + o i s  IPtÇ 
:.: 1. 1 t.3 > " 

L..e mi. 1. i e u  1 Ci r e n f e r m e  u n e  s e ~ i . 1  e SC)L~~-CE '  a;7 o.- 
t&e :: 750 rriq d e  g l u t a m i r i e  ce q u i  corr i -espund B l a  
q u a n t i  'té d  ' azc ike  dit m i  1  i e u  M53 Y. /'hm 

L-es r b s u l t a t ç  ITab1eai.r X X X X I )  m o n t r e n t  q u e  
l ' n z ü t e  n i t r i q u e  s e u l  n ' e s t  par;  f a v o r a b l e  A. l a  crois--  
ç a n c e  d e s  c a l s  e t  ri ' i r idu i  t d e s  b o u r g e o n s  q u e  ? a r s q u  ' i 1 
es+:. i~lt.j.lisé a f a i b l e  d o s e  I31& mq.1-!. 

1- 'acldiki .on d e  1 0 0  Ü L . ~  2 mg d e  g l u t a m i n e  
f a v o r i s e  l a  c r u i s s a n c e  d e s  c a l ç  e t  a u g m e n t e  Te p o u r c e n -  
t s . q a  d e  çaï 5 o r g a i i o g & n e s .  Le p o u r c e n t a g e  p a s s e  
i r e s p e c t  i vetnerit d e  C) à 7 1  X q u a n d  1  e mi. l i e u  ren.feirrne iSr:,Ct 

i mq. 1 d e  K N 0 3 .  d e  Ci A 75% q u a n d  i 1 e n  r e n f e r m e  950 niq. I . ~ '  
et 50 A It:)il% q u a n d  1.e rnilie~i n e  c o n t i e n t  q u e  316 
mg . l.-' c3 e i:::[iJC13 . 

D a n s  les  m e i  ï l e u r e s  c a n d i  t i o n a ,  l e  n o m b r e  
moyen d e  t~oc i t -geans  p a r  ca l .  est. de P 4 , 4 ,  m a i s  un a b s e l - v e  
f t -éqi iemment  ciri n o m b r e  d e  6 B 1 0  b o u t - q e a n s  Fat- c : a l  



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Composés : Milieu I b  
azotés :--------------------------------------------------------------------- 

Par : 1 :  2 :  3 :  4 :  5 :  6 :  7 :  8 :  9 : l O  
l i t r e  : 

~ l u t a m i n e i  O Il00 mg~200 mg: O 1100 mg1200 mg; O Il00 mg1200 mg1750 mg 

Tableau XXXX : Présentation des composés~azotés dans l e  milieu I b  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
: Pourcentage de cals  organogènes : 
. - - - - - - - - _ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - *  . Nombre moyen 

Milieu I b  : Pourcentage de : par rapport au : par rapport au : de bourgeons 
: ca ls  vivants : nombre de ca l s  : nombre de ca l s  : par cals  

: ensemencés : vivants : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1 2 O O O 

2 17 5 2 9 9 

3 6 O 4 2 7 1 13 

Tableau X X X X I  : Effet  de l a  nature et de l a  concentration des composés azotés 
sur 1 a viabi 1 i t é  des ca l s  e t  1 a formation des bourgeons 
après 6 semaines de cul ture  dans l e  milieu Ib. 
40 c a l s  sont ensemencés par condition. 



6 .  DEVELOPPEMENT DES BOURGEONS 

...- 
Les buurqeoncr cié,j2+. +or-mes (env i  von il ( ~ K I )  

,... - ; .~nt  - s{spcti...&s ~l1.i CS]. ini i : . j .al e t  r-ejiiqi!Ç-ç i n c i i v i d ~ . e l . -  

1 ementl ciaris de% t . ~ t ) e ~  (. 22:1 1. mm ) crimkeriarit: 1. e m i  3. 1 eu 
E / R  e t  p l acés  dans l e s  nlemes cuncii.tioric3 de ç~!l."cu.re q t - i ~  
l o r s  de l ' i n d u c t i o n .  

Rappelons que 1.e m i l i e u  E/R sans substances 
de c ro i ssance  comporte entr-e a u t r e  % a  s n l u t i o n  m iné ra le  
cie M.S:.ti.i'2, add i t i onnée  de 1t.i g.1-'de sacchar-ose. 

C e t t e  uhase permet 1. 'al. lonqement des 
bourgeons e t  lecdr enracinement. Aprés 4 semaines? on 
o b t i e n t  alaip.ç des p ï a n t ~ . t l e s  semblables Ci. ce]. les. i s sues  
de germi r~rl i t i cm5 a s e p t i  ques. 

I-es .treiva~ti: a n t & r i  eurc. (L;Ctk:::SI e t  a i  . , i 48" , J I  ' 

o n t  montr& q~t 'apr tss  acc l imata f t ian  en r r i i n j . çe~~re ,  l a  
r e p r i s e  e s t  e x c e l l e n t e  2 t o u t e s  l e s  p l a r ~ t u l e s  s e  
dkve l  oppt-nt et: 1 es p l  an tes  nbt.eni-ieç son t  vj. goureuses e t  
de mor~ iho l  a g i  e cartf orme au phénotype de l a 
I:, 1 an te-nièr-e . 

