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AVANT PROPOS

Le Centre Régional de Phytosociologie / Conservatoire Botanique National de Bailleul
(CRP/CBNBL) a entrepris dés 1993 un programme visant a sauvegarder la derniére

population picarde (Versigny, 02) de Lycopodiella inundata ot un seul pied était recensé.

Dans un premier temps, afin de régénérer des pieds de la Lycopodielle inondée in situ,
des actions de gestion du site de Versigny ont ét¢ menées en collaboration avec le
Conservatoire des Sites Naturels de Picardie. Paralléelement & ces actions, des essais de
bouturage par culture classique ont €t¢ menés au jardin du CRP/CBNBL. Malheureusement,
aucune de ces deux opérations n'a permis de régénérer de nouvelles pousses de cette

eme

Lycopodiale. D'ou le choix d'un 3™ mode de régénération, a savoir la multiplication de cette

espéce par culture in vitro.

C'est dans ce sens que le CRP/CBNBL a initié¢ dés avril 1994 une étude bibliographique
préalable sur la culture des Lycopodes afin de mettre en place des expérimentations sur la
culture aseptique des spores et sur la culture in vitro d'explants végétatifs de la Lycopodielle
inondée. Les travaux réalisés jusqu'alors chez les Lycopodes traitaient uniquement de la

culture in vivo et in vitro des spores, en particulier chez les espéces tropicales.

Ce travail a été poursuivi en 1994/1995 et a fait 1'objet d'une collaboration avec le
laboratoire de Physiologie Cellulaire et Morphogenése Végétale a I'Université des Sciences et
Technologies de Lille. Des essais préliminaires de propagation in vitro a partir des spores et

d'explants végétatifs chez L. inundata ont alors été entrepris.

A travers cette démarche de culture in vitro, nous avons voulu montrer que, pour des
plantes sauvages récalcitrantes aux methodes de propagation classique, la micropropagation in
vitro reste une solution ultime pour les sauvegarder surtout quand elles sont menacées de
disparition. De méme, nous avons voulu mettre en évidence la valeur scientifique et
économique de ce programme et, a travers cela, montrer I’intérét que certaines plantes dites

archaiques peuvent présenter. C'est dans ce cadre général que cette thése a été menée.
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INTRODUCTION

La Lycopodielle inondée [Lycopodiella inundata (L.) Holub] est une espéce typique des
milieux hygrophiles oligotrophes. Elle affectionne parfaitement les sables acides argileux ou
tourbeux (Atmane er al, 1996a). Elle constitue l'une des neuf espéces de l'ordre des
Lycopodiales connues en France (Prelli, 1990). Cette espece forme avec le reste des
Lycopodes des reliques précieuses de I’¢re primaire (Emberger, 1968). Malheureusement, ces
représentants actuels des Ptéridophytes connaissent une régression qui devient de plus en plus
préoccupante a la fois a I'échelle nationale et internationale. Dans le nord de la France, le
nombre de populations de la Lycopodielle inondée, recensées depuis la 2% moitié¢ du XIX"™
siécle jusqu'a 1995, est passé de plus de trente a deux stations seulement (Atmane ef al.,
1998). A cette date, la station se trouvant dans la Réserve Naturelle de Versigny en Picardie,

était représentée par un seul pied qui n’a jamais développé de spores.

Le cycle biologique des Lycopodiales est constitué par deux formes indépendantes et
autotrophes - le gamétophyte et le sporophyte. Jusqu'a récemment, la plupart des travaux
réalisés sur ces plantes s'intéressaient uniquement a l'obtention des gamétophytes a partir des
spores et ce, afin d'étudier les relations existant entre le gamétophyte et son champignon
endophyte (Treub, 1884 ; Goebel, 1887 ; Freeberg et Wetmore, 1957 ; Whittier, 1981). Selon
ces auteurs, le taux de germination in vitro des spores ne dépasse jamais 1 %, et les
gamétophytes ainsi obtenus n'engendrent pas de sporophytes. C'est pour cette raison qu'une
grande partie des phénoménes physiologiques, biochimiques et anatomiques restent encore
inconnue chez ce groupe de plantes.

En outre, les Lycopodiales constituent un enjeu économique trés important grace a leurs
multiples intéréts, a la fois industriel (Berkefeld, 1993 ; Schippmann, 1995), pharmaceutique
et médicinal. Ces vertus médicinales sont notamment dues aux alcaloides que ces plantes
renferment (Ashani et al., 1994 ; Tang, 1996). Actuellement, ces alcaloides sont extraits a

partir des plantes récoltées dans la nature ce qui accélere fortement leur régression.

Bien que les Lycopodes appartiennent aux plantes les plus ancestrales du monde végétal,
une grande partie de leur biologie reste actuellement totalement inconnue. Ceci est dii surtout
au fait que la plupart des données actuelles sur ces plantes proviennent d’observations
réalisées dans leur milieu naturel. Ces observations n’ont fourni que peu de résultats en raison
de la longue durée de leur cycle biologique ainsi que de sa complexité.

Pour répondre a tous ces problémes a la fois conservatoire, scientifique et médicinal, une
multiplication de Lycopodiella inundata par culture in vitro semblait étre la solution la plus

adéquate.
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I. GENERALITES
1. Classification taxonomique

L. inundata fait partie de 'embranchement des Ptéridophytes qui regroupe quatre classes
dont celle des Lycopodiinées (Fig. 1). Cette classe contient six ordres dont trois seulement
sont représentés aujourd'hui, les trois autres étant dits fossiles (Emberger, 1968).

L'ordre des Lycopodiales contient quatre genres : Lycopodium, Lycopodiella, Huperzia
et Diphasiastrum (Lambinon et al., 1993). Ces quatre genres seront désignés tout le long de ce
rapport par le terme général de Lycopodes. Ces plantes sont le plus souvent associées aux
Fougéres sous le terme "Fougéres et plantes alliées". Lycopodiella inundata, constitue 1'une
des deux espéces du genre Lycopodiella présentes en Europe (Tutin et al., 1993).

Classe Lycopodiinées

Ordres Archaeolépidophytales (fossiles)
Protolépidophytales (fossiles)
Lépidophytales (fossiles)
Lycopodiales

Lépidospermales

Pleuroméiales

Fig. 1. La classe des Lycopodiinées et les 6 ordres qui la composent, d'aprés Emberger (1968).

2. Répartition géographique
2.1. Chorologie mondiale

Les exemplaires fossiles des Lycopodes se rattachent généralement aux flores de
I'hémisphere septentrional. Si on trouve actuellement de trés nombreuses espéces dans les
régions tropicales, elles représentent alors la flore montagnarde : Andes, Nouvelle-Guinée,
Nouvelle Zélande, etc. (Parent, 1964). En Europe, les Lycopodes ont une aire circumboréale,

subboréale ou subalpine.

Lycopodiella inundata est une espéce circumboréale (Eurasie, Amérique du nord)
ou subboréale (annexe 2) (Lambinon ef al., 1993 ; Tutin et al., 1993).



: i
*:d <1820

+ : 1920=<d < 1960
" 41960 =< d < 1980 I
M: 1980=<d . :
1 i
Nombre de données : 176
Nombre de carrés : 39
Coef. de rareté rég. : 99,9 X !
Classe de rareté rég. : E * G
- Taux de raréf. rég. : 92,31

| i
© CRP/CBNBL - 11/5/1999

1T

Lycopodiella inundata (L.) Holub

Fig. 2. Répartition géographique de Lycopodiella inundata (L.) Holub dans le Nord Pas-de-Calais, la Picardie et la Haute-
Normandie. Réseau IFFB 4 x4 km. d = demiere donnée connue.
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2.2. A l'échelle nationale

En France, 'ordre des Lycopodiales compte 9 espéces sur les dix connues en
Europe (Prelli, 1990). Ces espéces sont rencontrées de maniere générale dans des zones
montagnardes, et de maniére exceptionnelle dans les plaines, notamment dans le nord ou le
climat est suffisamment rigoureux (Tableau 1). Ceci reste vrai notamment pour Lycopodiella
inundata qui est encore bien représentée dans les Vosges et le Jura, alors qu'elle est plus
disséminée dans le Massif Central. Elle est présente également dans quelques localités
ponctuelles des plaines : Bretagne, Maine aux confins de 'Anjou, Ile-de-France, Nord/Pas-de-
Calais, Sologne et Sud-Ouest (Prelli et Boudrie, 1992).

Tableau 1. Répartition géographique en France des especes de l'ordre des Lycopodiales, selon Prelli (1990).
* . depuis l'espéce a disparue des deux stations.

Genres Espéces et auteurs Localisations
Huperzia selago (L.) Bernh Vosges, Massif Central, Alpes, Pyrénées, Corse
Diphasiastrum alpinum (L.) Holub Alpes du Nord, Pyrénées, Massif Central, Vosges

issleri (Rouy) Holub Vosges, Massif Central, Alpes du Nord
tristachyum (Pursh) Holub | Vosges, Massif Central
complanatum (L.) Holub | Vosges
zeilleri (Rouy) Holub Vosges

Lycopodium clavatum L. Vosges, Massif Central, Jura, Pyrénées, Nord
annotinum L. Vosges, Jura, Alpes du Nord, Massif Central, Pyrénées
Lycopodiella inundata (L.) Holub Vosges, Jura, Massif Central, Bretagne, Normandie*, Maine,

Picardie*, Nord-Pas-de-Calais, Sologne, Sud-Ouest

2.3. A I'échelle régionale : Nord/Pas-de-Calais, Picardie et Haute-Normandie

Plusieurs espéces de Lycopodes ont été¢ déterminées dans ce territoire, notamment
Lycopodium clavatum L., Huperzia selago (L.) Bernh, Lycopodiella inundata (L.) Holub et
Diphasiastrum tristachyum (Pursh) Rothm. (Géhu, 1958 ; 1964; Sulmont, 1973-1974). Au
cours des derniéres décennies, le nombre de populations de ces espéces a fortement diminué.
Pour Lycopodiella inundata, le nombre de populations recensées depuis la 2™ moiti¢ du
XIX™™ siecle est passé de plus de trente stations a une seule, rencontrée dans la forét de Saint-
Amand-les-Eaux dans le département du Nord (Fig. 2). La derniére disparition en date est

celle des landes de Versigny en Picardie, ou la plante a été revue pour la derniére fois en
1995.
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3. Ecologie, phytosociologie et habitats

En Europe, la plupart des Lycopodes vivent sur des zones tourbeuses ou des sables
argileux dénudés acides plus au moins humides selon les especes. Ces plantes montrent une
adaptation remarquable aux conditions climatiques rigoureuses. La majorité d'entre elles
affiche une préférence pour les terrains siliceux qui sont plus au moins riches en aluminium.
Ces plantes peuvent, de maniére exceptionnelle, accumuler ce composant qui agirait comme
antagoniste du calcium dont il réduirait la toxicité. C'est probablement un moyen propre aux

Lycopodes pour ajuster la concentration interne du calcium (Parent, 1964).

Lycopodiella inundata est une espéce pionniére des sables argileux dénudés et des
landes tourbeuses régulierement inondées. Elle est notamment présente dans des régions de
plaine et de moyenne montagne, atteignant 1500 m dans les Alpes du nord (Prelli et Boudrie,
1992). Elle fait partie de 1’association Lycopodiello inundatae-Rhynchosporetum albae
(Allorge et Gaume, 1931). Cette association représente la végétation initiale des sables et des
landes tourbeuses. Le plus souvent, elle s’établit aux endroits ou la lande tourbeuse a subit un
étrépage (c'est a dire une opération de décapage superficiel du substrat sur une faible épaisseur

de I'ordre de 5 cm) et ou le sable est alors mis a nu (Durin et Lericq, 1963).
4. Disparition et raréfaction des Lycopodes

Parmi I’embranchement des Ptéridophytes, les Lycopodiacées sont probablement les
plantes qui ont subi la régression la plus prononcée (Bournérias ef al., 1983). Ces plantes qui
ont dominé les grandes foréts du carbonifere, ne sont actuellement représentées que par quatre
genres: Diphasiastrum, Huperzia, Lycopodiella et Lycopodium (Parent, 1964 ; Emberger,
1968 ; Prelli, 1990). Si, pour une grande partie, la cause de disparition de ces plantes est

naturelle, pour le reste, la cause est directement ou indirectement liée a l'activité humaine.
4.1. Causes naturelles

Deux phénoménes majeurs peuvent étre signalés : le facteur symbiotique chez les

Lycopodes et la dynamique écologique des associations végétales.

Chez les Lycopodes, le gamétophyte présente une symbiose fongique qui se
manifeste & un stade précoce de développement (quelques cellules). On ignore jusqu'a
maintenant si cette symbiose est spécifique ou si la relation est plus aléatoire. La présence du
champignon pourrait étre un facteur limitant 1i¢ a I'existence des Lycopodes. La disparition du

champignon endophyte entrainerait alors celle des Lycopodes.
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Le caractére transitoire des associations végétales, de par leur dynamique
écologique, peut étre une cause de leur disparition. Lycopodiella inundata fait partie de la
végétation initiale des sables et des landes tourbeuses. Ainsi, dans une zone nouvellement
étrépée et ou le sable a été mis a nu, Lycopodiella inundata et Drosera sp. sont parmi les
premiéres especes qui apparaissent apres le recouvrement du sol par de la matiére organique
(Durin et Lericq, 1963). Une fois que la végétation s'oriente vers une lande a bruyéres, elle se
densifie et la couche humifére atteint alors une plus grande épaisseur (10-20 mm). En
conséquence, la Lycopodielle inondée ne résiste plus & ce changement pédologique et
disparait. De telles situations ont été observées a plusieurs reprises, par exemple en Corréze
(Brunerye, 1971).

4.2. Causes humaines
4.2.1. Modification des biotopes

Dans beaucoup de cas, les activités humaines sont aussi responsables de la
raréfaction de ces plantes. L'homme modifie les conditions stationnelles qui assuraient leur
survie, et provoque ainsi leur disparition. Par exemple, une plantation de peupliers en bordure
d'une station de Lycopodes, en Belgique, a provoqué un drainage suffisant pour appauvrir le
site et faire disparaitre les plantes pionniéres, notamment Lycopodiella inundata (Parent,
1964). Le méme cas a été observé aprés la plantation de résineux dans la forét de Saint-
Amand (Durin et Lericq, 1963). La réalisation de fossés de drainage autour des sites abritant
ce Lycopode entraine un asséchement progressif des landes et conduit, par la suite, a la
disparition de cette espéce (Gaume, 1937). Enfin, l'eutrophisation d'origine agricole
(enrichissement en sels minéraux causés par divers amendements), la pollution des eaux et des
sols bouleversent fortement l'équilibre du biotope et par conséquent ses composantes
floristiques.

4.2.2. Intéréts thérapeutiques

La médecine populaire s'est intéressée depuis l'antiquité aux remédes a base des
Lycopodes, notamment Huperzia selago. Pour tous ces usages, on récoltait, soit la plante
entiére, soit les tiges sporangiferes avant I'ouverture des sporanges. Les récoltes abondantes
peuvent étre considérées comme une cause majeure de la disparition progressive des
Lycopodes. Par manque d'informations et de données officielles en France ou ailleurs, ni la

quantité ni la provenance des plantes récoltées ne sont connues.
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Fig. 3. Cycle biologique du Lycopodium clavatum, d'aprés Atmane (1995). A, embryon zygotique stade 3 cellules (x 120) ; B, embryon au stade plusieurs cellules (Gross. x
120).
an, anthéridie ; ar, archégone ; ¢, cortex (tissu hébergeant le champignon) ; e, embryon ; rh, rhizoide ; n, haploide ;2m, diploide ; su, suspenseur.
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En médecine moderne, les Lycopodes sont essentiellement utilisés pour leurs
alcaloides, notamment I'huperzine A qui posséde une activité anti-cholineestérasique.