A i r i s i  l e s  a m é l i o r a t i a n s  que ;.~o~!.s a v o n s  
appçirtéeç on.h. permi s cine o p t i  m i  s a t  i on cle chac~t.ne des 
phases de cu.ltlur-e des prrc?tlopl. cistes de . t o ~ c t  en 
conservant  i a capaçi. t é  de régén&ra t i on  des p lan tes .  



CHAPITRE V 



DISCUSSION ET CONCLUSION 

L  ' i -ml. e m e n t  et:. 3. a c u l t u r e  d e s  :,aiiotot71 a s t e s  
or;i-. &.k& d  ' a b o r d  & t a b ï .  is c h e z  N i c u t i a n a  t a h a c u m  (TAi.::EBE 
e t  a l . ,  i973 . i .  ii 1  'hectr-e a c t ~ i e l l ~ ?  les  rés~rl ta tc ,  i e ~  
131 us p e r f  çirman!:.~ n c  c o n c e r n e n t  q u e  les e r ; p & c e s  v é g é -  
t a l e s  app;- i . r t r -nant  ai.\:.: qe*nr-es t " J i . c o t i a n a 9  S o l a n ~ i i i i ~  
i - ' e t i ~ r i l a  et  Dat.c11~<3.. 

Chez l as Chi  carées p i  L i s i  e e t r s  i i ~ t t e u r s  s o n t  
p a t - v e n u s  à Y - & ~ é n & r e r  d e s  p i a n t e s  m a i s  s e u l . e n i e n t  p~i-tli 
ter-taines e s p & c : e s  e t  q u e l q u e s  g & n o t y p e s g  a v e c  d e s  
r e n d e m e n t s  t r é s  f a i b l e s  (BINDING, 1 Y 8 U ;  CHEPY e t  a l . ,  
1962 ) .  Grace à u n e  é t u d e  a p p r o t a n d i e  d e s  m i l i e u x  d e  
cc!]. 1ïc.ir.e e t  ricitammen t d e s  s o u r c e s  c a r b o n é e s ,  SAi.:::S I et 
ses col 1. aboi -a tecr r - s  i 1 9 8 6 )  o n t  o b t e r i ~ t  ï a r é g é n é r a t i o n  dit 
p l a n t e s  i s s u e s  d e  p r o t u p l a s t e s  p r é p a r é s  A p a r t i r  d e s  - p l a n t c t l e s  d e  tl;ic:hor~i-1.m i.ritvbc.i~r v a r .  Mi-kïoo-f c v .  Lcium. 

En m o d i f i a n t  ï e s  c o n d i t i a n ç  d e  c u l t u r e ,  les  
m i  l e t  e t  l a  m é t h o d e  ~ t t l  ï i 5 . é s  Par. ces a u t e u r s ,  n o u s  
a v o n s  dcltei-ml I-ié 1  es p a r a m e t r e s  p e r - m e t t a n t  d  ' a m é l  i oi-er 
l e t -endement  d e s  c u l  t u r e s  t o u t  e n  c a n s e t - v a n t  ï a c a p a -  
c i t é  orqanagcl lne d e s  ca1.ç d é r l v r i t s  d e s  p r o t a p 1 . a s t e s  d e  
c e t  h y b r i d e .  

L ' u t i l i s a t i o n  d ' u n e  p r & p a r a t i o n  e n t ~ m a t i q u e  
d e  " c a y l  a s e "  a u  X i e u  der ,  e n z y m e s  p r & c a n i . r ; & e s  par- S A K S I  
e t  s e  c m l l a b o r a t e c t r s  i1986i a p e r m i s  d e  dactblet-  le  
i=,endement  e n  p r o t a p l  a s t e s  v i  v a n t s  t a u t  e n  d i  m i  n u a n t  1 a 
dcirt-e d e  m a c & r a t i o n  d e  15 h 5 h e u r e s .  La  d i t r l i r i ~ t t i o n  d e  
Y. a VI. ab i  1 i t É  e t  d e s  d i  v i  çi a n s  d e s  ce1 1 ul. es o b s e r - v é e ~  
a v e c  les p r é p a r a t i o n s  e n z y m a t i  y u e s  u t i  1  isées p r é c é -  
demment  est p r o b a b l e m e n t  l i ée  A u n e  ' l o n g u e  d c r r é e  d e  
m a c é r a t i o n .  D e  te l  les m a n i f e s t a t i o n s  a n t  d e i &  kt .& 
o b s e r v é e s  p a r  C H I N  et  ÇCCiT'T ('1.4'74.) l o r s  d e  1.s. ci. .rlt~re 
c ies  p r c i t o p l a s t ~ ? r .  d e  C é r é a l e s .  C e s  a u t e u r s  n n t  m o n t r é  
q u e  les p r o t o p l a s t e s  i a i ssés  p e n d a n t  10 h e u r e s  d a n s  l a  
sol  t . t t i  o n  e n z y m a t i  q u e  accc i se r i t  u n e  d i  m i  n u t i  a n  i m p o r t a n t e  
d e  l a  q u a n t i t é  d e  p o l v s o m e s  e t  d'RRN a i n s i  q u ' u n e  
r&di . i c t i an  d e  l a  s v n t h i - s e  d e s  p r o t é i n e s .  A+ i n  cie 
sc i r i i ron ter  c e t t e  d i  + f  3. cul .  t& ÇTF:AiJSÇ et P07-RYI.:::IJÇ i, lC38i:if 

p i -acBdent  A c.tn 1-accn~tr-ci .  sc.emenr,t d e  J a d ~ t t i é e  d e  rnacé- 
r a t i ~ i 7  d e s  p r o t o p ï a s t e ~  cie Rosa. " P a u l  ' 5 Ç c a r l . e t " .  
E a n s  n o t r e  c a s ,  ces e n z y m e s  n e  5c!i~Z: e f f i c a c e s  qu 'a.pt-85 

.s c'- . i ~  Reui-eç; d e  t r a i t e r i l e i - i k ;  cl.rie a.~iqmei-Itati.c!n u e  l a  
t e m ! 2 C + i - a t c . i r e  erit re.ït&.tl s a n s  e++e.L e t  i ' aupmei- i ta t i ,mi  d e s  
c-ariciii-1tra.l:.ic-ii-1c3 s'es.k r&vé ï&e  . k . o > i i i - i ~ l . e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  lec. c a y l a s e s  S y u p t ï j , l i s & e s  n e  



s e m h l . e n t  p a s  c i o n v e n i r  à l ' i scxlement d e s  p r o t o p l  as tes  e t  
A. l a  d i v i s i o n  d e s  c : e l l u l e s  q u i  e n  d é r i v e n t .  C e t t e  
tix:.:ii:i a d& j C i  é t& si q n c i l é e  au  s~!,jet. d  ' at-ttrec, e n z y m e s  
par .  LASSELi-.Ç e t  EAF?LAÇÇ i 1. Y 7 6  i . 1: 1 5  s c i . p ~ i a s e n t  q u e  3. a 
i y u p h i  l J. s a t i o n  a u g m e n t e r a i  t 1i.a c o n c e n t r a t i  on d e s  f ac- 
ter-trc* contanii .  nant.;  et c l e s  p r o d u i t s  -ko:.:iquec+ 
Cpt- 'atéaseii .  . . ) . 

Nous a v o n s  o b s e r v é  p a r  a i l l e u r s  u n e  r é p o n s e  
d i f  f  é r e n t e  d e s  p r o t o p l a s t e s  s e l o n  l e u r  o r i g i n e .  L . ' u t i -  
l i ç a t i o n  d e  p l a n t u l e s  â g é e s  d e  15 j o u r s  pet-met u n e  
l i b é t - a t i  on f a c i  l e  des .  p r o t o p l  a s t e s  a v e c  u n e  g r a n d e  
(3 isç 'onibi .  1  i t& d u -  m a t é r i e l .  ? t a n d i s  q u e  d e s  p l a n t e t l e s  
p l u s  & g é e s  d o n n e n t  un r e n d e m e n t  t r è s  S a i b l e .  Des 
r é s u l  t a t ç  romparab l .  es o n t  é t& o b t e n c t s  p a r  t:::A# e t  
MICHAYLUt::: ! 1.980) 1  o r s  d e  1  ' i sol  +?merit. d e s  p r o t o p l a s t e s  à 
p a r t i r -  d e  +ec!J . l . les  -etgées d e  L u z e r n e .  Les a u t e u r s  r i o t e n t  
q u ' a v e c  1. ' & g e ,  l a  p a r o i  des .  c e l l u l e s  e x i g e  d e s  
c o n c e n t r a t i o n s  e n z y m a t i  q u e s  p l u s  é l e v é e s  e t  q u e  les 
pro tc ip las2 :es  j . i h é r é s .  s o n t  pl.cis f i - a g i l e s  qeie ceu:.: i s o l é s  
à p a r t i r  d e  + e u i l l e  j e u n e s .  L '2 .qe  des.  p l a n t e r l e s  est ~ t r !  

f a c t e c c r  -Fondamenta l  qui. a i+ec te  é g a l e m e n t  les  d i  VI. si o n s  
ce]. J. u l  a i  res cil t:.&ri e~rres. Na ci. s avant; o b t e n u   ne 
f  t - é q u e n c e  d e  d i  v i  si a n s  d  ' a u t a n t  plces él e v é e  qtie j. es 
p l a n t c i l e s  s o n t  j e u n e s .  C e  pkiénam&ne a d é j &  é té  s i g n a l é  
pat- ,3163 1 1 9 8 L f  q u i  a m o i - i t r é  yere 1.a c a p a c i t é  d e  d i v i s i o n  
d e s  p r o t o p 1 a c ; t . e ~  d c  P o i s  ctjimiriue a v e c  l ' â g e .  D e  p l e r s ?  
1 es f e u i .  1 1  es & q é e s  p e ~ i v e r t t .  p r o d u i  r'e d e s  a c r b s t a n c e a  
v a r i a b l e s  s u s c e p t i b l e s  d ' i n h i b e r  l e  p r o c e s s u s  d e  d i -  
v i s i o n .  