Par ailleurs, les spores des Lycopodes ont été utilisées pour enrober les
médicaments dans les gélules, grice a la rigidité de leur paroi. Elles ont également été
employées, pour longtemps, comme lubrifiant des gants utilisés par les chirurgiens lors des
opérations chirurgicales (Antopol, 1931 ; Salén, 1951). Des études récentes ont apporté que
I'industrie des préservatifs, notamment en Allemagne, consomme pres de 4 tonnes de spores
par année (Berkefeld, 1993 ; Schippmann, 1995). Ces spores sont également utilisées comme

lubrifiant des préservatifs.

Toutes ces applications thérapeutiques et industrielles font que les Lycopodes sont
massivement récoltés, ce qui accélére fortement leur disparition, notamment dans les pays ou
aucune loi ne les protége. Ceci était vrai pour la plupart des pays de I'Est : Russie, Roumanie,
Pologne. Ce dernier pays s'est récemment doté d'une législation protégeant et empéchant la

récolte de quelques Lycopodes dont I'espéce inundata.

5. Morphologie et cycle biologique

Le cycle biologique des Lycopodes est constitu¢ de deux phases : une gamétophytique
et une sporophytique. Comme les Fougéres, les Mousses, les Algues ou les Champignon, ces
plantes se reproduisent par des spores qui, aprés germination, engendrent un prothalle bisexué
et autonome. Chez certaines espéces, le cycle biologique peut s'étaler sur une vingtaine
d'années : les spores ne germent qu'apres 3 & 5 ans et le développement complet du prothalle
n’est observé qu’a I’issue de cette longue période (Bruchmann, 1910). A maturité, chaque

prothalle développe un sporophyte.
5.1. Phase gamétophytique

Le gamétophyte, ou prothalle, des Lycopodes est bisexué. Il nécessite, chez la
totalité des especes, I'intervention d’un champignon endophyte. Selon les cas, le gamétophyte
peut étre completement saprophyte (Lycopodium clavatum) ou chlorophyllien (Lycopodiella
inundata). A maturité, le prothalle développe des organes sexuels males (anthéridies) qui
contiennent chacun plusieurs cellules germinatives appelées anthérozoides et des organes
femelles (archégones) qui contiennent chacun une seule cellule germinative appelée
oosphére (Fig. 3). Apres sa fécondation en milieu aquatique par un anthérozoide, 1'oosphére
se développe en embryon qui €voluera ensuite en sporophyte. Pour certaines espéces, un
prothalle engendrera au maximum un sporophyte (Treub, 1884). Pour d’autres, le prothalle

pourra engendrer deux ou plusieurs plantules (Bruchmann, 1910). Néanmoins, le
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développement des prothalles varie selon les espéces et la durée minimale peut s'étendre sur 2
ans. |

Chez Lycopodium clavatum (Fig. 3), la germination des spores n'a lieu qu'aprés 3 a
5 années, et le taux de germination estimé est toujours inférieur & 1 %. La maturité sexuelle
des prothalles n’est atteinte qu’aprés 12 a 15 ans (Bruchmann, 1910). Le développement du
prothalle se fait en deux phases: dans un premier temps, celui-ci se divise de mani¢re
autonome jusqu’au stade 5 cellules ; ensuite, le développement ultérieur nécessite la présence
d’un champignon endophyte. Ce dernier assure probablement la subsistance du prothalle
grice a I’assimilation de la matiére organique provenant de I’humus présent dans le sol
(Bruchmann, 1910).

Plusieurs incertitudes persistent encore chez Lycopodiella inundata quant 2 la durée
de germination des spores et au temps nécessaire pour le développement d’un prothalle
jusqu'a sa maturité sexuelle. Toutefois, d’aprés les études menées par Goebel (1887), nous
savons qu’a l'inverse de Lycopodium clavatum, le prothalle de Lycopodiella inundata est
chlorophyllien et qu’il posséde & maturité une longueur de 2.6 mm environ. Comme chez le
reste des Lycopodes, ce prothalle nécessite ’intervention d’un champignon endophyte dés les
premiers stades de développement (4-5 cellules). Sans le champignon endophyte, le prothalle
des Lycopodes ne dépasse jamais le stade 3-10 cellules (de Bary, 1858 ; Goebel, 1887 ;
Bruchmann, 1910). Ce phénoméne de mycorhization du prothalle des Lycopodes présente
une certaine analogie avec les Orchidées chez lesquelles le développement de I’embryon
nécessite également la présence d’un champignon (Lindén, 1980).

Plusieurs stades du processus de la formation et du développement du prothalle
chez les Lycopodes restent encore inconnus jusqu'a ce jour :
- pour les spores, on ne connait pas avec certitude la durée du pouvoir
germinatif ni les conditions de germination ;
- concernant le prothalle, on ignore encore la durée nécessaire & son
développement ;
- concernant la mycorhization, plusieurs interrogations persistent :
* quelle est la nature exacte des substances échangées entre le
prothalle et le champignon ?
* ce champignon est-il identique pour toutes les espéces ?
* quel est ce champignon ?

La réponse a toutes ces questions sera capitale, & la fois pour conserver ces plantes
tres: menacées de disparition et pour comprendre leur biologie qui reste parmi les moins

connues du regne végétal, bien que ces plantes soient les plus anciennes.



Fig. 4. Cycle biologique de L. inundata : de la germination de la spore jusqu'a la formation du sporophyte.
1, sporophyte (G. x 1). 2, face tri-radiére de la spore (G. x 600). 3, spore en germination ayant
encore des restes de la paroi (G. x 285). 4, jeune prothalle (G. x 15.4). 5, prothalle portant sur son
c6té un jeune embryon (G. x 15.4).°6, embryon a un stade plus avancé mais toujours attaché au
prothalle qui commence a rétrécir (G. x 15.4). Les formes 4, 5 et 6 sont reproduites d'aprés Goebel
(1887). Dessins réalisés par Atmane-Bruschetti F.
an, anthéridie ; ar, archégone; a v, apex végétatif; e, embryon; j p, jeune plantule; mi,
microphylle ; p a, poils absorbants ; p, pied ; pr, prothalle ; p s, paroi de la spore ; r, racine ; sg,
sporange ; sp, sporophylle ; st, strobile ; t d, tige dressée ; t r, tige rampante.
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5.2. Phase sporophytique

Dans la description morphologique des Lycopodes, nous tenons compte
uniquement des sporophytes, partie aérienne et pérenne.

Chez la plupart des Lycopodes, le sporophyte est constitué d'une tige rampante
longue de 5 a 10 cm qui donne le plus souvent naissance a une ou plusieurs tiges dressées de 3
a 6 cm. A maturité, ces tiges développent a leur sommet un épi sporangifére qui libére
plusieurs millions de spores. Les tiges rampantes, appelées également tiges végétatives,
présentent une ou plusieurs ramifications dichotomiques et sont généralement pourvues
d'organes radiculaires appelés "racines" (Emberger, 1968 ; Prelli, 1990). D’aprés ces auteurs,
les “racines” des Lycopodes sont des prolongement caulinaires non chlorophylliens qui
deviennent souterrains et se spécialisent dans I’assimilation de I’eau et des élément minéraux.
Le plus souvent, ces “racines” sont dichotomiques et portent des poils absorbants. Les feuilles
qui recouvrent les tiges sont nombreuses, petites et trés peu vascularisées. On y distingue deux
catégories : les plus abondantes, qui sont présentes & la fois sur les tiges rampantes et sur les
tiges dressées ; puis, celles présentent uniquement au sommet des tiges dressées. Ces
derniéres nommées sporophylles, sont légérement spécialisées car elles portent a leur aisselle
les sporanges qui & maturité libérent les spores. L’ensemble de ces feuilles constituent 1’épi
sporangifére ou strobile (Fig. 4).

_ Contrairement aux gamétophytes chez lesquels plusieurs auteurs ont mis en
évidence la présence de champignon endophyte (Treub, 1884 ; Lang, 1899 ; Bruchmann,
1910), un seul travail a jusqu'a maintenant mis en évidence la présence d’un champignon
endophyte chez le sporophyte des Lycopodes (Barrows, 1935). Cet auteur rapporte d’ailleurs
que plusieurs espéces sont mycorhizées. Ces mycorhizes ont ét€ observées a la fois a la
surface de la plante, dans les racines et dans les rhizomes. A notre connaissance, depuis ces

résultats, aucun autre travail confirmant ou infirmant ces données n'a été publié.
II. REPRODUCTION SEXUEE CHEZ LES LYCOPODES

Comme chez les Spermaphytes, la reproduction sexuée chez les Lycopodes nécessite un
gamete maéle (anthérozoide) et un gameéte femelle (oosphére). Mais, a 1’opposé des
Spermaphytes, la fécondation chez les Lycopodes nécessite absolument un milieu aquatique
pour véhiculer I’anthérozoide jusqu'a I’oosphére.

Durant le dernier si¢cle, I’embryogenése zygotique a été largement étudiée chez les
Spermaphytes. Les changements morphologiques et anatomiques caractérisant le

déveldppement embryonnaire chez ce groupe de plantes ont été largement décrits grace a la



l‘\l () “

X7, ="
i
(A ’Q,o'.‘
2_9. 4G

by

A

Fig. 5. Quelques formes caractéristiques de I'embryogenése zygotique chez les Lycopodes. A, Lycopodium

cernum : 1, coupe légérement axile d'un embryon encore enveloppé dans les cellules du prothalle
(G.= diam x 300) ; 2, coupe légérement axile d'un embryon & un stade plus avancé. L'embryon est
sur;le point de percer le prothalle (G. = diam. x 300) ; 3, section axile d'un embryon inséré au
prothalle par l'intermédiaire de son pied (G. = diam. x 150). D'aprés Treub (1884). B, Lycopodiella
inundata : 1, prothalle portant sur son c6té un embryon ; 2, coupe transversale d'un embryon.
D'aprés Goebel (1887). C, Huperzia selago : 1, coupe longitudinale d'un jeune embryon encore
enveloppé dans les cellules du prothalle (G. x 96) ; 2, coupe longitudinale d'un embryon 4 un stade
plus avancé. Deux zones sont nettement séparées : une inférieure comportant le suspenseur et une
supérieure constituant la zone génératrice avec un méristéme apical et une feuille embryonnaire (G.
x 64). D'aprés Bruchmann (1910). Dessins réalisés par Atmane-Bruschetti-F.

ar, archégone ; e, embryon ; f e, feuille embryonnaire ; m ap, méristéme apical ; p a, poils
absorbants ; p, pied ; pr, prothalle ; su, suspenseur.
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microscopie photonique et électronique (annexe 3). En outre, la différenciation cellulaire a €té
bien étudice en relation avec la biosynthése et I’accumulation des protéines, des lipides et de
I’amidon (West et Harada, 1993).

Par contre, trés peu d’informations sont connues sur I’embryogenese zygotique des
Lycopodes. La plupart de ces données résultent d’observations faites sur ces plantes dans la
nature (Treub, 1884 ; Goebel, 1887 ; Bruchmann, 1910). Treub fut le premier a s’intéresser a
I’embryogenése zygotique chez les Lycopodes. Son travail a porté essentiellement sur
Lycopodium cernuum. Chez cette espéce, chaque prothalle ne donne naissance qu’a un seul
sporophyte.

Chez les Spermaphytes, les embryons zygotiques présentent dés leurs premiers stades de
développement une bipolarité caractérisée par un pole apical, qui engendrera I'essentiel de la
plante, et un pdle basal, qui engendrera une partie de la racine (Raynal-Roques, 1994). A
l'inverse, les embryons zygotiques chez les Lycopodes ne présentent aucune polarité pendant
leur jeune 4ge (Treub, 1884 ; Goebel, 1887 ; Bruchmann, 1910).

En 1884, Treub a réalisé un suivi relativement complet de 'embryogenése zygotique chez
Lycopodium cernuum. Au début de son développement, stade moins de 10 cellules, 'embryon
est allongé et est constitué par une cellule basale relativement grande et les autres étant plus
petites (Fig. 5 Al). A un stade de développement intermédiaire, correspondant & une vingtaine
de cellules, I'embryon présente une forme de cylindre relativement allongé (Fig. 5 A2) et ne
présente aucune polarité ni aucune organogenése. A un stade plus avancé, 'embryon chez L.
cernuum devient également plus bombé a la base et 1égérement effilé au sommet avec la mise
en place d'un pied qui permet de fixer 'embryon au prothalle (Fig. 5 A3). A partir de ce stade,
une couche constituée de cellules de petite taille et plus ou moins allongées peut étre
distinguée a la périphérie de 'embryon. A un stade encore plus avancé, la partie effilée
continuera a s'allonger et I'embryon prendra la forme d'une feuille bombée a la base. Treub
qualifie cette partie basale bombée et riche en réserves amylacées de tubercule embryonnaire.
Les réserves constituant ce tubercule sont nécessaires au développement de ['embryon. La
premiére racine ainsi que les premiers faisceaux cribro-vasculaires ne se développent qu'au

stade plantule avec 2 ou 3 cycles de feuilles.

En 1887, Goebel a réalisé¢ quelques observations sur I’embryogenése zygotique de
Lycopodiella inundata dans la nature (Fig. 5 B). Pendant toute sa croissance, I'embryon reste
attaché au prothalle par l'intermédiaire de son pied. A un stade pluricellulaire, cet embryon
présente une structure bombée a la base et 1égérement effilée au sommet. La partie basale peut
développer quelques poils absorbants qui joueront un réle dans 'assimilation de I'eau et des
¢léments minéraux. A un stade plus avancé, le sommet devient plus effilé et I'embryon

prendra alors une forme de feuille bombée a la base. Plus tard, des ébauches foliaires se
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développeront. Comme chez Lycopodium cernuum, la premiére racine ainsi que les premiers

faisceaux cribro-vasculaires ne se développeront qu'au stade plantule avec plusieurs feuilles.

En 1910, Bruchmann a réalisé un suivi de 'embryogenése zygotique chez Huperzia
selago. L'embryogenése y est peu différente de celle des deux espéces précédentes. En effet,
des les premiers stades, l'embryon zygotique chez H. selago présente une bipolarité
structurale : une partie basale constituée par une seule cellule de grande taille et une autre
partie constituée par de petites cellules. La grande cellule ne se divise plus et constituera le
pied de I'embryon. Par contre, les autres cellules se diviseront pour engendrer ultérieurement
une plantule. A partir d’une cinquantaine de cellules, la bipolarité¢ de I'embryon devient plus
évidente avec une partie basale constituée par des cellules de grande taille, et une partie au
sommet constitué par des cellules de petites taille (Fig. 5 C1). Cette derniére partie constitue
la zone méristématique qui assurera la formation des feuilles et la croissance en longueur de la
tige de la plante (Fig. 5 C2). A l'inverse des deux espéces précédentes, 'embryon chez H.
selago n’acquiért pas un aspect foliaire et ne forme pas un pied bien développé capable de
rester fixé au prothalle. Avec cette bipolarité cellulaire, I'embryon zygotique semble étre plus
évolué que celui des autres Lycopodes, notamment L. inundata et L. cernuum.

Dans la plupart des documents reproduits a partir du travail de Bruchmann (1910), les
auteurs (Emberger, 1968 ; Bold et al., 1987 ; Prelli, 1990 ; etc.) confondent toujours
I'embryon zygotique de H. selago et celui de Lycopodium clavatum. Dans son travail en 1910,
Bruchmann a parlé de L. clavatum, mais pour illustrer I'embryogenése zygotique chez cette
espéce, il a montré des figures observées au cours de l'embryogenése zygotique chez H.

selago.

Tous ces travaux ont été réalisés pendant le XIX°™ ou au début du XX°™ siécle ce qui
explique les données approximatives concernant la description de cette embryogenése et le
mangque total d'informations sur la physiologie de ce phénoméne. Ce vide scientifique
pourrait aussi étre expliqué par le fait que ces embryons se forment sur des prothalles qui
sont de petite taille et qui sont le plus souvent enfouis dans un sol trés riche en matiére
organique et en micro-organismes. C’est pourquoi il est trés difficile de réaliser des
observations sur des embryons dans la nature. La solution serait donc [’obtention in vitro,
soit d’embryons zygotiques a partir des prothalles, soit d’embryons somatiques & partir
d’explants végétatifs. Mais, aucun travail de culture in vitro n'a jusqu'a aujourd’hui été porté

a notre connaissance.