Le  c o n d i  t ionnecr i en t  d e s  p l  a n t ~ i l  es d o n a t r i  ces 
j n u e  ctn rtjle t r&s  i m p o r t a n t  s u r  l a  l i b é r a t i o n  d e s  
p r o t o p l a s t e s .  Nous a v o n s  a u g m e n t é  l e  r e n d e m e n t  p a r  u n  
t r a i t e m e n t  d e s  p l a n t u l e s  A 4 ° C  e t  SI l ' o b s c u r i t é  p e n d a n t  
Ifs heirrer;.  Un t - é ç u l t a t  s e m b l a b l e  est  o b t e r i u  a p r i s s  un 
t r a i  t e m r n t  d e s  f e u i  l les d e  N i c a t i a n a  d e b n e y i  (SCOWCRQFT 
e t  LARKIN, 29Ut:i) et d e  Medj.caqo s a t i v a  (A'T'ANASSUVA e t  
BRClkfN, 19B4j & b r i s s e  t e inp&ra tu r -e  et à 1 ' o b s ç ~ i r i  te .  
D ' a p r è s  SHEPARD et  TQTYEN (1975) l ' o b s c u r i % é  c a n t r i  bue 
A l ' a b a i s s e m e n t  d e  l a  p r e s s i o n  o s m o t i q u e  i n t e r n e  d e s  
f e i - i i 3 . l e s 7  ce r i  f a c i l i t e  1.a l i b é r a t i . a n  d e s  p r a t o -  
p l a s t e s .  

Une t e c h n i  q u e  d e  pci r i  f  i c a t  i a n  d e s  pra ' to- .  
p l a s t e s  d e  G.1. a été d é c r i t e  p a r  M1LL.ECAIIF'Ç ( 1 9 9 5 )  : 
i l  s ' a g i t  d  ' u n e  i l o t t a i s a n   de^. p t -o top l  as tes  s u r  u n e  
~ . o l u t i o n  d e  f i c o l l  e t  d e  m a n n i t o l .  C e t t e  m é t h o d e  a été 
r e p r i s e  a.i..r ciébcet d e  n o t r e  t r a v a i  l , m a i = .  l e  r e n d e m e n t  
o b t e n u  é t a i t  f  a i h 1 . e  e t  les  f  r é q u e n c e s  d e  d i v i s i o n s  
ce]. l.~.rlziilu-es . tr .es df .uct t-!ar t tes .  

N c I L . ~ ~  ciiiot-\s d o n c  int:écjr-é ac! p r o t a c f i l e  d e  
p r e p a r a t i u n  d e s  p r o t o p l  a z . t e s  u n e  n a u v e l  le  t e c h r i i  q u e  d e  
put - i f : i .ca t i i :m.I% s ' a g i t  d ' u n e  f l o i z t a i s o n  d e s  p r o t o p l a c . -  
tes s u r  un c o u s s i n  d e  s a c c h a r a s e .  L ' u t i l i s a t i o n  d ' u n e  



sic31 u12i ori cnncent t -Ç-e  d e  s a c c h a i - o s e  113,!5?:) a perrrti s u n e  
mej. 1.3. eut-e % é p a r - a t i  o n  d e s  d é b r i  ci c e 1  l u l  a i  v e s .  L a  
r e c ~ ~ p & i - a I :  i. c!rï d e s  p ro2 :op l  as5ps e5.t q ~ ~ f t r - i t i  i!zs?ri  vemeri t  
r . c . i f f i ~ a n t e  q ~ c  l e  I.ak.aqe u l t é r i e u r  est r & ~ - , l : i s é  d a n s  
r  so1.citior.i 5 a l . j . n e  c i .  semb3.e + a c i . l i t e r  l a  
s é d i .  n i e n t a t i  a n  c i e s  p r o t c ~ p l  as tes  (C:REF'V ? E i  . D e  p l  us 
u n e  tel  1.e c o n c e n t v - a t . j . o n  d e  s a c c h a r o s e  n  'alt.&i.-t; p a s  l a  
v i a b i  1  i%é d e s  p r o t o p l  astes d e  E n & .  d o n t  l a  s e n s i h i  1  i t é  
a u x  d o s e s  é l e v é e s  e n  ç a c c h a r o s e  a p o u r t a n t  é té  s i g n a l é e  
(SAE:::SI et. a l .  , 1986) . La  p u r i  f i  c a t i o n  d i i s  p r o t o p l  a s t e s  
i n f l u e n c e  f a v o r a b l e m e n t  les d i v i s i o n s  d e s  c e l % u l e s  q u i  
e n  d é r i v e n t .  Ce  r é s u l t a t  p o u r r a i t  e tre l i é  à u n e  
d i m i n u t i o n  d e s  e f f  e t s  i n h i i a i t e u r s  p a r  l ' é l i m i n a t i o n  
d ' u n  maxj. mum d e  d & c : h e t s  ce1 l e i l  a i res  et  d e  p r o t o p l  as tes  
a b i m é s  e t i o u  A l a  p r é s e n c e  d e  KC1 et  d e  CaClZ d a n s  l e  
m i l i e u  d e  l a v a y e .  En &+et. c e r t a i n s  a u t . e u r s  n o t e n t  q u e  
I . ' c i t i . l i s a t i o r ~  d ' u n e  çalui:j .on s a l j . n e  a u  l ' a d d i t i o n  
d ' i u n ç  C a  a p o u r  e f f e t  l a  s t a b i l i s a t i o n  d e  l a  membrane  
p l a s m i  q u e  e t  1, ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  t r é q u e n c e  d e s  
d i  v i  si o n 5  (MEYER, 1474; VUN GRWüLEi e t  ERII~:~SÇCiN, i977f . 

C e t t e  m é t h o d o l o g i e  d e  l a v a g e  p e r m e t  éqa- 
l e m e n t  d e  f r a c % i o n n e t -  d e u x  t y p e s  d e  p r o t o p l a s t e r  : a v e c  
oc! s a n s  c h 1  o r -op i  a s t e s  q u e  1 ' o n  p o u r r a i  t compai-el- A c e u x  
q u e  FRANCESCHI e t  ses col 1  a b o r a t e u r s  < 1484) a p p e l  l e n t  
c h e z  ? e Çüja "rnesephyl.  1  " et  " p a r a v e i  n a 1  m e s o p h y l  l 
p r o t a p l  a s t s " .  C e s  a ~ r t e u r s  t - a p p o r t e n t  q ~ i e  1 e ~ .  s e c o n d s t  
p a u v r e s  e n  c h l o r o p l a s t e s  d o i v e n t  p r o v e n i r  d e  ce1 l u l e s  
s p é c i a l  i sées d a n s  l e t r a n S f  er t  d e s  c o m p o s é s  a z o t é s .  
D a n s  n o t r e  c a s?  q u e l  q u e ç  e x p é r i e n c e s  p r é 1  i m i n a i r e s  o n t  
m o n t r é  d a n s  les p r a t o p l a ç t e s  d é p o u r v u s  d e  c h l a r o p l a s t e s  
u n e  a c t i v i t é  n i t r a t e  r & d u c t a s e  NUDH d é p e n d a n t e  d e u x  
f o i s  p l u s  i m p o r t a n t e  q u e  c e l l e  m i s e  e n  é v i d e n c e  d a n s  
les c h l o r o p h y l l i e n s .  On a s u p p o ç é  a u  d é p a r t  q u e  ces 
p r o t a p l a s t e s  n o n  c h l o r o p h y l  l i e n s  p o u r r a i e n t  p r o v e n i r  
d e s  ce]. 1  u l e s  d e  n e r v u r e s .  C e p e n d a n t  ï ' h y p o t h é s e  d ' u n  
m é t a b u l i s m e  a z o t e  p a r t i c u l i e r  & ce n i v e a u  v ' e s t  p a s  
v é r i f  i &  p u i s q u e  l e  d o s a g e  de  l a  n i t r a t e  r é d u c t a s e  d a n s  
les n e r v c . i r e s  d e s  v i t r a p l a n t e s  o u  d e s  p l a n t e s  e n  serre 
n e  r & v è l e  p a s  d ' a c t i v i t é .  
F'ar a i  3. leur-c; ces  p r a t a p l a s t e s  n o n  c h l o r o p h y l l  i e n s  m i s  
e n  c u l t u r e  n e  m o n t r e n t  q u e  q u e l q u e s  d i v i s i o n s  p a r  
b o u r g e o n r i e m e n t  et f i n i s s e n t  p a r  d & g é n é r e r .  A ce p r o p o s  
RFIMBÜCIR (commurii c a t i  o n  p e r s o n n e l  l e )  rappoi--t:e q u e  1. es 
c e l l u l e s  d e  S i l é n e  et d ' E n d i v e  q u i  o n t  u n e  e t - a i ç s a n c e  
r a l e n t i e  ou  i n h i b é e  o n t  u n e  a c t i v i t é  n i t r a t e  r é d u c t a s e  
él evBe .  I l  s i - i ggé re  cine u"c il ça t i  o n  i. m p o r t a r i t e  d e  1 a 
NADH p o u r  l a  t-Bdcict ion d e  n i t r c i t e .  CREF'Y et  ses 
cal 1  a b c x - a t e u r s  (1.82) r é v é l .  e n t  cepericiar i t  q u e  l ' u t i  1. i - 
s a t i n r i  d e  1 ' a z o t e  triiriér-al iPiH4t\lO3 4- KNO3 d e  l a  s o l i - i t i o n  
de I lÇx  J. ./f) rie s~t++i:t Fas i  A prc r l c inqe r  1.3 s u r v i e  d e s  
p r a t o p J .  asi:.es  issu.^. d e  l ' h y b r i  d e  " Zoom". 1 1 s  si-tgqérenii. 
l 'abscert!:e uu I  ' i n h i b i t i o n  d e  l a  f i l t r a t e  r é d u . r t a s e .  