Synthése Bibliographique - Reproduction végétative/Intérét médicinal 25

ITI. REPRODUCTION VEGETATIVE CHEZ LES LYCOPODES
1. In vivo

Ce type de reproduction est pratiqué par plusieurs espéces chez les Lycopodes. Chez le
genre Huperzia, cette propagation est réalisée surtout par des bulbilles. Celles-ci sont situées
prés du sommet des axes. Chacune comporte un axe muni de 6 paires de feuilles opposées
(Bonnet, 1972 et 1973). Une fois détachée de la plante mere, chaque bulbille peut engendrer
une nouvelle plante.

Chez Lycopodiella inundata, la multiplication végétative est réalisée par des tiges
rampantes. A la fin de chaque printemps ou au début de chaque été, les rameaux rampants
émettent des nouvelles tiges horizontales qui survivront alors que les anciens rameaux
dépérissent. Les nouvelles tiges se forment & partir des bourgeons latéraux qui résistent au
froid de I’hiver.

2. In vitro

Lors de travaux préliminaires sur L. inundata, Atmane (1995) a pu montrer les
difficultés liées a l'aseptisation des explants utilisés pour la culture in vitro. Etant donné
qu'aucun travail de culture in vitro n’était connu chez les Lycopodiales, plusieurs milieux de
culture ont été testés. Il s'avére que des bourgeons ou des cals peuvent étre obtenus. Toutefois,
la durée nécessaire a 'obtention d'une réponse physiologique est assez longue (2 a 3 mois) et
de plus, les bourgeons obtenus présentaient des feuilles plus longues et mal formées. Enfin,
étant donné le nombre extrémement réduit des données disponibles, il nous a semblé
nécessaire de réaliser d'autres expérimentations pour préciser les résultats et optimiser la
composition des milieux de culture.

IV. INTERET MEDICINAL DES LYCOPODES

C’est surtout la médecine populaire, notamment chinoise, qui a démontré I’intérét
thérapéutique des Lycopodes.

La plante entiere de Huperzia selago était employée a faible dose pour provoquer le
vomissement, pour éliminer des vers intestinaux chez ’Homme ou pour favoriser le cycle
menstruel des femmes. On l'utilisait également pour combattre la rage ou en usage externe
pour détruire les parasites du bétail (Parent, 1964).
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Fig. 6. A, structure chimique de la lysine. B, structure chimique de I'huperzine A.
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Lycopodium clavatum servait a guérir les diarrhées, la dysenterie et les entérites, tandis
que ses spores étaient utilisées dans la lutte contre les rhumatismes et bien d'autres maladies.

Diverses inflammations, allant de 'eczéma aux ulceres, étaient traitées par cette méme plante.
1. Les alcaloides chez les Lycopodes

Les alcaloides sont des substances d'origine biologique. Ils sont présents dans les
vacuoles, et sont parfois associés avec les tanins. On les rencontre principalement chez les
Angiospermes et les Gymnospermes. Leur présence est exceptionnelle chez les Ptéridophytes.
IIs ont d’abord €été mis en évidence chez certains membres de 1’ordre des Lycopodiales
(Garnier et al., 1961).

D’un point de vue biochimique, les alcaloides sont formés a partir de la lysine (Fig. 6
A). Leur structure finale permet de les classer dans la famille des alcaloides comportant un

noyau quinolizidinique.

Au cours du XX™™ siécle, de tels métabolites secondaires, comme la lycopodine ont été
extraits chez Lycopodium clavatum et Diphasiastrum complanatum (Garnier et al., 1961). On
peut noter toutefois, que le terme lycopodine, utilisé pour ces deux genres, correspond en fait
a des molécules un peu différentes. Les alcaloides les plus prometteurs au niveau des résultats
de tests cliniques ont été extraits chez Huperzia serrata (Liu et al., 1986) et H. selago (Ayer et
al., 1989). Ces deux espéces produisent de 1’huperzine A et B (Fig. 6 B).

Jusqu'a présent, ces alcaloides ont été analysés & partir d’extraits de plantes entiéres.
2. Actions thérapeutiques

De nos jours deux voies d’utilisation sont possibles : en homéopathie et en psychiatrie.
Ainsi, Lycopodium clavatum peut étre prescrit en homéopathie pour pallier différentes
inflammations (abces, ulcére, douleurs rhumatismales) (Lathoud, 1932 ; Prat, 1981). Au
niveau psychiatrique, c’est ’huperzine A qui est prescrite.

Cette huperzine A est un alcaloide qui a €té isolé pour la premiére fois en Chine a partir
de Huperzia serrata (Liu et al., 1986). De par la présence d’un site anti-cholineestérasique, il
est utilis¢ au méme titre que certaines drogues habituelles : physostigmine, neostigmine,
pyridostigmine ou tetrahydroaminoacridine (Tang ef al., 1989). Leurs actions se situent au
niveau du systéme nerveux central et périphérique par inhibition réversible de
I’acétylcholineestérase.

C’est ainsi que des tests cliniques sont en cours en Asie avec ’huperzine A sur des
malades d’Alzheimer. Ces derniers souffrent d’une déficience en acétylcholine au niveau du

cerveau. L huperzine pourrait stabiliser le taux d’acétylcholine, ce qui améliore les fonctions
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liées a la mémoire et de cognition (Xu et al., 1995 ; Tang, 1996). A I'inverse des autres
molécules disponibles pour traiter cette maladie, I’huperzine A est facilement tolérée lors de
I’administration par voie orale, elle traverse facilement la barriere hémato-encéphalique et son
action est de longue durée (Tang, 1996).

Par ailleurs, ’huperzine A, en se fixant sur ’acétylcholineestérase, prive les gaz
chimiques utilisés dans les guerres (gaz Sarin, gaz Soman) de leur cible neurologique
(Grunwald ef al., 1994 ; Lallement et al., 1997).

Toutes ces propriétés font des alcaloides des Lycopodes des composés trés demandés.
Mais, faute de pouvoir les extraire a partir de tissus cultivés in vitro, des récoltes massives

sont réalisées dans la nature ce qui accélére considérablement la disparition de ces plantes.

V. PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

1. Contexte

Dans les années 80, la population de Lycopodiella inundata était bien représentée dans
la Réserve Naturelle des landes de Versigny dans I’ Aisne (Bournérias et al., 1983). En 1993,
cette population ne comptait plus qu’un seul pied stérile. Remarquant I’urgence d’intervenir,
le CRP/CBNBL a entrepris, en collaboration avec le Conservatoire des Sites Naturels de
Picardie, un programme conservatoire visant a sauver le dernier pied de la Lycopodielle

inondée.

En 1994/95, lors d’un stage de D. E. A, deux voies de propagation in vitro ont pu étre
partiellement explorées : voie végétative a partir des explants et voie sexuelle a partir des
spores. Apres plus de deux années de travail, aucune germination de spore n’a été possible.
Par contre, la premiére voie a permis d’obtenir une organogenése. Chaque étape de culture
dure plus de 3 mois ce qui n’a pas permis de réaliser le cycle de multiplication dans sa totalité,

d’ou la nécessité de poursuivre ce travail.

2. Objectifs de la these

Compte tenu des résultats précédemment obtenus et de 1’état des lieux bibliographiques,

il est apparu nécessaire de développer des expérimentations selon trois axes :
- la maitrise et optimisation de chaque phase de la multiplication in vitro de
Lycopodiella inundata a partir, soit des apex, soit de cals, puis ’acclimatation des
vitroplants en vue de la réintroduction ou du renforcement de cette espéce dans la

nature ;
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- la réalisation d’une étude histo-cytologique pour définir I’origine des bourgeons
et des structures organisées obtenus et pour permettre la description des

différentes phases de cette morphogenése ;

- Pétablissement d’une étude phytochimique préliminaire pour mettre en évidence

Dintérét médicinal de cette plante par une analyse des alcaloides.
Chacun des objectifs précités fera 1’objet d’une partie de ce mémoire.
3. Contexte scientifique

Compte tenu de la nature de ce sujet, plusieurs collaborations ont ét¢ initiées pour mener
a bien ce programme de recherche. Ainsi :

- les expérimentations visant la mise au point du protocole de la multiplication in vitro
ainsi que ’acclimatation ont €té réalisées au Centre Régional de Phytosociologie /
Conservatoire Botanique National de Bailleul sous la direction du Docteur Vincent
BOULLET ;

- pour toutes les expérimentations in sifu, nous avons travaillé étroitement avec le
Conservatoire des Sites Naturels de Picardie ;

- les études de multiplication in vitro et d’histo-cytologie ont été menées en
collaboration avec le laboratoire de Physiologie Cellulaire et Morphogenése Végétale
a I’Université des Sciences et Technologie de Lille sous la responsabilité du professeur
Jacques VASSEUR ;

- enfin, ’étude phytochimique a été développée en collaboration avec le laboratoire de
Phytotechnologie a la faculté de Pharmacie d’Amiens sous la responsabilité du
professeur Marc-André FLINIAUX.

Afin de réaliser ces objectifs, il a fallu pallier différents problémes :

- vu le statut de plante protégée a I’échelle nationale dont bénéficie Lycopodiella
inundata, la récolte de celle-ci dans la nature est trés réglementée ce qui nous a
obligé a travailler avec un nombre de plantes trés réduit tout le long de nos
expérimentations ;

- la seule population de Lycopodiella inundata persistant encore au nord de Paris
n’est pas trés abondante, d’ou la nécessité d’aller se procurer des plantes en
Mayenne (en accord avec le Conservatoire Botanique National de Brest) ;

- aucun des pieds récoltés dans la nature et cultivés dans le jardin conservatoire du
CRP/CBNBL n’a formé de nouvelles tiges apres I’hiver et ce malgré la construction
de tourbiéres artificielles ;
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- les explants mis en culture ir vitro ont un cycle de multiplication trés long ;

- pour connaitre I’origine des bourgeons in vitro, il a fallu établir pour la premiere
fois une étude histo-cytologique ;

- de la méme fagon, il a fallu mettre au point des techniques de détermination
qualitatives et quantitatives des alcaloides a partir des explants cultivés in vitro,

ainsi que leur pré-purification.



CHAPITRE II : MATERIELS ET METHODES
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A. CULTURE IN VITRO, CROISSANCE ET ACCLIMATATION DES
PLANTES

I. MATERIEL VEGETAL

Afin de préserver le dernier pied de la population picarde, nous avons utilisé pour nos
expérimentations des plants de Lycopodiella inundata récoltés a la fois dans la sabliére du
Liévre a Saint-Amand dans le Nord, et dans la lande tourbeuse de Villepail en Mayenne. Dans
les deux stations, cette espéce est bien représentée et elle n'est pas immédiatement menacée de
disparition. Les essais de multiplication in vifro ont été réalisés a la fois a partir de fragments
de tiges rampantes et de bourgeons apicaux, 3 a 5 mm, qui seront appelés tout le long de ce
travail apex végétatifs. Ils constituent la partie terminale des tiges rampantes. Les deux types
d’explants sont considérés ici comme explants primaires a cette phase initiale de culture in
vitro. Pour une bonne conservation des plants récoltés dans la nature, ces derniers ont €té
placés durant le transport entre leur lieu de récolte et Bailleul dans des bacs contenant du

substrat provenant du site naturel et bien humidifié.
II. PREPARATION DES EXPLANTS ET CONDITIONS DE CULTURE
1. Aseptisation des apex

Afin de réaliser cette aseptisation, nous avons utilisé et modifié les protocoles décrits
par Atmane (1995) et Atmane ef al. (1996b). Ainsi, les apex ont été tout d'abord rincés
abondamment a l'eau courante afin d'éliminer toute la terre fixée a la tige et aux racines des
apex, puis, trempés dans plusieurs bains successifs :

- tween 80 (10 %), pendant 20 min

- tween 80 (10 %) - hypochlorite de calcium (2, 5 ou 8 %), le temps d’action de
chaque mélange est de 5 ou 8 min

- mercurobutol® (10 %), pendant 2 min

- éthanol (70 %), pendant 2 min

- trois ringages successifs dans de l'eau distillée stérile, pendant 5, 5 et 10 min.

Tous les bains ont été réalisés dans des piluliers stériles (25 x 40 mm) sous une hotte a

flux laminaire.
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2. Conditions générales de culture

Les différentes phases de culture comportent des paramétres communs. Les milieux de
culture sont solidifiés par 7.5 g L' d’agar (Pronatec) et contiennent 20 g L™ de saccharose. Le
pH a été ajusté a 5.4 avec KOH 0.1 N avant autoclavage a 120 °C pendant 20 min. Les
cultures sont réalisées dans des tubes 24 x 200 mm contenant 12.5 mL du milieu de culture.
Ensuite, les apex sont maintenus en culture sous une photopériode de 14h/10h 20+ 1 °C
pendant la phase lumineuse et 16 = 1 °C pendant la phase d'obscurité). L'éclairage est réalisé¢

avec des lampes fluorescentes 36 W (Philips Cool) avec un flux de 96 W m-2,
3. Influence des sels minéraux et des vitamines

Cing milieux d'induction (MI) ont été testés (Tableau 2). Ces milieux différent
essentiellement par leur composition en sels minéraux. Ces derniers ont été sélectionnés sur
une base du milieu de Murashige et Skoog (1962). Les résultats ont été analysés aprés 11

semaines de culture pour I'induction des bourgeons et 13 semaines pour l'induction du cal.

Tableau 2. Différents milieux de culture testés durant la phase d'induction du bourgeonnement
et de la callogenése a partir des apex. *, milieu de Murashige et Skoog (1962), MS,
le chiffre correspond au degré de dilution. MI: Milieu d’induction.

Milieux Macro- Micro- Additifs (mg L'l)
testés éléments* | éléments |myo-inositol thiamine acide nicotinique
*

Ml-a MS 1 MS 1 100

MI-b MS 1 MS 1

MI-c MS MS 100

MI-d MS MS 50 16 16
Ml-e MS MS 50

4. Influence des cytokinines

Dans le but de tester ’influence des cytokinines sur I’induction de 1’organogenése et la
callogenese, les apex ont été mis en culture sur le milieu Ml-e additionné de 0.01 mg L' de
AIB combiné avec 0, 0.3, 0.5, 1 ou 1.5 mg L de BAP ou de kinétine. Les résultats ont été
analysés apres 13 semaines de culture.
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III. FORMATION DE BOURGEONS PAR VOIE DIRECTE

1. Obtention de plantes

Afin d'induire un bourgeonnement, les apex ont été tout d’abord cultivés sur le milieu
d’induction (MlI-e additionné de 0.01 mg L' de AIB et 0.3 mg L™ de kinétine) pendant 11

semaines puis, transférés sur le milieu de bourgeonnement MB-a ou MB-b (Tableau 3) selon

le protocole décrit par Atmane (1995). Les résultats ont été€ analysés aprés 13 semaines de

culture sur chacun des deux milieux.

2. Optimisation de la formation de bourgeons

Dans le but d'optimiser la qualité et la quantité des bourgeons régénérés, des apex

préalablement aseptisés ont été mis en culture sur le milieu Ml-e, additionné de 0.01 mg L' de

AIB et de 0.3 mg L de kinétine, pendant 11 semaines puis transférés sur I'un des milieux (MB-c

a MB-f) décrits dans le Tableau 3. Ces milieux different essentiellement par leur composition en

macro-éléments et en phytohormones. L'analyse des résultats a été réalisée aprés 13 semaines de

culture.

Tableau 3. Composition des différents milieux de bourgeonnement testés pour optimiser les résultats a partir des

apex. MS 1/4, milieu de MS dilué 4 fois. A, Ng4NO3; B, KNO3; C, KHyPOy; D, KCI; E, CaCly,
2H5O; F, MgS0y, TH70. * les quatre combinaisons hormonales testées pour le milieu MB-c ont
aussi €té appliquées pour les milieux MB-d, MB-e et MB-f.