Nos r é s u l t a t s  n o u s  c o n d u i s e n t  d o n c  à -For- 



mi.-{lei- d ' a i - i t r e s  hypot!-i&sec. pacir  l a  n i i t i - i . t I .un  azc3 tée .  I I .  
+a i - id ra i  t ai-.i eri ter 1  ee, f  c i tu t -es  e : , :pér i  ei-ices v e r s  3. ' i- tucle 
r?u drivei-iii- d e  l ' sc+: . : i .v i t r i  n i t r a t e  r é d i t c t a c . e  loi-s de=. 
d : i f : t & i p e n t e ~ i  é t a p e s  d e  p i - t l i ~ a r a t i o r t  et. dde a ise e n  ct.!l tcire 
d e s  p r u t o p l a s t e c ; .  1 1  c(:>i-ivi. end i - a i  t é q a l e m e n t  d e  d & t e r . - -  
m i n e r  1  ' o r i g i n e  cie ces p r o t . n p i a s t e s  d é p o i i r v u ç  d e  c h l o -  
r a p l  as tes  p a r  d e s  teci- ni qcies  c v t o l .  o g i  qcteç a C.I 

a p p r o p r  i &es. 

A p î & s  l a  m i s e  cri c u l t u r e  d e s  p r o t o p l a s t e s  
n a u s  a v o n s  c o n s % a t é  q u e  p l u s i e u r s  f a c t e u r s  a f f e c t e n t  
l e u r  v i a b i l i t é ,  l e u r  f r é q u e n c e  e t  mode d e  d i v i c , i o n .  Ert 
& + e t ,  a n  p e u t  c i t e r  l a  s u b s t i t c t t i o n  d u  manrtj.tcll par- l e  
s o r b i  t o l  . L . ' a u g m e n t a t i a r i  d e  1. 'activité m j . t t r t i  q u e  o h t e -  
n i le  s c i g g e r e  q u e  1. e sorb:i .  .tu]. p o u r r a i t :  t-trt- p l  i i s  

f a v a r a b l e  p o u r  l a  r é g é n é r a t i u n  d e  l a  p a r o i  e t  
1 n d c t : i o r  d e  l ' . a c t i v i t é  m i t a t i q i . i e .  D e  plc!e. ce 
p i - a t e c t e u r  a ç r n o t l  q u e ,  qcui p o u r r a i .  t @tre  m é t a b ~ ï  i quemeri t  
u t i l i s é  p a r  ].es p r o t a p l a s t e s  a u  c o u r s  d e ç  p r e m i e r s  
.?ocirs  d e  c u l t u r e ,  n'e:.<cleu p a s  I ; h y p o f . h & r ; e  d ' c i n e  
d i m i . n u t i o n  g r a d u e l .  l e  d e  l a  p r e s s i n n  o s m a t i  q u e  clu 
m i l i e u .  

Un c e r t a i n  n o m b r e  d ' a u t e u r s  o n t  e n  &+et  
d é j a  s i g n a l c i .  1. ' i 'mpor2-ance d  ' u n e  r m & d u c t i o n  d e  l a  p r e s -  
s i o n  a s r n u t i  q u e  dei m i  1  iecr a u  coeurs  d e 5  p r e m i e r s  -~#u-urs d e  
ci-i l tcure.  AI.nsi  J I F i  (2982)  r e m a r q u e  q u ' a p i - . é s  d e u x  -jouips 
lie ç c i l t u r - e  d e s  p r o t a p l a s t e ç  d e  P o i s g  l a  p r e s s i o n  
osrrioti q u e  a u g m e n t e  l é g é r e m e n t  d c a c i s e  d e  1. ' é v a p a r a t i a n  
d u  m i  1 i e u  et  l a  - F r é q u e n c e  d e s  d i v i ç i a n ç  cel  l u 1  a i  t-ec, 

d i m i n u e  f o r t e m e n t .  I l  cicirmonte ce p r a b l é m e  e n  a - i a u t a n t  
p r a g r e s s i  v e m e n t  d u  m i  1 i e u  neuC . Nous  a v o n s  é g a l e m e n t  
o b t e n u  d e s  dlmi.  n u t i o n s  d e s  d i  v i  si a n s  p a r  mitose 
l o r s q u e  1  ' o n  a r b a l  içé d e s  c u l t u r e s  à X j a C  d a n s  d e s  
h a î t e s  d e  P é t r i  non  rjcel lées. On s u p p n s e  d a n s  ce cas  
qu ' u n e  é v a p o r a t i o n  a c c e n t u é e  d u  m i  1 i e u  d e  cu l .  t u r e  
e n t r a f n e  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n .  d u  
p r o t e c t e u r  o s m o t i q u e .  

L e s  d i  f  f  é t - e n t s  f  ac tei..i.r ç é v o q u é s  r i  -.-desscia 
s o n t  é v i d e m m e n t  d  ' u n e  g r a n d e  i m p o r t a n c e  d a n s  % a  c u l t u r e  
d e s  p r o t n p l a s . k . e r ;  d e  g a i .  m a i s  l e  p l u s  d é t e r m i n a n t  
s e m b l e  & k r e  1 ' é q c t i l i b r e  hurmonal .  dans .  l e  mi. 1 i e u  cie 
c u l  t u r e ,  

La  v i a b i l i t c l  e t  l a  d i v i s i o n  d e s  c ~ l l n l e s  
d & i - i v k s  d e s  p r o t o p l a s t e s  s o n t  é t ro i  t e m e n t  I iées au:.: 
v a r i a t i .  oi-is d e  l a  c o n c e n t r a t i  a n  e n  ~ - ~ h ~ - t a n c e ç  d e  
c r o i z . c ; a n c e .  Un a obteneu les m e ] .  1. l e u r s  r e s u l  t a t s  a v e c  ur.i 