Milieux | Macro-éléments (mg L-1) Micro- | L-glutamine | Phytohormones (mg L-1)
testés | A B C D E F |[¢léments| (mgL-1) | AIB Kinetin AG,
MB-a [412.5 475 42.5 0 110 925 MS 001 0.3 0
MB-b [412.5 475 425 0 110 925} MS 1.5 0.5
MB-c¢ |250 250 100 O 100 925| MS_ 0 0
MB-c 250 250 100 0 100 925} MS_ 0.5 0.1
MB-c (250 250 100 O 100 92.5| MS _ 1 0.2
MB-c [250 250 100 O 100 92.5]| MS 1.5 0.5
MB-d* |100 100 200 0 50 80 MS *

MB-¢* 200 0 50 80 MS 328.5 *

MB-f* {100 200 0 50 80 MS 146 *
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IV. FORMATION DE PLANTULES PAR VOIE INDIRECTE (CALLOGENESE)
1. Obtention et optimisation de la production des cals a partir des apex

Afin d’induire la production et la propagation des cals, des apex initialement cultivés
pendant 13 semaines sur le milieu MI-e additionné de 0.01 mg L' de AIBetde 0.3 mgL™" de
kinétine ont été repiqués soit sur le milieu Ml-e additionné de la méme balance hormonale ;
soit, sur ce méme milieu mais additionné de 0.01 mg L' de AIB et de différentes
concentrations de BAP et de kinétine. Les résultats ont été¢ observés aprés un cycle de 13

semaines de culture.

Dans le cadre de 1’étude de I’influence du type de milieu (solide ou liquide) et du poids

initial des cals sur la production de matiére fraiche, nous avons procédé¢ de la fagon suivante :

- des portions de cals pesant 600 mg (10-12 mm de diametre) et des portions de 48 mg
(3-5 mm de diametre) ont été mis en culture dans le milieu Ml-e solide. Un autre lot
similaire a été mis en culture dans un milieu MI-e liquide ;

- les portions de 600 mg ont ét¢ mises en culture dans 25 mL de milieu, et celles de 48
mg dans 12.5 mL ;

- les essais menés en milieu solide ont été réalisés dans des tubes (24 x 200 mm)
fermés avec des bouchons de cellulose pressée, et disposé€s en salle de culture sous
une photopériode de 16 h/ 8 h (lumiére/obscurité).

La masse initiale a été pesée sur balance en conditions aseptiques. La masse fraiche a

été mesurée aprés 7 et 14 semaines de culture. L’augmentation de masse fraiche est calculée

comme suit ;

Masse fraiche finale - Masse fraiche initiale x 100

Masse fraiche initiale

Il n’a pas été possible de mesurer la masse séche obtenue, car compte-tenu de la faible
quantité de matériel disponible, nous avons préféré conserver les cals vivants a 1’issue de ces

tests de facon a poursuivre les expérimentations.
2. Induction de I’embryogenése et formation de plantules a partir des cals
Les cals obtenus a partir des apex ont été repiqués chaque 13 semaines sur le milieu

MI-e. Pour induire I’embryogenése somatique et la formation de plantules, les cals ont été

transférés sur le milieu MB-a ou MB-b définis au préalable par Atmane (1995) et repris dans
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le tableau 3. La durée de culture est de 13 semaines. Cette durée permet d’obtenir des
plantules individualisées au stade 2-3 cycles de feuilles.

Pour optimiser le nombre et la qualité de plantules obtenues a partir des cals, nous
avons testés a la fois, I’influence des sels minéraux, notamment les macroéléments, et
I’influence de la taille initiale des cals sur le nombre de plantules obtenues. Ainsi, des cals
mesurant 3 a 7.5 mm en diamétre ont été mis en culture sur I’un des milieux décrits dans le
tableau 3. Le total de plantules obtenues a été déterminé pour le seul milieu MB-d additionné
de 0.5 mg L de AIB etde 0.1 mg L™ de AGj qui a induit un nombre optimal de plantes.

V. CROISSANCE ET ENRACINEMENT

Les bourgeons (voie directe) et les plantules issues de I’embryogenése somatique (voie
indirecte) ont été placés séparément en tube de culture, sur le milieu MB-d comprenant 0.5
mg L' de AIB et 0.1 mg L' de AG;. Afin d’optimiser cette phase de croissance, des tests ont
été menés sur les échanges gazeux et donc sur le type de bouchage des tubes de culture. Ainsi,
trois types de bouchons ont été testés : polypropylene, coton et cellulose pressée. Dans les

trois cas, la longueur des plantes a été mesurée apres 13 semaines de culture.

Chaque plante issue de cette premié¢re phase de culture a ensuite été placée sur le milieu
MB-d sans phytohormone. Cette étape a pour but principal de favoriser a la fois le
développement caulinaire (appréciée par le nombre de tiges rampantes et le nombre de
dichotomies) et le développement racinaire, y compris la formation de nouvelles racines. De
nombreux auteurs ont rapporté que l’addition de charbon activé favorisait ce type
d’événements (Fridborg et al., 1978 ; Gonzalez et al., 1998). Par conséquent, différentes
concentrations de charbon activé (0, 0.5, 1, 1.5et2 g L'l) ont été ajoutées dans le but
d’optimiser a la fois le nombre de tiges et le nombre de racines. Les plantes sont cultivées
dans des pots en verre (50 x 70 mm) fermés avec des bouchons en polypropyléne (type
Magenta, Sigma). La longueur des plantes issues d’in vifro, et le nombre et la qualité des

racines, ont été analysés aprés 13 semaines de culture.
VI. ACCLIMATATION DES VITROPLANTS

Quand les vitroplants atteignent une longueur de 30-40 mm, ils sont transférés dans des
pots en plastiques contenant soit 75 % de sable acide et 25 % de tourbe blonde, soit 95 % de
sable acide et 5 % de charbon activé. Ces substrats sont utilisés comme tels ou stérilisés par
autoclavage pendant 20 min a 120 °C. Les pots ont ¢té préalablement désinfectés avec de
I’hypochlorite de sodium et abondamment rincés a I’eau distillée. Avant le rempotage, chaque

vitroplant a été débarrassé de la gélose sous I’eau courante afin de diminuer au maximum le
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risque de contamination fongique. La tourbe ou le charbon activé est déposé a la surface du
sable acide. Cette disposition est due au fait que, dans le site naturel, la matiére organique se
trouve a la surface du sable. Les pots sont conservés dans la chambre de culture a une
température jour de 20 £ 1 °C pendant 14 h et une température nuit de 16 = 1 °C pendant 9
semaines puis transférés dans une serre soumise aux conditions climatiques naturelles. Le
pourcentage des plants acclimatés, vivants a ¢té déterminé apres 31 semaines de culture (soit

7 mois).
1. Optimisation de ’acclimatation des plantes

1.1. Acclimatation dans des conditions contrdlées sur des substrats provenants du site

naturel

Nous avons utilisé le sable acide et la matiere organique récupérés sur le site de la
sabliére dite "du Lievre". La matiere organique correspond a la couche superficielle (10 a 20
mm d'épaisseur). C'est une couche de couleur noiratre contenant une microflore et des
bactéries. Sur cette base, différentes conditions ont été testées :

Condition 1: le substrat est constitué par 98 % de sable acide autoclavé et par 2 %
de la matiére organique non autoclavée. Le sable est déposé au fond de
la mini-serre, tandis que, la matiére organique est déposée en surface
comme dans la nature. L'ensemble est arrosé avec de 1'eau de pluie.

Condition 2: il s’agit des mémes traitements que dans la condition 1 ; mais dans ce
cas, la matiére organique est autoclavée.

Condition 3: le substrat est constitué par 99 % de sable acide autoclavé et 1 % de
charbon activé autoclavé. Le sable est déposé au fond de la mini-serre,
tandis que, le charbon activé est déposé en surface. Les vitroplants
sont arrosés avec le filtrat non autoclavé de la matiere organique.

Condition 4: il s’agit des mémes traitements que dans la condition 3, mais, le filtrat
de la matiere organique a €té autoclavé.

Condition 5: il s’agit des mémes parameétres que dans les conditions 3 et 4, sauf

qu’ici les vitroplants sont arrosés avec de 1’eau de pluie.

Les vitroplants repiqués dans ces différentes conditions, ont été placés dans la
chambre de culture a une température jour de 20 £ 1 °C/ 14 h et une température nuit de 16 *
1 °C / 10 h pendant 9 semaines puis transférés en serre. Le pourcentage des vitroplants
survivants et le degré de leur croissance (longueur de la tige, nombre de racines et d'apex

végétatifs formés) ont été déterminés aprés 31 semaines.



Fig. 7. Lycopodiella inundata (L.) Holub dans son site naturel : sabliére du licvre (Saint-Amand.
Nord).
A. Pied développant une tige rampante avec un apex végétatif (a v) et une tige dressée avece
un apex sporangifére (a s). Barre = 10 mm.
B. Plants obtenus in vitro et acclimatés momentanément dans la sablicre du licvre. Barre
37.5 mm.

C. Habitat naturel de L. inundata dans la sablicre du licvee (¥ Drosera rotundifolia 1)
Barre = 10 mm.
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1.2. Acclimatation sur un site naturel abritant encore la Lycopodielle inondée

Afin de vérifier l'influence des micro-organismes sur l'acclimatation, plusieurs
vitroplants de Lycopodiella inundata ont été placés momentanément dans le site de la sabliére
"du Liévre" qui abrite encore cette plante (Fig. 7 A, B, C).

Les vitroplants ont été tout d'abord mis en pots sur sable acide et charbon activé
autoclavés, puis gardés pendant 9 semaines a une température jour de 20 = 1 °C/14 h et une
température nuit de 16 = 1 °C/ 10 h, et enfin transférés dans le site naturel. Ces vitroplants
ont été complétement isolés de la population locale pour éviter tout flux de geénes entre
vitroplants et plantes naturelles. Apres 3 semaines, tous ces vitroplants ont été retirés du site

puis laissés en culture en serre.

2. Ktude préliminaire des micro-organismes présents dans un habitat naturel de L.

inundata

Le but est de savoir si des micro-organismes spécifiques sont présents dans un site
naturel de L. inundata et s'il y a une relation entre cette espéce et ces micro-organismes. Pour
se faire, des analyses de substrats ont été réalisées sur trois sites différents de L. inundata : la
sabliére "du Liévre" (Saint-Amand, Nord), la lande tourbeuse de Villepail (Mayenne) et la
tourbiére de Rimat (Massif du Mont Dore).

Ces analyses ont été réalisées sur du substrat fixé sur les racines et sur du substrat situé

a quelques cm et a plusieurs métres des plants de L. inundata.
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B. ANALYSES CYTOLOGIQUES
I. TECHNIQUES CYTOLOGIQUES
1. Fixation, déshydratation et inclusion

Les explants a analyser sont prélevés sous hotte a flux laminaire puis sont placés dans 0.5
mL de fixateur, F.A.E. (formaldéhyde 37 % : 6.5 mL, acide acétique glacial 100 % : 3.5 mL,
éthanol 50 % : 100 mL). L’ensemble est placé a 4 °C et a I’obscurité pendant 48 & 72 h.

Aprées fixation, chaque explant est placé a température ambiante pendant 30 min

successivement dans I’éthanol & 50 %, 70 %, 90 % et 100 % (annexe 5).

Aprés déshydratation, chaque explant est imprégné sous vide pendant 18 h par un
mélange de résine JB-4, 100 mL de la solution a JB-4 + 0.9 g du catalyseur C (Polysciences). La
résine est de type butyl methacrylate hydrophile.

L’inclusion est réalisée a 4 °C (sur glace) avec une solution de résine fraichement
préparée (solution A additionnée du catalyseur C 4 0.9 %, et du durcisseur B & 4 %). Chaque
explant est placé dans une capsule de gélatine taille 2, avec un diametre de 6 mm (TAAB)
contenant 330 uL de la solution de résine “ A+B+C ™. Aussitdt apres, les moules sont refermés et

la polymérisation se fait en condition anaérobie a température ambiante pendant 60 min.
2. Confection des coupes semi-fines

Les coupes sont réalisées avec un ultramicrotome LEICA RM 2065. Les coupes de 3
KUm sont obtenues avec un couteau de verre sec (verre de qualité d’ultramicrotomie, Pelanne),
récupérées avec des pinces et déposées sur un ménisque d’eau bidistillée additionnée
d’ammoniaque pour faciliter leur déplissage. La lame de verre est ensuite séchée sur une
platine chauffante a 50 °C pendant 15-20 min.
II. METHODES DE COLORATION DES COUPES SEMI-FINES

Trois types de colorations ont été utilisées (annexe 5) :

- Bleu de Toluidine

Les coupes sont laissées pendant 30 secondes dans une solution de Bleu de Toluidine,
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chlorhydrate de trimethylthionine, (0.5 % p/v dans I’eau distillée). Aprés ringage, la coloration
est régressée a I’eau distillée jusqu'a décoloration compléte de la résine. Le bleu de toluidine
est metachromatique sous toutes ses formes. C'est un bon colorant des noyaux et des

nucléoprotéines (Langeron, 1949).
- Simple coloration : Acid Periodic-Schiff : P. A. S.

Les coupes sont tout d’abord placées pendant 50 min dans I’acide périodique (0.5 %
p/v) et abondamment rincées a 1’eau distillée. Elles sont ensuite traitées par un bain de réactif
de Schiff (BDH) pendant 4 min et rincées a I’eau distillée. Cette réaction permet de mettre en

¢vidence les polysaccharides qui prennent une coloration rosatre.

- Double coloration : P. A. S. + Naphtol-Blue-Black

Les coupes précédemment colorées avec le P. A. S. sont placées dans le Naphtol Blue
Black (1 % p/v dans I’acide acétique 7 % v/v) a 50 °C pendant 5 min puis la coloration est
régressée par 1’acide acétique a 7 % (v/v). Le Naphtol Blue Black colore spécifiquement les

protéines solubles et insolubles en bleu noir.

Apres colorations, les lames histologiques sont séchées a I’air comprimé, puis montées

dans une résine synthétique de montage (Eukitt®, Kindler).
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C. PHYTOCHIMIE

Pour tenter de caractériser les alcaloides chez Lycopodiella inundata, nous avons surtout
utilis€ comme matiére premiere végétale des vitroplants et des cals. Vu le statut de plante
protégée a I’échelle nationale dont bénéficie L. inundata, seuls quelques pieds venant de la
nature ont €té utilisés pour pouvoir comparer les profils alcaloidiques de ces derniers a ceux
des cals ou plantes issues d’in vitro.

Les cals et les vitroplants ont été obtenus et entretenus in vitro selon les conditions de
culture décrites précédemment dans la partie A au début de ce chapitre. Les cals ont été
cultivés soit sur milieu solide soit sur milieu liquide. Au moment de leur utilisation, les

vitroplants possédaient plusieurs racines et mesuraient 20-40 mm en longueur.
I. EXTRACTION ET PURIFICATION DES ALCALOIDES

Avant chaque analyse, la masse fraiche de chaque explant a été mesurée. Les cals et les
vitroplants ont été retirés des tubes et pesés ; les fragments des plantes sauvages et les plantes
issues d’in vitro ont été épongées sur filtre. La masse séche correspond a la masse de ces
différents matériels aprés 36 h de lyophilisation (Vitris N° 10-324).

1. Extraction des alcaloides

Le caractere amphotére des alcaloides permet leur extraction a 1’état de composés par
une solution aqueuse d’acide dilué, ou sous forme de bases libres par un solvant organique en
milieu basique. Ils peuvent également étre extraits sous 1I’une ou I’autre forme par des solvants
semi-polaires tels que les alcools (Fliniaux, 1991).

Pour extraire les alcaloides chez L. inundata, nous avons choisi un protocole
habituellement employé pour extraire les alcaloides tropaniques (Manceau, 1992). Ce
protocole consiste a la réalisation d'une double extraction (2 heures puis 1 heure) par un
mélange chloroforme / ammoniaque 27 % (49/1, v/v). Cette opération est effectuée sous
réfrigérant & reflux a chaud dans les ballons dont la taille est adaptée au volume des solvants
utilisés. L'ammoniaque est I'agent d'alcalinisation qui permet de déplacer les alcaloides de
leurs combinaisons salines. Les bases ainsi libérées sont ensuite solubilisées dans le
chloroforme (solvant organique). Apres chaque extraction, la solution chloroformique est
séparée du marc par filtration, puis séchée sur du sulfate de sodium qui permet d'éliminer les
traces d'eau que le filtrat peut contenir. Ensuite, le chloroforme est éliminé par évaporation
sous pression réduite a 40 °C (Rotavapor) ce qui permet d'obtenir un premier extrait brut.
Cet extrait brut est fortement chlorophyllien.
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2. Purification des alcaloides
Pour purifier I’extrait brut obtenu aprés extraction, nous avons testé deux procédés :

Procédé 1 : Cest le protocole classique (Paris et Cosson, 1965). L'extrait brut est repris
3 fois par 10 a 30 mL, selon la quantité¢ des extraits bruts, de H,SO,4 0.1 N; un
chauffage modéré a 40 °C pendant 10 min permet d'en augmenter l'efficacité. La
solution d'acide va redissoudre les substances hydrosolubles de 1'extrait brut ainsi que
les alcaloides sous forme de sels. La solution est filtrée pour éliminer les composés
insolubles. Apres filtration sur une ampoule & décanter, on alcalinise a pH = 9-10 avec
de 'ammoniaque 27 % ce qui transforme les alcaloides en bases solubles dans les
solvants organiques. La phase aqueuse est alors épuisée par 3 x 20 mL de chloroforme.
Les phases chloroformiques sont réunies, séchées sur sulfate de sodium, filtrées et
concentrées sous pression réduite. Les résidus secs ainsi obtenus ne contiennent que les
alcaloides totaux (Bruneton, 1993). Pour une analyse par Chromatographie Liquide
Haute Performance (CLHP), les résidus secs sont repris & 40 °C pendant 10 min par 10 a
30 mL de la phase mobile utilisée pour I’analyse par CLHP. Cette phase mobile est
composée d’un mélange de (v/v) : acétonitrile (330 mL), tri¢thylamine (400 pL), acide
phosphorique (2 mL) et eau (1670 mL). Par contre, pour une analyse par
Chromatographie sur Couche Mince (CCM), chaque résidu sec a été repris par 10 a 30

mL de méthanol.

Procédé 2 : Ce procédé est classiquement utilisé¢ pour les alcaloides non ou trés peu
polaires (Fliniaux, 1991). Il consiste a reprendre l'extrait brut directement par la phase
mobile apres un chauffage a4 40 °C pendant 10 min. Il n’y a donc pas de passage par
I’acide sulfurique ni d’alcalinisation. Pour notre cas précis, l'extrait brut a été repris par
10 a 30 mL de la phase mobile dont la composition a été détaillée ci-dessus. Aprés

filtration et dilution, la solution a été analysée par CLHP.
3. Optimisation de la purification

Les procédés 1 et 2 n'ont pas permis d’obtenir I’ensemble des alcaloides du résidu sec,
puisque dans la fraction aqueuse €puisée (chloroforme a pH 9-10), nous trouvions encore des
alcaloides apres analyse par CLHP. C'est pour cette raison que nous avons essayé d'améliorer
cette étape. Ainsi, nous avons légérement modifié le procédé 1 en nous basant sur les travaux
de Ayer et al. (1989).
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L’extrait brut obtenu a été repris 6 fois, au lieu de 3 fois pour le procédé 1, par 10 a 30
mL d’H,SO4 0.1 N aprés un chauffage a 40 °C pendant 10 min. Les solutions aqueuses de
sels d’alcaloides ainsi obtenues sont réunies et alcalinisées a pH 9-10 avec de I’ammoniaque
27 %. Ces phases sont ensuite épuisées par 6 x 20 mL de chloroforme, au lieu de 3 fois pour
le procédé 1. Enfin, les phases chloroformiques décantées, sont réunies, séchées sur sulfate de
sodium, filtrées et concentrées sous pression réduite. Il résulte alors un résidu sec : les
alcaloides totaux. Comme pour le procédé 1, pour une analyse par CLHP, les alcaloides
totaux sont repris a 40 °C pendant 10 min par 10 & 30 mL de la phase mobile CLHP. Par
contre, pour une analyse par CCM, les alcaloides totaux sont repris par 10 a 30 mL de

méthanol.

Ce nouveau procédé de purification, P3, a été retenu pour purifier les alcaloides aprés

leur extraction & partir des cals et des vitroplants.
II. DOSAGE ET ANALYSE DES ALCALOIDES

Deux techniques d’analyse ont été utilisées : la chromatographie sur couche mince

(CCM) et la chromatographie liquide haute performance (CLHP) en phase inverse.
1. Mise en évidence par chromatographie sur couche mince (CCM)

Les résidus secs des cals et des vitroplants ont été séparément repris par du méthanol
avant chaque analyse par CCM. Cent uL de cette solution seront utilisés comme dépoét sur la

plaque de couche mince.

Support : Plaque de gel de silice F1500, 20 x 20 cm fluorescente a 254 nm (Macherey-
Nagel, Polygram®).

Solvant de développement : Acétone / eau / ammoniaque 27 % (90/7/3 ; v/v).

Dépdt : Le volume des dépdts est de 100 pL.

Révélateur : Réactif de Dragendorff

Solution A : nitrate de bismuth basique 85¢g
acide tartrique 100 g
eau QSP 400 mL

Solution B : iodure de potassium 80¢g
eau QSP 200 mL

Solution mére : un volume de la solution A pour un

volume de la solution B
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Réactif prét & I’emploi : solution mere 50 mL
acide tartrique 100 g
eau distillée 500 mL.

Aprés migration du solvant, les plaques sont séchées a I’étuve a 100 °C, 5-10 min,
puis pulvérisées avec le réactif de Dragendorff qui révele les alcaloides en les colorant en
rouge-orange.

2. Optimisation de la mise en évidence des alcaloides par CCM

Afin de mieux séparer les produits révélés dans les résidus secs, nous avons testé
d’autres types de plaques de Silice, et d’autres solvants de développement. Les plaques
différent notamment par le type de Silice selon le fabricant. Par contre, les solvants de
développement différent notamment par leur degré de polarité qui change selon la nature et la
concentration des constituants et qui conditionne la distance de migration des molécules sur la
plaque.

Au total, 6 solvants de développement ont été testés :

- solvant 1 : acétone / eau / ammoniaque 27 % (90/7//3 ; v/v)

- solvant 2 : acétone / eau / ammoniaque 27 % (7/903 ; v/v)

- solvant 3 : chloroforme

- solvant 4 : chloroforme / méthanol (50/50 ; v/v)

- solvant 5 : chloroforme / méthanol / ammoniaque 27 % (75 /25 / 3, v/v)
- solvant 6 : méthanol / eau / ammoniaque 27 % (90/7//3 ; v/v)

Parallélement, nous avons testé quatre types de plaques de silice :

- plaque 1 : F1500, G/UV 254, (Macheray-Nagel, Polygram®)
- plaque 2 : F1500 LS 254 (Schleicher & Schuell®)

- plaque 3 : 60 F254, Oxyde d'aluminium (Merck®)

- plaque 4 : plaques en verre, PK6F SILICA GEL (Whatman®)

Pour chaque analyse, nous avons déposé 100 pL de résidus secs préalablement repris
par du méthanol.

La révélation des alcaloides est réalisée avec le réactif de Dragendorff selon le procédé
décrit ci-dessus.
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3. Mise en évidence et analyse des alcaloides par CLHP en phase inverse
Pour chaque analyse, nous avons injecté 10 uL d’alcaloides totaux.

Le systeme Waters utilisé est constitué d’une pompe a solvant mode¢le 481 et d’un
injecteur. La lecture de la densité optique est réalisée par un spectrométre Lambda-Max 481.
L’enregistrement des chromatogrammes est réalisé par un enregistreur-intégrateur Shimadzu
(Crga Chromatopac) qui intégre automatiquement les surfaces des pics et les compare avec
celles des témoins. La phase stationnaire est constituée par une colonne de silice de type C18
4,6 x 25 cm, 7 um, (Macherey-Nagel). Une précolonne de silice RP 18 est placée entre
I’injecteur et la colonne afin d’en prolonger la durée d’utilisation. La phase mobile est
constituée d’un mélange (v/v) de : acétonitrile (330 mL), tri¢thylamine (400 pL), acide
phosphorique (2 mL) et eau distillée (1670 mL). Le pH de cette phase mobile est égal a 2,22.
Afin de déceler le maximum d’alcaloides présents dans les extraits, nous avons choisi dans un
premier temps une détection a 204 nm. Bien que cette longueur d’onde soit moins spécifique,
elle s’est montrée suffisante pour I’analyse d’extraits alcaloidiques de drogues végétales
(Planck et Wagner, 1986 ; Fliniaux, 1991). Dans un second temps, les analyses ont été
effectuées a des longueurs d'ondes plus spécifiques, 233 et 272 nm. De plus, nous avons
¢galement utilisé un systéme de barrettes de diodes qui permet de réaliser automatiquement

les spectres pour chaque substance contenue dans les alcaloides totaux.

Enfin, en faisant varier la phase mobile en condition isocratique, nous avons essayé
d’optimiser la séparation des composés. Ainsi, nous avons testé plusieurs pH et plusieurs
concentrations en acétonitrile de la phase mobile (Tableau 4).

Tableau 4. Différents pH et concentrations de 1’acétonitrile des phases mobiles testés au
cours de I’analyse par CLHP en phase inverse des alcaloides totaux.

Phase Composition pH
mobile
Acétonitrile (mL) | Triéthylamine (UL) | H3PO4 (mL) | Eau (mL)

1 330 400 2 1670 2.22
2 330 400 1 1670 2.56
3 430 400 2 1570 2.22
4 430 400 1 1570 2.56
5 230 400 2 1770 2.22
6 230 400 1 1770 2.56
7 130 400 2 1870 2.22
8 130 400 1 1870 2.56
9 200 400 2 1800 2.22
10 150 400 2 1850 2.22
11 100 400 2 1900 222
12 0 400 2 2000 222
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III. SEPARATION DES ALCALOIDES TOTAUX

Le résidu sec obtenu par purification constitue les alcaloides totaux, mélange complexe
de bases qu’il est nécessaire de séparer. Pour cela, plusieurs méthodes de résolution d’un
mélange complexe sont employées. En ce qui nous concerne, nous avons choisi la séparation
par chromatographie liquide haute performance (CLHP) semi-préparative et la CCM

préparatives.
1. Séparation par CLHP semi-préparative

Le systéme de séparation préliminaire est constitué d'une pompe a solvant Spectra
Series modéle P 200 et d'un injecteur de type vanne Rhéodyne. La mesure de la densité
optique est réalisée par un spectrophotomeétre Shimadzu SPD-6AV. La détection UV a été
réalisée a la longueur d’onde 204 nm, puisque la plupart des molécules ayant des doubles
liaisons sont détectées a cette longueur d’onde. Le profil d’élution est obtenu par un
enregistreur OSI Tracelab. Les analyses chromatographiques ont été réalisées a température
ambiante. Nous avons tout d’abord testé un type de colonne peu hydrophile [Lichrosorb R-P 8
(7 pm)] puis un second plus hydrophile [Lichrosorb R-P (18)]. De plus, la séparation a été
effectuée dans un premier temps en condition isocratique avec un seul solvant et ensuite les
essais ont été réalisés avec deux solvants combinés et avec plusieurs programmes de gradients

d'élution.

Pour améliorer la séparation des composés constituant les alcaloides totaux, nous
avons maintenu constants plusieurs parametres : solvant B, acétonitrile / méthanol / eau, 1/1/1,
v/v ; colonne, Lichrosorb R-P 18 (7 pum); débit fixé a 3 mL/min. Ainsi, nos essais
d’optimisation se sont axés notamment sur le pH et la composition du solvant A (Tableau 5).
La séparation a été suivie a 204 nm, car cette longueur d’onde permet de détecter la majorité

des molécules possédant des doubles liaisons.

Tableau 5. Différents pH et concentrations de [’acétonitrile du solvant A testés pour optimiser la
séparation des produits constituants les alcaloides totaux.

Solvants Composition pH
Acétonitrile (mL)| Triéthylamine (uL) | H;PO, (mL) | Eau (mL)
Al 330 400 2 1670 2.22
A2 330 400 1 1670 2.56
A3 430 400 2 1570 2.22
A4 430 400 1 1570 2.56
AS 260 400 2 1740 2.22
A6 260 400 1 1740 2.56
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2. Par chromategraphie sur couche mince (CCM)

Nous avons testé des plaques a couches de silice sur un support en verre (PK6F Silica
Gel Whatman®) ou en polyester (F1500 LS 254 Schleicher & Schuell). Deux solvants ont été
testés pour chaque type de plaque : le premier est constitué par un mélange acétone / eau /
ammoniaque 27 % (90/7/3, v/v) et le second est constitué par une solution méthanol / eau /
ammoniaque 27 % (90/7/3, v/v). Nous avons déposé sur chaque plaque un volume de 1 a 1.5
mL d’alcaloides totaux ou de fractions en partie purifiées par la CLHP semi-préparative.

Apres le développement et la localisation des fractions par visualisation des plaques a
254 nm, chacune de ces dernicres a été séparément récupérée par grattage de la silice que
nous gardions dans du méthanol pendant 12 & 24 heures. Le contact prolongé avec le
méthanol permet de libérer les substances adsorbées sur la silice. Apres centrifugation a 2000
tours/min pendant 4 min, le surnageant a été prélevé a la pipette Pasteur puis concentré au
Rotavapor. Enfin, chaque fraction obtenue a été dissoute dans du méthanol puis analysée par

CLHP en phase inverse.
VI. ANALYSES PRELIMINAIRES PAR RMN DE DEUX ALCALOIDES

Nous avons choisi pour cette expérimentation préliminaire, deux parmi les huit alcaloides
mis en évidence dans les cals et dans les vitroplants. Il s’agit des alcaloides ayant un
maximum d’absorption a 271 nm et a 200.4 nm. Le Rf du premier est de 0.82, alors que celui
du second est de 0.2. Le but de cette expérience est d’établir une premiere approche de la
nature des spectres RMN de ces alcaloides.

Pour cela, nous avons utilisé une RMN au '*C et les deux alcaloides analysés ont été

dissous dans du chloroforme marqué au *C.
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Fig. 8. Effets de la quantité de BAP sur la nécrose des apex végétatifs primaires au cours de la phase
d’induction aprés une aseptisation de 5 min dans 8 % d’hypochlorite de calcium. Barre = 400 um.
A. Aprés | semaine en présence de la BAP : 61.7 % d’explants restent vivants.
B. Aprés 2-3 semaines en présence de la BAP : le méristeme commence a se nécroser (fleche).
C. Apres 10-13 semaines en présence de la BAP : I'ensemble de I"apex s’est nécrosé.
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A. ETABLISSEMENT ET OPTIMISATION DES CONDITIONS DE
CULTURE DES VITROPLANTS ET DE LEUR ACCLIMATATION

I. LE PROTOCOLE D'ASEPTISATION DES EXPLANTS PRIMAIRES

La concentration et le temps d’action de I’hypochlorite de calcium sur les apex se sont
révélés étre primordiaux pour ’obtention d’explants a la fois aseptiques et vivants (Tableau 6).
En effet, en utilisant ’hypochlorite de calcium a une faible concentration (2 %), la totalité des
apex se sont contaminés par des champignons et sont morts quelques jours apres leur mise en
culture. Par contre, avec une concentration plus élevée (8 %), aucune contamination fongique
n’est observée, mais, un contact plus ou moins prolongé avec I’hypochlorite de calcium
diminue le taux d’apex qui restent vivants (Tableau 6). Ainsi, dans le meilleur des cas, un
temps de contact de 5 min en présence d’une solution d’hypochlorite de calcium a 8 %, permet
d’observer que plus de 61 % des apex restent aseptiques et vivants (Fig. 8 A). Ce méme
protocole d’aseptisation a permis d’avoir 40 % de portions de tiges rampantes aseptiques.