&qui1 i . h r e  d e  5 m g  1  d'AFJfi e t  1. mq. la' d e  EAF'. E e s  
e x i g e n ç e s  é l e v & e s  e n  a u x i r t e  o n t  é t& e g a l e m e r i t  s i g n a l k e s  
p a r  DAVIE e t  ISAVïE , i lcr'7'4) . i-ecnmmctnrft-nt ur ie  
c o n c e n t r - a t i m  d e  b m l .  A b .  poitf- 1l.a cel . l t i - i re  d e s  
p r o t o p l  s . s l e r ;  d e  F ' i n u s  g r i  n a s t e r . ,  Uarii. n o t r e  cas  s i .  c e t t e  
c o n c e n t r a t i o n  é l e v é e  d  ' A N A  s e m b l e  B t r e  f a v o r a b î  e pour 
les d i v i ç l a n ç  c e l l . u l a i r e s ,  i l  n ' e n  est p a s  d e  m ê m e  p o u r  



l e  r e n d e m e n t  e n  m i n i c a l s  d a n s  l a  p h a s e  s u i v a n t e ,  l a  
c o n c e n t r . a t i o n  l a  p l u s  e f f i c a c e  eçt b e a u c o u p  a 1 . u ~  - F a i b l e  
(i l ,  5 mg. 1  1 . C l e l  a s u g g è r e  qi..ie 1. ' AP4M est su- t.oirt n é -  
cessai re a u  d é b u t  d e  1  a ct1.1 titre, i l p o u r r a i t  j. n t e t - v e n i  t- 
daris. les m'car'iismes c o n d u i s a n t  à % a  r iéo . format i r Jn  d e  l a  
p a r o i  e t  wci c léc l .e i ïchement  d e  1 . 5  m i  t o s e .  

Cm a o b s e r v é  q u e  l e  r e n d e m e n t  e n  m i n i c a i  5 

a t igmer i te  1  o r s q i t  ' o n  1 a v e  les c u l  t u r e s  a v a n t  d e  1. es 
t i - a n s + & r e r  s u r  m i l i e u  s o l i d e .  C e c i  p o u r r a i t  4 t re  l i é  à 
I  ' é l i m i n a t i o n  d e  1. ' e x c è s  d  '&NA. I l  c o n v i e n d r a i t  a l o r s  
d  ' e n v i  s a g e r  d e s  l a v a g e s  s u c ç e s s i  f s  a u  c o u r s  d e s  
picemiei-.s j o u r s  d e  cu l .  t ~ i r e  (du 3é a u  5é j o u r - )  a v e c  d u  
m i  1  i e u  ner..i+ re r i+e t -mant  c les  s u h s t a n c e c .  d e  c r o i s ç a n c e  d e  
m a i n s  e n  m o i n s  c a n c e n t r & e s .  

L.a c ra i c . s f i , nce  d e s  c a l s l ,  a co~tt-s d e  1 a 
s e c o n d e  p h a s e  d e  l a  c u l t u r e  est a f f e c t é e  p a r  1.a 
c o r i c e n t r a t  i o n  i n i  t i al  e d e s  ciiltiii-es aii moment d u  
t t - a n s +  e r t  . L e s  m c i  11. e u r s  r é s u l t a t s  o n t  é t é  o b t e n u s  p o u r  
u n e  d e n s i t é  d e  10000 microca ls  c o m p o r t a n t  c h a c u n  e n  
moyenne  2 e\ 4 c e l l . ~ i l c i s  p a r  ml.. L ' i n h i h i t i o n  d u  
d é v e l o p p e m e n t  d e s  m i  n i  c:al. s o b s e r v é e  a v e c  d e s  c a n c e n -  
t r a t i o n s  i n i t i a l e s  p l u s  é l . e v é e s  r é s u i  t e  p r o b a b l e m e n t  
d  ' c r i e  riccumiil a t i  o n  p l  LIS i m p o r t a n t e  d e s  c o m p a s é s  p h è n o -  
i i. q u e s  1  i. b é r & s  p a r  les ce1 litles m o r t e s .  