C’est ce protocole d’aseptisation qui sera maintenu pour l’aseptisation des explants
végétatifs.

Tableau 6. Effets de la concentration et du temps d’action de 1’hypochlorite de calcium sur les
apex lors de la phase d’aseptisation.

Hypochlorite de calcium | Nombre d’apex aseptisés | Apex aseptique
Concentration | Temps d’action Nombre %
(g/100 ml d’cau) (min)
2 5 15 0 0
8 15 0 0
5 5 15 4 26.7
8 15 7 46.7
8 5 81 50 61.7
8 15 0 0

II. LA COMPOSITION DES MILIEUX

1. Effets des sels minéraux et des vitamines

La plupart des apex et la totalité des autres portions de tiges mises en culture sur un
milieu d’induction de type MS non modifi¢ (Ml-a a MI-d, Tableau 2) deviennent jaunatres et
meurent apres 3 semaines de culture. Quand le milieu de culture est relativement pauvre en sels

minéraux et en vitamines (Ml-e, Tableau 2), tous les apex survivent. Par contre, les autres
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fragments, au deca de ’apex végétatif, de tiges rampantes meurent quelques soient les milieux
de culture testés. C’est pourquoi, dans la suite de ce travail nous n’avons considéré que les
apex végétatifs.

2. Effets des cytokinines sur la formation de bourgeons et la mise en place d’une
callogenése a partir des apex

C’est le milieu de culture Ml-e qut a été retenu pour rechercher une balance hormonale
adéquate a I’induction d’une réponse morphogénétique. Le milieu de base MI contient 0.01 mg
L' de AIB. Les apex sont considérés vivants quand ils restent verts, et morts quand ils
deviennent jaunatre ou nécrosés

La kinétine et la BAP agissent différemment sur les apex durant la phase d’induction.
En I’absence des cytokinines, 50 % des apex mis en culture restent verts sans montrer de
changement morphologique. En présence de BAP, les apex ne montrent aucune réponse
morphogénétique et le nombre d’explants nécrosés augmentent ensuite en fonction de la
concentration de la BAP (Tableau 7). C’est tout d’abord la zone terminale méristématique de
chaque apex qui se nécrose apres 2 a 3 semaines de culture (Fig. 8 B), puis, c’est la totalité de
I'explant qui est nécrosée aprés 10 & 13 semaines de culture (Fig. 8 C).

Par contre, quand la BAP est remplacée par la kinétine et ce, dans les mémes
proportions, le nombre d'apex nécrosés est relativement plus faible. Mais, c’est la
concentration de 0.3 mg L' qui permet d’obtenir un maximum d’apex vivants, et présentant
une réponse morphogénétique. La nature de cette réponse dépend essentiellement de la durée
de culture sur le milieu MI-e additionné de 0.01 mg L™ de AIB et de 0.3 mg L™ de kinétine. En
effet, quand cette durée est de 11 semaines seulement, les apex croissent légérement en
longueur (+ 2 a 3 mm), et leur feuilles entourant le méristéme apical gonflent. A ce stade,
aucune formation de cal n’est observée. Par contre, quand la durée de culture sur ce méme
milieu est de 13 semaines, en plus des changement morphologiques observés ci-dessus, nous
remarquons un début de callogenése. Cette callogenése est strictement limitée au méristéme
apical et a la base des 5-6 cycles de feuilles qui I’entourent.

Désormais, le milieu de culture MlI-¢ additionné de 0.01 mg L™ de AIB et de 0.3 mg L™
de kinétine sera appelé milieu d’induction (MI). Ce choix a été effectué tant sur le
pourcentage de survie des explants que sur leur comportement dans les phases ultérieures de
culture (bourgeonnement direct ou callogenése, croissance et enracinement).
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Tableau 7. Effets des cytokinines sur la survie des apex pendant la phase d’induction. Les
apex ont étcrS cultivés pendant 11 a 13 semaines sur le milieu MI-e additionné de
0.0l mg L™ de AIB et de différentes concentrations de kinétine ou de BAP.

Hormones (mg L'l) Nombre d’apex Apex restant verts
kinétine BAP mis en culture Nombre %
0.00 0.00 42 21 50.00
0.30 0.00 30 30 100.00
0.00 0.30 30 16 53.54
0.50 0.00 30 9 30.00
0.00 0.50 30 7 23.33
1.00 0.00 30 11 36.67
0.00 1.00 30 4 13.33
1.50 0.00 30 8 26.67
0.00 1.50 30 3 10.00

III. LA FORMATION DIRECTE DE BOURGEONS A PARTIR DES APEX
1. Obtention de bourgeons (sans callogenése préalable)

Aucune morphogenése n’a été observée a partir des apex quand ces derniers ont été
cultivés pendant 8 & 11 semaines sur le milieu MI puis transférés sur un milieu pauvre en sels
minéraux mais contenant de la kinétine (MB-a, Tableau 3). Dans ce cas, aprés avoir
développé un petit cal au niveau de leur méristeme, les apex deviennent jaunitres et meurent
aprés quelques semaines de culture.

Quand les apex sont cultivés sur le milieu MI pendant 8 & 11 semaines puis transférés
sur le milieu MB-b (Tableau 3), un grand nombre d'entre eux se nécrosent aprés quelques
semaines de culture. Néanmoins, les apex qui restent verts développent quelques bourgeons.
Ces derniers apparaissent a la base des feuilles entourant le méristéme apical. Le milieu MB-b
contient moins de sels minéraux, par comparaison avec le milieu MI, et est complétement
dépourvu de vitamines et de kinétine. Dans ces conditions de culture, nous avons obtenu 3 a 5
bourgeons par apex.

Ces bourgeons apparaissent plus foncés et leurs feuilles sont plus longues que celles

des apex d’origine. Ces différences morphologiques nous ont incité a tester d’autres milieux.
2. Optimisation de la formation des bourgeons

La qualité et la quantité des bourgeons produits dépendent de la concentration en
macro-¢léments, de la balance hormonale et de la source d’azote. Afin de trouver un milieu de
culture optimisé pour la formation des bourgeons, plusieurs milieux ont été préparés puis
testés.



Fig. 9. Bourgeconnement axillaire a partir des apex végétatifs. A, B et C. aspect macroscopique du
bourgeonnement direct. D. aspect cytologique du début du bourgeonnement. Barre = 400 pum.
A. Aprés 11 semaines (I cycle) de culture sur le milieu MI : la zone méristématique (z m) est
1¢gerement bombée (fleches).
B. Apres 11 semaines de culture sur la milicu MI et 6-8 semaines de culture sur le milicu MB : une
multitude de bourgeons (b) apparait a la base des feuilles (f).
C. Apres 13 semaines : les bourgeons se sont développcs en plantules.
D. Unc zone méristématique axillaire (m ax) caractérisée par 1’abondance dc protéines (coloration
bleuc) apparait a la base des feuilles (f). Double coloration : P. A. S. + Naphtol Blue Black.
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Tous les explants deviennent jaunatres et meurent apres 3 semaines de culture quand
ils sont transférés sur des milieux o1 I’azote est complétement (MB-e, Tableau 3), ou en partie
(MB-f, Tableau 3) d’origine organique (L-glutamine). Avec des milieux de culture riches en
azote minéral réduit ou oxydé (KNO;, NH4NO;) et en calcium (MB-c, Tableau 3), un grand
nombre d'apex se nécrosent et peu de bourgeons sont régénérés par les apex restant vivants.

C’est le milieu MB-d qui a permis d’avoir des apex qui restent verts et qui montrent
une réponse organogéne. Ce milieu contient de faibles concentrations de KNO3, NH4NO3 et
CaCl; ainsi qu'une concentration relativement élevée de KH,POy4 (Tableau 3). C’est ce milieu
de culture qui sera choisi pour déterminer la concentration optimale en régulateurs de
croissance.

Quatre équilibre hormonaux ont ét¢é testées pour améliorer le bourgeonnement & partir
des apex. Avec le milieu MB-d sans régulateur de croissance, les apex développent quelques
poils absorbants sans aucune organogenése. Quand la concentration en AIB et en AG; est
relativement élevée (1 mg L' +02m g L'ouls mg L!'+0.5 mg L respectivement), la
réponse se limite a une production massive de poils absorbants au niveau de la zone
méristématique. Par contre, quand la concentration en AIB et en AG3 est relativement faible
(0.5 mg L'+ 0.1 mg L respectivement), chaque apex engendre en moyenne 10 4 16
bourgeons. Ce processus de bourgeonnement se déclenche une a deux semaines aprés le
transfert des apex sur le milieu MB-d. 1l peut étre divisé€ en 3 phases majeures :

1. Stade "1 feuille" : ces structures apparaissent aprés 6 a 8 semaines de culture
sur le milieu MB. Elles ont la méme morphologie qu'une feuille mais sont plus
bombées a la base et sont situées a l'aisselle des 4 & 5 cycles de feuilles
entourant le méristéme apical de l'apex. Plusieurs structures peuvent étre

observées a la base d'une méme feuille (Fig. 9 A, B).

2. Stade "1% cycle de feuilles" : apres 8 a 10 semaines de culture, chaque structure
présentant la méme morphologie qu’une feuille évolue en bourgeon montrant
un premier cycle de feuilles. Chez les Lycopodes, les feuilles sont regroupées
en niveaux sur la tige. Chacun d’eux constitue un cycle de feuilles. Nous les

dénombrons a partir de la zone méristématique apicale.

3. Stade "plantule” : apres 10 a 13 semaines de culture, ces bourgeons développent
3 a 4 cycles de feuilles et chacun développe dans sa partie ventrale 1 a 2
racines (Fig. 9 C).

Ces bourgeons sont morphologiquement identiques aux apex initialement mis en
culture. Chacun d’eux peut étre isolé et repiqué séparément.
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Fig. 10. Schéma d'une portion de tige végétative de L. inundata montrant les différentes zones
considérées au cours de la mise en culture des apex végétatifs. G. x 2.
f, feuille ; F D, face dorsale ; F V, face ventrale ; m ap, méristéme apical ; m ax,
méristéme axillaire ; p n r, portion non réactive ; p r, portion réactive ; r, racines.
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Ces bourgeons sont morphologiquement identiques aux apex initialement mis en

culture. Chacun d’eux peut étre isolé et repiqué séparément.

Le milieu MB-d additionné de 0.5 mg L' de AIB et de 0.1 mg L' de AGs permet non
seulement d'obtenir des bourgeons identiques aux apex d'origine mais également d'obtenir 6
fois plus de bourgeons par rapport au milieu MB-b. Désormais ce milieu sera donc retenu

pour la formation de bourgeons a partir des apex. Il sera nommé milieu de bourgeonnement
(MB).

3. Nature des bourgeons formés a partir des apex

Les apex ont été tout d'abord cultivés sur le milieu MI pendant 11 semaines puis, ont
été transférés sur le milieu MB. La durée de culture sur ce milieu est de 13 semaines. Les
coupes cytologiques ont été réalisées sur les apex aprés 11 semaines de culture sur le milieu

MI et pendant les trois premiéres semaines de culture sur le milieu MB.

Les bourgeons obtenus prennent naissance directement, sans callogenése, a partir de la
base du 4™ - 5°™ cycle de feuilles entourant le méristéme apical de chaque apex. Au dessous
du 5™ verticille, portion précise de 1’apex, aucun bourgeon n'a pu étre observé. En réalisant
des coupes cytologiques de 3 um une semaine apres le transfert sur le milieu MB des apex
préalablement cultivés sur le milieu MI pendant 11 semaines, nous avons pu mettre en
évidence la présence de massifs cellulaires mitotiquement actifs a 'aisselle de ces feuilles
(Fig. 9 D). Ces massifs sont localisés a la base des feuilles sur la face dorsale de 1’apex (Fig.
10). IIs sont constitués par quelques cellules (< 20 cellules). Ces cellules sont de petite taille
(~ 10-12 um) et la plupart d'entre elles sont dépourvues de réserves amylacées mais
contiennent dans leur cytoplasme des réserves protéiques, colorées en bleu-noir par le Naphtol
Blue Black. Toutes ces cellules présentent des caractéristiques méristématiques : un noyau
central de taille importante doté d'un nucléole trés dense, un vacuome fragmenté en de
nombreuses petites vacuoles, des parois fines faiblement colorées par le réactif de Schiff et
des réserves protéiques cytoplasmiques colorées en bleu par le Naphtol Blue Black. Ces

massifs cellulaires peuvent étre qualifiés de zones méristématiques axillaires.
4. Conclusion

Les bourgeons obtenus via les apex prennent naissance a partir de méristémes

axillaires préexistant, ce qui nous permet de les qualifier de bourgeons axillaires.



Fig. 9. Bourgconnement axillaire a partir des apex végétatifs. A, B et C. aspect macroscopique du
bourgeonnement direct. D. aspect cytologique du début du bourgeonnement. Barre = 400 pm.
A. Aprés 11 semaines (1 cycle) de culture sur le milien MI: la zone méristématique (z m) est
I¢gerement bombeée (fleches)
B. Apr¢s |1 semaines de culture sur la milicu MI et 6-8 semaines de culture sur le milicu MB : une
multitude de bourgeons (b) apparait a la basc des feuilles (f).
C. Apres 13 semaines : les bourgecons se sont développés en plantules.
D. Unc zone méristématique axillaire (m ax) caractérisée par I'abondance dc protéines (coloration
blcue) apparait a la base des feuilles (f). Double coloration : P. A. S. + Naphtol Blue Black.



Résultats - Multiplication in vitro : Callogenése et Induction d'embryons somatiques 57

IV. MISE EN PLACE D’UNE CALLOGENESE A PARTIR DES APEX ET
INDUCTION D’EMBRYONS SOMATIQUES

1. Production de cals a partir des apex
1.1. Origine et nature des cals

Afin de connaitre l'origine du cal formé a partir des apex, nous avons réalisé des
coupes cytologiques de 3 pum d’épaisseur. Les coupes ont été réalisées apres 9, 18, 27, 34, 41,
48, 55, 62, 69, 76 et 83 jours de culture sur le milieu MI-e additionné de 0.01 mg L' de AIB
et de 0.3 mg L' de kinétine. Ces coupes cytologiques ont été colorées avec le P. A. S. et le
Naphtol Blue Black.

Un début de callogenése a été observé quand les apex ont été gardés en culture sur
le milieu MI au dela de 11 semaines. Cette callogenése s’est manifestée au niveau du
méristéme apical et des méristémes axillaires situés a la base des 4 a 5 cycles de feuilles qui

eme

I’entourent. Au bout de la 137 semaine de culture sur le milieu MI, chaque apex peut étre

divisé en deux parties : la premiére montrant le cal qui s’étend sur toute la zone regroupant les

méristémes apical et axillaires, et la seconde, comprenant la portion d’apex au dela du 5™

éme

cycle de feuilles, qui commence a jaunir (Fig. 11 A). Au cours du 2° cycle de 13 semaines

de culture sur le milieu M1, le cal continu a s’étendre tandis que la partie jaunitre commence a

tme cycle de 13 semaines de culture sur le milieu M, le cal est

se nécroser. A la fin du 3
completement établi car les feuilles et la tige de I’apex d’origine ne sont plus observés. Ce cal
est fortement chlorophyllien, trés compact et est constitué par de nombreux nodules (Fig. 11
B). Ce cal sera désormais appelé cal-nodulaire.

Des observations cytologiques ont été effectuées au cours de la mise en place de
cette callogenése. En effet, a partir du deuxiéme cycle de culture sur le milieu MI, I'ensemble
des cellules constituant le méristéme apical et les méristemes axillaires de chaque apex
acquierent toutes le méme aspect cytologique qui se caractérise par :

- une quantité d'amidon tré¢s importante dans le cytoplasme d'une grande majorité
des cellules, notamment celles situées sur la face dorsale de l'apex (Fig. 11 C) ;

- des noyaux situés au centre des cellules et chacun est doté d'un, deux ou trois
nucléoles trés évidents et trés denses ;

- des parois cellulaires fines.

Comme ce qui a ¢té observé pendant le bourgeonnement direct, ces cellules sont
surtout localisées dans la zone méristématique et dans la partie dorsale des apex. Elles sont

trés actives et continuellement en division mitotique. Dans le cas présent, les cellules
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Fig. 12. Mise en évidence de I'évolution des réserves amylacées au cours de la division cellulaire en
phase d’entretien du cal-nodulaire. Double coloration : P. A. S. + Naphtol Blue Black. Barre =
25 um.

A. Vue générale du cal-nodulaire : mise en évidence de la richesse en amyloplastes.

B. Phase S (synthése de I’ADN): la quantité¢ d’amyloplastes diminue, le noyau est plus
volumineux et montre 1 a 2 nucléoles tres denses.

C. Fin de télophase montrant une division symétrique : le nombre d’amyloplastes continue de
diminuer, les protéines du cytoplasme sont trés facilement observables, le phragmoplaste est
visible.

D. Interphase : les cellules sont trés riches en amyloplastes, les noyaux sont petits et en position
centrale.
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méristématiques sont trés riches en amidon ; alors que lors du bourgeonnement, elles étaient
trés riches en protéines cytoplasmiques (Fig. 9 D).

Des coupes cytologiques colorées avec le réactif de Schiff nous confirment ’aspect
nodulaire du cal. Ces nodules sont plus au moins individualisés (Fig. 11 D). Une fois isolé et

repiqué sur le milieu MI, chaque nodule peut engendrer un cal-nodulaire.
1.2. Description cytologique des cal-nodulaires et évolution des réserves amylacées

Pour entretenir les cals, ces derniers sont repiqués toutes les 13 semaines sur le
milieu MI.

Pour mieux comprendre l'importance des réserves amylacées au cours de la
prolifération des cals, des coupes cytologiques ont été réalisées sur les mémes cals tous les 9
jours et ce pendant 41 jours de culture sur le milieu MI. Ces coupes ont été colorées par le
réactif de Schiff et le Naphtol Blue Black (Fig. 12 A). L'analyse de ces coupes révele que le
noyau des cellules est toujours central et doté d'un nucléole volumineux ce qui témoigne d'une
activité mitotique trés intense. Un parallélisme peut étre effectué entre 1’activité mitotique de
ces cellules et le nombre d'amyloplastes présents dans leur cytoplasme. En effet, au début du
cycle cellulaire, phase S (synthése de I’ADN), les cellules contiennent en moyenne une
vingtaine d’amyloplastes (Fig. 12 B). Ce nombre d'amyloplastes diminue jusqu'a une dizaine
a la fin de la télophase (Fig. 12 C), puis augmente jusqu'd une quarantaine en moyenne
pendant I’interphase (Fig. 12 D).

1.3. Influence des cytokinines sur la production des cals

Les mémes effets, notés avec les différentes concentrations de BAP et de kinétine
lors de l'induction du bourgeonnement et de la callogenése a partir des apex, ont été observés
durant la phase d’entretien.

Des concentrations élevées en BAP et en kinétine favorisent la nécrose et semblent
défavorables a ’augmentation de la masse fraiche (Tableau 8). A faible dose (0.3 mg L"), la
kinétine assure une augmentation importante de la masse fraiche des cals (Tableau 8).
L’obtention d’une grande quantité de masse fraiche de cals est primordiale pour I’extraction et
’analyse des alcaloides.

En conclusion, le milieu MI favorise a la fois I'induction du bourgeonnement direct
a partir des apex aprés 11 semaines de culture, et la formation d’une callogenése importante

par repiquages successifs toutes les 13 semaines sur ce méme milieu.
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Tableau 8. Effets des cytokinines sur l'augmentation de la masse fraiche (MF) et sur le nombre de cals restant en
vie aprés 13 semaines de culture sur le milieu MI contenant différentes combinaisons de
cytokinines. Chaque valeur est la moyenne £ s.e. de trois répétitions.

Hormones (mg L'l) Cals mis en culture| Masse Fraiche (mg) % de
kinétine BAP totaux survivants | initiale finale 'augmentation
de la MF

0.00 0.00 15 13 51.5+£5.7 236.9+343 359.0
0.30 0.00 15 12 46.6 2.8 304.3+29.0 553.2
0.00 0.30 15 12 49.7+£29 169.31+24.0 243.1
0.50 0.00 15 12 46.3+48 255.0+69.3 442.1
0.00 0.50 15 7 475477 109.7+423 139.5
1.00 0.00 15 11 49.6 £ 7.7 227.7+453 363.2
0.00 1.00 15 7 51.9+£9.3 1359+£393 159.5
1.50 0.00 15 10 61.4+94 196.8+393 2324
0.00 1.50 15 5 51.1£80 117.4+889 143.3

1.4. Influence de la nature physique du milieu de culture sur I'augmentation de la masse

fraiche des cals

Cette expérience a pour objectif ’optimisation de la quantité de cals obtenue, dans

la perspective d’une production massive pour I’extraction d’alcaloides. Le poids des cals a été

mesuré tout d’abord aprés 7 puis 14 semaines de culture sur le milieu MI solide ou liquide

sous agitation orbitale.

L’augmentation de la masse fraiche des cals la plus importante a été enregistrée

pendant les sept premieres semaines et ce indépendamment des conditions de culture.

Néanmoins, c’est le milieu de culture MI liquide qui induit le taux de croissance le plus

important par comparaison avec le méme milieu, mais solide (Tableau 9). Par contre, le poids

initial des cals ne semble pas influencer fortement cette croissance (Tableau 9).

Tableau 9. Effets de la nature physique du milieu de culture sur ’augmentation de la masse fraiche des cals.
L'augmentation globale correspond a la croissance de la masse fraiche entre la 1 et la 14°™¢
semaine. * : la masse initiale correspond a celle des cals a la 7°™° semaine.

Masse fraiche Durée de culture (semaine) Augmentation
initiale (mg) globale (%)
Milieu liquide semaine 1 A 7 semaine 8§ A 14*
600 2280.2 £431.6 mg (+ 380%) | 4499.4 £ 321.8 mg (+ 97%) 650
48 260.1 £ 52.1 mg (+442%) ]386.5 +30.6 mg (+ 48.5%) 706
Milieu solide
48 231.8 £ 6.5 mg (+ 383%) 304.2 £28.9 mg (+ 33.77%) 534
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Fig. 13. Aspects macroscopiques de I'embryogenese indirecte a partir du cal. Effet de la balance

hormonale sur I'obtention des embryons somatiques. Barre — 500 pm.

A. Cal-nodulaire apres 6 semaines de culture sur le milicu MB-d additionné de 1.5 mg bt
de AIB et 0.5 mg L de AGs.

B. Cal-nodulaire apres 6 semaines de culture sur le milieu MB : présence d’embryons a
différents stades.

C. Cal-nodulaire apreés 8 semaines de culture sur le milieu MB : présence d’embryons au
stade feuille embryonnaire et de quelques plantes au stade | cycle de feuilles.
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2. Obtention d’une embryogenése somatique a partir de cals

Les mémes exigences en éléments minéraux, azote et phytohormones que celles
décrites lors de I’analyse du bourgeonnement direct ont été remarquées lors de la mise en
place d’une morphogenése a partir des cals. De la méme fagon, c¢’est le milieu MB-d qui a été
retenu pour expérimenter la balance hormonale.

En effet, en présence de concentrations élevées en AIB et en AG3 (respectivement 1.5
et 0.5 mg L'l), les cals deviennent jaunes et ne développent que des poils absorbants (Fig. 13
A). Les cals développent des plantes uniquement quand ils sont cultivés sur le milieu MB-d
additionné de 0.5 mg L' de AIB et 0.1 mg L' de AGj; (milieu MB). Cette morphogenése se
manifeste tout d’abord par 1’apparition, aprés 2 a 3 semaines de culture, de domes vert-clair a
la surface du cal-nodulaire. Le plus souvent, des poils absorbants se développent a la base de
ces domes. Aprés 3 a 5 semaines de culture, ces domes évolueront en structures morphogénes
sous forme de cylindre légérement allongé. Ces structures recouvrent la quasi totalité de la
surface du cal-nodulaire (Fig. 13 B). Conformément aux ressemblances morphologiques avec
les embryons zygotiques chez quelques Lycopodes (Treub, 1884 ; Goebel, 1887 ; Bruchmann,
1910), ces structures seront qualifiées d’embryons somatiques. Entre la 6°™° et la 8™
semaine de culture, ces embryons deviennent plus bombés a leur base, plus effilés a leur
sommet, et présentent une morphologie foliacée (Fig. 13 C). Entre la 8™ et la 13™ semaine,
chaque embryon se développera en plantules avec 2 a 3 cycles de feuilles et 1 a 2 racines.
Dans ces conditions, le taux de plantules formées varie de 10 a 23 par cal (Tableau 10). La
taille initiale du cal ne semble pas influencer le nombre final obtenu. En effet, des cals de
petites tailles donnent sensiblement le méme nombre et type de plantules que des cals ayant
une taille initiale 2 fois plus grande (Tableau 10). Donc, pour limiter au mieux la quantité de
cals lors du repiquage, il est plus judicieux de prendre des cals de petite taille (de ’ordre de 3
mm) pour induire la formation de plantules.

De la méme fagon que pour le bourgeonnement direct, c'est le milieu MB qui sera

retenu pour la formation de plantules a partir de cals.



Fig. 14. Mise en évidence de Iorigine unicellulaire des embryons somatiques issus du cal-nodulaire. L’amidon
est coloré en rouge par le P. A. S., par contre, les protéines cytoplasmiques sont colorées en bleu par le
Naphtol Blue Black. Barre — 10 pm.

A. Aprés | semaine de culture sur le milicu MB : les cellules embryogenes situées sur la périphérie du
cal sont tres riches en protéines cytoplasmiques (fleche). Par contre, les cellules du reste du cal sont
trés riches en amidon (). )

B. Au cours de la 2°™ semaine : la premiére mitose des cellules embryogénes est asymétrique (fleches).
La seconde est préférentiellement perpendiculaire a la premiére (*). Une intense activité mitotique
est observée.

C. Dés la 3™ semaine : les mitoses suivantes conduisent a une segmentation de la cellule initiale. Les
autres cellules du cal sont tres riches en amidon (7).

D. Plusieurs structures embryonnaires (fleches) sont aisément distinguables au sein du cal.
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Tableau 10. Nombre de bourgeons formés & partir des cals cultivés sur le milieu MB. Chaque
valeur est la moyenne * s. e. de 3 répétitions. *, plantes austade 2 -3,4-6¢et6 -8
cycles de feuilles.

Nombre de cals Diamétre des cals (mm) Nombre de plantes* formées par cal
mis en culture initial final 2-3 4-6 6-8

10 3 10.00 £ 2.03 11.00+3.20 733+£1.90 1.50+0.75

10 4 14.00 +£2.83 15.20 £ 0.90

10 5 13.33+1.15 870+ 1.57 2.00%+0.75

10 6 15.67 +£3.39 780+1.51 533+1.13

10 6.5 12.00+0.00 10.20+1.00 3.00+0.91

10 7 12.00 £ 0.00 18.12 +3.39 133 £0.56
10 7.5 14.00 £0.00 1443 +3.16 9.00+2.83

3. Analyse cytologique de ’embryogenése somatique a partir de cals

Afin de prouver ’origine unicellulaire ou multicellulaire des structures organisées
d’une part, et de déterminer leur nature, embryons ou bourgeons, d’autre part ; des coupes
cytologiques ont été effectuées sur les cals repiqués sur le milieu de bourgeonnement (MB).
Ces coupes ont été réalisées sur des portions prélevées aseptiquement chaque semaine sur les
mémes cals (13 semaines). Les colorants utilisés sont le bleu de toluidine, le P. A. S. seul ou
associé avec le Naphtol Blue Black. L’obtention de la séquence des événements cytologiques
et son analyse permettra une comparaison avec 1’embryogenése zygotique chez les

Lycopodes.

Les premiers signes de cette embryogenése somatique sont observés aprés une semaine
de culture sur le milieu MB. 1l s'agit de cellules trés particuliéres qui apparaissent sur la
périphérie de chaque cal (Fig. 14 A). Ces cellules sont dépourvues ou contiennent trés peu
d'amidon. Par contre, elles renferment des réserves protéiques, colorées en bleu-noir par le
Naphtol Blue Black. Elles possédent un noyau central doté¢ d'un nucléole dense et trés
volumineux. La premiére division de ces cellules est asymétrique (Fig. 14 B). Les divisions
ultérieurs des cellules initiales conduiront a la formation de structures pluricellulaires (Fig. 14
C, D). Macroscopiquement, ces structures constituent des domes vert-clair situés a la surface
du cal (Fig. 13 B).

Nous allons maintenant revenir en détail sur les événements précoces de cette
embryogenése somatique. Comme nous I’avons fait remarquer ci-dessus, la premiére division
est asymétrique. Par contre, la seconde se fait selon un plan d’inclinaison de 45° (Fig. 15 A) a
90° (Fig. 14 B) par rapport a la premiére. Les quelques divisions qui suivent donneront lieu a
des structures pluricellulaires entourées par une couche de mucilage, colorée en rouge par le
P. A.S., plus ou moins épaisse. Ces structures embryonnaires résultent d’une segmentation a

Pintérieur de la méme cellule. Parfois, elles présentent une cellule trés active : avec un noyau



Fig. 15. Analyse cytologique de I’embryogenése somatique indirccte chez L. inundata. Double coloration : P, A.
S. + Naphtol Blue Black. Barre = 25 pm.

A.

B.
C.

.,

cme ) e ) .
Embryon au stade 3 cellules : la 2°™ division se fait selon un plan de 45° (*) par rapport a la
premiere.
Embryon au stade cylindre : présence d’une cellule apicale tres active (*).

Embryon au stade pyramidal : mise en place d’une couche unicellulaire délimitant I'embryon vers
I’extérieur (fleches).

. Embryon au stade début feuille : le protoderme est établi (fleches). Les cellules du tubercule

embryonnaire (t e) sont tres riches en amidon.
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central trés volumineux, un a deux nucléoles trés denses, quelques grains d’amidon et
etla6

structures embryonnaires augmentent de taille et acquiérent une forme pyramidale (Fig. 15 C).

eéme eme

plusieurs protéines cytoplasmiques (Fig. 15 B). Entre la 4 semaine de culture, ces
A partir de la 6°™ semaine, le sommet de ces structures embryonnaires commence a
s’allonger vers le haut. A ce stade, nous pouvons distinguer deux parties : inférieure bien
bombée est constituée par des cellules tres riches en amidon ; supérieure légérement effilée est
constituée par des cellules complétement dépourvues d’amidon. Conformément aux
descriptions des embryons zygotiques chez Lycopodium cernuum par Treub (1884), nous
qualifions la partie inférieure de tubercule embryonnaire, et la partie supérieure de feuille
embryonnaire. L'ensemble est limité par une couche unicellulaire dont les cellules
etla?

semaine, la feuille embryonnaire devient encore plus allongée. Elle est constituée, dans sa

eéme eme

contiennent moins d'amidon que celles de la zone interne (Fig. 15 D). Entre la 6

partie centrale, par des cellules allongées ayant une grande vacuole et ne contenant aucun
grain d'amidon, tandis que la périphérie est constituée par une couche de cellules vacuolisées
et contenant quelques grains d'amidon. Ces derniers sont alignés sur la face interne des
cellules (Fig. 15 E). Jusqu'a ce stade, ces structures restent imbriquées sur le cal par un
prolongement latéral du tubercule embryonnaire toujours trés riche en amidon. Entre la 75 et
la 8™ semaine, chaque structure embryonnaire s'organise en développant un méristéme apical

me o 1a

constitué par des cellules de petite taille et riches en protéines (Fig. 15 F). Entre la 8
10°™ semaines de culture, chaque embryon développe un premier cycle de feuilles. C'est le
stade "plantule”". A ce stade, aucune formation de trachéides ou de racines n’est observée.
eme

etla 13

cycle de feuilles (Fig. 15 G). A partir du stade 3 cycles de feuilles, chaque plante

eme

Enfin, entre la 10 semaine, chaque "plantule” développe son XM et parfois, son

3éme
développe 1 a 2 racines et commence a former des trachéides. Ces derniéres prennent
naissance a partir du centre de la tige et s'orientent vers le méristéme apical. Ce n'est que
tardivement que ces faisceaux s’étendront & 'intérieur des feuilles.