L e s  f a c t e u r s  d ' e n v i r o n n e m e n t  j o u e n t  un r B l e  
i m p o r t a n t  a u  coitt-s d e  tolites les  p h a s e s  d e  l a  c t t l t u r e .  
11. est n é c e s i s a i r e  d e  l ' o p t i m i s e r  poc.it- c h a c u n e  d  'el les. 
Ains i .  l ' é c l a i r e m e n t  d e s  p l a n t u l e s  a s e p t i q u e s  u t i l i s é e s  
c o m m e  s o u r c e  d e  p r o t o p l  as tes  e t  i a t e m p è r a t u r e  &. 
l a q u e l  l e el l es s o n t  s o u m i  ses o n t  d e s  r é p e r c u a s i  a n s  nori 
s e u l e m e n t  s u r  l a  1 i b é r a t i o n  d e s  p r o t o p l a s t e s  m a i s  a u s s i  
s u r  l e  p o u r c e n t a g e  d e s  p r o t o p l a s t e s  q u i  e n t r e n t  e n  
d i v i s i o n .  Une i n t e n s i t é  d e  1 ' é c l a i r e m e n t  d e  4(:)00 l u x  e t  
u n e  p h a t o p é r i a d e  d e  16 h e u r e s  s o n t  les p l u s  f a v o r a b l e s .  
D e s  o b s e r - v a t l o n s  s e m b l  a b 1  es o n t  été si g n a l  &es p a r  OKUNCi 
e t  FUHUSAWA (15'76), i ls s u g g è r e n t  q u e  ces e C f e t s  
p o u r r a i e n t  ê tre e n  r e l a t i o n  a v e c  les r é s e r v e s  a c c u -  
m u l é e s  d a n s  les C e u i  l l e s  d e s  p l a n t e s  d o n a t r i c e s .  
Isar- t o n t i - e  ait c o u r s  d e  l a  p r e n t i e r e  p h a s e  d e  l a  c ~ . t l t c w e  
d e s  p r o t o p l  a s t e s -  c 'est  & 1 ' o b s c ~ i r i .  t é  q u e  1 ' o n  o b t i e n t  
les nie:i.l.l.eitrs rést.iltats a u s s i .  b i e n  e n  c:e q u i  c o n c e r n e  
l a  v i a b i  1. i t é  yu.e ].es d i v i s i o n s  p a r  n i i  tose. F l u s j . e i t r ç  
a u t e i i r - ç  (NAGGVA et  TAt:::EEiE ? f .?7G j EVANS e t  a l  . , 1972 
o n t  s i g n a l é  qu. ' u n  é c l a . i r e m e n t  t r o p  i n t e n s e  e s t  né4:aste 
et  qire 1  ' ~ b s c c i r i  t é  a i igmer i te  l a s t a b i  1  i %e d e s  
p r o t a p l  astes.  

L a  t e m p é r a t i t r e  e5.t un f a c t e u r -  .kt-és i mpar-  
t a n t .  & 3 0 ° C  1  a p l u p a r t  d e s  ce:. l u 1  es issites c le s  
p r o t a p l a s t e s  çe d i v i s e n t  p a r  m i t u s e  a l o r s  q u ' à  u n e  
t e m p é r a t u r e  p lu .5  + a i  h l  e CI-! &:skiserve iii ' a v a n t a g e  d e  
ce:. l c t l e s  qui. é r ï ie t tc in t  d e s  b~l.irgerJn.;. Lln aptiriictm. d e  i.(:)"C 
est égal. emeri t  a b t e n i t  c h e z  1 es p r c ? t o p l  astes d e  Di. ui t a r i  a 



si . .nct)~~. i  na1. i S. p a r  HUEER et. ET)GJARD6 i 1975) q t ~ i  si gnal .  en . t  
qc ' -ac t r iune  v a r i a t i o n  d e  t empera t c t i - e  n ' e s t  t o l é r é e  F i O L t r  

l e z .  p r o t o p l a s t e s  d e  c e t t e  e s p é c e .  
L x ?  concii. t i oi3nement d e s  c1.11. t u i - e s  dçii t 
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L'augmentation du rendement des 
cultures de protoplastes de Chicorée Witloof 
(initialement de 0,i% B 1%) représente une étape 
essentielle, préalable & toute insertion des proto- 
plastes dans des programmes d'améliaration de l'espèce. 
A cet effet nous avons précisé l'importance d'un 
certain nombre de facteurs e l  que le condition- 
nement des plantes donatrices, la nature des enzymes, 
la composition des milieux de culture et les conditions 
d 'environnement. 

C'est A partir de plantules Ogées de 15 
jours, issues d'akènes noirs (génotype Axl3) et culti- 
vées sur un milieu de HELLER sous une photopériode de 
1 6  heures (environ 4000 lux) que l'on obtient le plus 
grand nombre de protoplastes vivants. Parmi les 
préparations enzymati que5 essayées c 'est 1 e mélange 
caylase-345 et caylase-M2 qui s'est rèv&l& le plus 
eff icace. 

La purification des protoplastes (coussin de 
saccharose A 12,5%), l'amélioration de l'efficacité des 
milieux de culture (utilisation du çorbitol au lieu du 
mannitol, modification des concentrations en 
substances de croissance. . . 1 et des conditions 
d 'environnement (température, durée de la phase 
obscure...) permettent d'obtenir au septieme jour 
jusqu'A 80% de microcals par rapport aux protoplastes 
mis en culture. 

La croissance de ces microcals necessite de 
remplacer le milieu liquide initial par un milieu moins 
riche en substances de croissance et la sus- pension de 
microcals (10000/ml1 est alors étalée sur un milieu 
sol idif ié par de 1 'Clgarose. 

L ' induction des bourgeons n 'est possi bl e 
qu'apres une phase de proli+ération leur permettant 
d'atteindre un diamètre supérieur h 3 mm. 

En exploitant ces dif f érents résul tats nous 
obtenons un rendement de 5 A 6% en minicals ce qui 
représente une nette amélioration par rapport aux ré- 
su1 tats antérieurs. 

Mots clés : Protoplastes: isolement et culture - 
Régénération - Cichorium intybus L. - Substances de 
croissance. 