A partir de ce stade, les plantules sont isolées les unes des autres et repiquées sur un

nouveau milieu qui favorise leur croissance et leur enracinement.
V. CROISSANCE ET DEVELOPPEMENT DES PLANTULES

Les plantules obtenues par le bourgeonnement direct ou par ’embryogenése somatique
indirecte ne présentaient pas toutes les caractéristiques suffisantes pour permettre leur
acclimatation. C’est pourquoi une €tape de croissance et une autre de développement étaient

nécessaires avant de procéder a une acclimatation.
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Fig. 15. Analyse cytologique de I'embryogenése somatique indirecte chez L. inundata. Double coloration : P. A. S. + Naphtol Blue Black. Barre = 100 um.

E. Embryon au stade feuille embryonnaire : la partie inférieure est imbriquée dans le cal (fleches) par I’intermédiaire de son pied (p). L embryon est délimite
vers |’extérieur par le protoderme constitué d'une couche unicellulaire (fleches).

F. Passage au stade "plantule” : le méristéme apical (m ap) est bien évident a la base de la feuille embryonnaire (f e).
G. Croissance de la plantule : un premier cvcle de feuille a été formé. Le plan de coupe montre la limite (fleches) avec une autre plantule.

L9



Fig. 16. Croissance et développement des plantules. Barre 15 mm.
A. Apres |3 semaines de culture sur le milicu MB : plantule montrant une dichotomie et
deux apex végétatifs (a v). Chacune des deux tiges végétatives présentent plusieurs
racines (r).
B. Apres 13 semaines de culture sur le milicu MD @ chaque plant a développé plusicurs
tiges végétatives avec dichotomies.
C. Plant retiré¢ du milieu de développement et prét a étre acclimaté

: présence de plusieurs
apex végétatifs (a v) et plusieurs racines (r).
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1. Phase de croissance

Les plantules formées a partir des apex ou des cals sont au stade 2 a 3 cycles de
feuilles et possédent une a deux racines. Dans les deux cas, elles sont isolées et cultivées
séparément sur le milieu MB. L'origine (apex ou cal-nodulaires) ne semble pas influencer leur
croissance. Par contre, le type de fermeture des tubes semble I'influencer fortement. En effet,
la croissance maximale des plantes a été obtenue avec des tubes fermés par des bouchons de
cellulose pressée (Tableau 11). Dans ces conditions, elles développent des tiges rampantes et
atteignent une longueur moyenne de 11 mm. Chacune possede une ou deux dichotomies et
plusieurs racines (Fig. 16 A). Au dela d’une certaine longueur (10-15 mm), toutes les plantes
montrent une tendance a s’enfoncer dans le milieu de culture.

Le type de bouchon sélectionné (cellulose pressée) laisse a penser que le fait de
favoriser les échanges gazeux garantissent une harmonie entre la formation des tiges
végétatives d’une part, et des racines d’autre part. Toutefois, chaque plantule obtenue aprées
cette phase de croissance ne posséde qu’une seule tige avec 1 a 2 dichotomies (Fig. 16 A).

C’est pourquoi, une phase de développement de ces plantules a été envisagée.

Tableau 11. Effets de différents types de fermeture des tubes sur la croissance des bourgeons mis en culture
sur le milieu MB.

Type de fermeture| Total de plantules tongueur moyenne (mm) |[Taux de croissance
mises en culture initial final (mm)
coton 30 2.83+1.41 7.60£2.54 4.77
cellulose pressée 58 3.68+1.52 14.86+2.60 11.18
polypropyléne 30 480+£1.65 6.92+2.40 2.12

2. Phase de développement : effet du charbon activé

Comme nous I’avons mentionné ci-dessus, la phase de croissance précédente a permis
d’obtenir des plantules constituées d’une seule tige végétative avec 1 ou 2 dichotomies. Ces
critéres n’étaient pas suffisants pour envisager une acclimatation. D’ou, I’intérét d’une phase
de développement. Cette phase consiste a obtenir des vitroplants comprenant plusieurs tiges
végétatives avec de nombreuses dichotomies et racines. Durant cette phase, les plantules sont
cultivées dans des pots en verre (50 x 70 cm) fermés avec des bouchons en polypropyléne
(type Magenta, Sigma).

Ce développement a été fortement lié a la quantité de charbon activé ajouté au milieu
MB sans phytohormone. En effet, une forte concentration, 2 g L', de charbon activé réduit

fortement le développement des tiges (15 a 20 mm) mais augmente de fagon anormale, par
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Fig. 17. Acclimatation des plants issus de I'in vitro. A et B, plants acclimatés soit sur sable acide
seul soit sur sable acide et charbon activé. C et D, plants acclimatés sur le substrat naturel
non autoclavé. Barre = 20 mm.

A. Acclimatation sur sable acide et sur charbon activé : les plants acclimatés sur sable seul
sont morts ; par contre, ceux acclimatés sur sable et charbon activé sont verts.

B. Plant ayant passé un hiver dans la serre : formation de tiges végétatives nouvelles
(fléches).

C. Plants ayant passé¢ I’hiver dans la serre : formation de nouvelles tiges végétatives
(fleches).

D. Plants ayants passés deux hivers successifs dans la serre: formation de tiges
végétatives nouvelles (fleches) et débuts de formation d’une tige sporangitere (*).
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comparaison avec les plantes de L. inundata in situ, le nombre et la longueur des racines (10 a
15 mm). Sans charbon activé, la longueur des plantes peut atteindre 30 mm, mais les tiges ne
forment que trés peu de racines. C'est la concentration de 0.5 g L' de charbon activé qui
permet d'avoir un équilibre entre la croissance des tiges et la formation de racines (Fig. 16 B).
Ainsi, aprés 13 semaines de culture, les plantes atteignent une longueur de 30 4 40 mm et
chacune d'elles posséde 8 a 14 racines et plusieurs dichotomies (Fig. 16 C).

Les roles du charbon activé sont variés : adsorbe les phytohormones encore présentes
dans le milieu de culture, favorise le gravitropisme (limite le passage de la lumiére).

Le milieu de culture MB sans phytohormone et additionné de 0.5 g L de charbon
activé est désormais nommé milieu de développement (MD).

Les plantes obtenues aprés cette phase de développement possédent, comme celles
dans la nature, plusieurs tiges rampantes avec des ramifications dichotomiques et plusieurs

racines également dichotomiques. C’est pourquoi, leur acclimatation a ét¢ envisagée.
VI. ACCLIMATATION DES PLANTS OBTENUS IN VITRO
1. Sur un mélange sable acide et tourbe

Tous les plants acclimatés soit sur du sable acide et de la tourbe brune du commerce,
soit sur du sable acide et de la tourbe provenant du site naturel autoclavés ou non autoclavés,
ont été contaminés par plusieurs champignons quelques jours aprés leur transfert. Méme si les
plants ont été réguliérement pulvérisés avec le mercurobutol® & 10 %, les champignons ont

persisté et tous les plants se sont nécrosés apres 2 a 3 mois de culture.
2. Sur sable acide et charbon activé

Afin de constituer une fine couche de matiére organique sur le sable acide comme
c’est le cas dans I’habitat naturel de L. inundata, nous avons remplacé la tourbe par le charbon
activé.

Avec des substrats non autoclavés, tous les plants ont €té contaminés et se sont
nécrosés quelques mois apres leur transfert dans des pots.

Par contre, quand les substrats sont autoclavés, 62 % de plants rempotés restent verts
et ne présentent aucune contamination fongique (Fig. 17 A). Aprés avoir passé tout I’hiver
dans la serre, ces plants développent une a plusieurs tiges végétatives (Fig. 17 B). Mais, la
croissance de ces tiges n’est pas trés importante, d’ou I'idée de tester d’autres modes
d’acclimatation.
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3. Sur des substrats provenant du site naturel

La plupart des vitroplants acclimatés sur du substrat naturel non autoclavé sont restés
vivants. Aprés avoir passé 6 semaines dans la chambre de culture et plusieurs mois en serre,
ils ont tous développé plusieurs tiges végétatives nouvelles (Fig. 17 C). La plupart d’entre eux
ont développé des tiges avec dichotomies comme c’est le cas dans la nature. Pour la premiére
fois, plusieurs plants ont développé des tiges dressées portant a leur sommet un épi
sporangifére (Fig. 17 D).

Quand le substrat naturel est autoclavé mais arrosé avec le filtrat de la matiére
organique du site naturel non autoclavé, la quasi totalité¢ des plants survivent. Mais,
contrairement au cas précédent, les plants ne commencent a croitre que quelques semaines
plus tard par rapport a ceux acclimatés sur du substrat naturel non autoclavé. Durant ces
semaines, un tapis bactérien s’est formé a la surface du substrat d’acclimatation. A partir de ce
stade, tous les plants se sont développés et ont montré, comme précédemment, des tiges

dichotomiques rampantes et des tiges dressées avec un €pi sporangifére.

Par contre, la majorité des plants sont morts quand ces derniers sont acclimatés, soit
sur du substrat naturel autoclavé arrosé avec de 1’eau de pluie, soit sur du substrat naturel
autoclavé arrosé avec le filtrat de la matiére organique du site nature également autoclavé.

4. Acclimatation sur le site naturel abritant la Lycopodielle inondée

Pendant les 3 semaines de culture dans la sablieére du li¢vre, tous les vitroplants sont
restés vivants et chacun a développé une a quelques racines. Aprés leur transfert et leur mise
en culture en serre pendant 12 mois, tous les pieds ont développé des tiges végétatives
nouvelles. Ce développement est plus important que celui obtenu avec les essais précédents.
Ces plants ont été gardés pendant deux années successives en serre, et aprés deux hivers,
chacune de ces plantes a développé des tiges nouvelles.

Aprés ces différents résultats, il nous apparait que [’acclimatation momentanée in situ
des vitroplants sur le site naturel de Lycopodiella inundata, tout comme I’acclimatation ex
situ, mais sur de la matiére organique non autoclavée provenant du site naturel de cette
espéce, favorisent la croissance des plants et leur permettent de développer des tiges
dichotomiques et plusieurs racines. Ce n’est qu’avec ces conditions d’acclimatation, que les
plants ont développé chacun une tige dressée avec un épi sporangifére. Ceci laisse suggérer
que pour acclimater des vitroplants de L. inundata, la présence dans le substrat naturel
d’éléments vivants ou de produits d’excrétion labiles a I’autoclave, semble étre nécessaire. Il

pourrait s’agir de micro-organismes ou de champignon(s).



EGE INDUCTION BOURGEONNEMENT
APEX VEGETATIF (AV) |
[ T — = Av] 'BOURGEONS]

INDUCTION
MI, 13 semaines

!

MB, 13 semaines

CROISSANCE ET
DEVELOPPEMENT
MB, 13 semaines
MD, 13 semaines

MULTIPLICATION

chaque 13 semaines EMBRYOGENESE

SOMATIQUE

CAL-NODULAIRE |

CAL-NODULAIRE

MI, 13 semaines MB, 13 semaines

PLANTULES

Fig. 18. Diagramme résumant les différentes étapes potentielles de la propagation
invitro de Lycopodiella inundata (L.) Holub.

ACCLIMATATION
9 semaines

Y

TRANSFERTEN
SERRE

73



Résultats - Multiplication in vitro : Développement des plantes/Conclusion 74

Pour répondre en partie & cette interrogation, des analyses préliminaires ont été réalisées

sur les substrats provenant de 'habitat naturel de L. inundata.

5. Observations préliminaires sur les micro-organismes présents dans 1'habitat
naturel de L. inundata

Afin de réaliser une observation préliminaire sur les micro-organismes présents dans
un site naturel abritant encore cette espéce, des analyses ont été réalisés sur les substrats de
trois sites différents de L. inundata : sabliére du liévre (Saint-Amand, Nord), la lande de
Villepail (Mayennes) et la tourbi¢re de Rimat (Massif du Mont Dore). Dans les trois cas, les
mémes micro-organismes ont été rencontrés autour des racines de cette plante. Il s’agit de
Cyanobactéries appartenant a quatre genres différents : Lyngbia sp., Microcystis sp.,
Oscillatoria sp. et Nostoc sp.

Ces quatre micro-organismes pourraient avoir des rdles complémentaires dans

Pinstallation et dans le maintien d’une population de L. inundata.

Ces différentes observations confirment I’idée selon laquelle, les tiges rampantes de L.

inundata formeraient une symbiose avec des Cyanobactéries.
VII. CONCLUSION

Le protocole de multiplication in vitro de L. inundata a été maitrisé et optimisé dans sa
totalité. Des plantules ont été obtenues a la fois par bourgeonnement direct a partir des apex
végétatifs et par embryogenése somatique indirecte a partir du cal-nodulaire (Fig. 18). Les
plants issus de I'un ou l'autre mode de morphogeneése se sont développés normalement et ont
formé plusieurs tiges rampantes dichotomiques ayant plusieurs racines comme c'est le cas
chez la plante in situ. Quand il sont acclimatés sur un substrat naturel non autoclavé, les plants
forment des nouvelles tiges rampantes et plusieurs racines. En outre, chaque plant développe
une tige dressée avec un épi sporangifere comme c’est le cas chez la plante in situ. Enfin, nos
analyses préliminaires, ont révélé la présence simultanée de quatre especes de Cyanobactéries

qui sont toujours accolées aux cellules des racines de L. inundata in situ.
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B. CARACTERISATION DES ALCALOIDES PRESENTS DANS LES CALS
ET LES PLANTS CULTIVES IN VITRO

Le but primordial de ces analyses phytochimiques est de savoir si les cals et/ou les
vitroplants de L. inundata contiennent des alcaloides, puis de mettre au point des procédés
d’extraction, de purification et d’analyse adaptés, car, aucun procédé de ce genre n’a été
auparavant décrit chez cette espéce. Enfin, il s’agit essentiellement d’évaluer la différence
qualitative en alcaloides entre les cals et les vitroplants, c’est pourquoi, les résultats qui
suivront ne seront pas discutés selon le poids de mati¢re seche ou fraiche des explants.

I. PURIFICATION DES ALCALOIDES

En utilisant 1'un ou l'autre procédé de purification décrit dans la partie "matériels et
méthodes", nous avons obtenu, aprés concentration un résidu jaunatre qualifié de fraction
"alcaloides totaux". L’analyse de cette fraction issue de cals et de vitroplants a permis de
détecter plusieurs alcaloides.

Le résultat obtenu aprés chaque procédé de purification a ét¢ différent selon le protocole.
Ainsi, I’analyse par CLHP de la fraction des "alcaloides totaux" purifiée selon le procédé P1 a
permis d’obtenir des chromatogrammes avec une quinzaine de pics. Par contre, son analyse
apres purification selon le procédé P2 a permis d’obtenir des chromatogrammes présentant
seulement 6 & 7 pics. Enfin, 1’analyse de ces alcaloides totaux obtenus selon le procédé de
purification P3 montre les mémes produits que ceux récupérés avec le procédé P1, mais par
contre en quantité plus importante. Ce qui s’explique par une meilleure extraction grice a des
contacts successifs des résidus bruts avec des solutions d’H»SO4 0.1 N.

C’est ce dernier protocole de purification d’alcaloides (qui consiste tout d’abord &
dissoudre le résidu brut chlorophyllien 6 fois dans H,SO,4 0.1 N, puis d’épuiser 6 fois la
solution aqueuse alcaline par du chloroforme), a partir des cals et de vitroplants de L.

inundata, qui a été retenu pour la suite des expérimentations.

1. MISE EN EVIDENCE PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE
(CCM)

Aucune migration de produits n’a été observée lorsque nous avons utilisé le chloroforme
ou le mélange chloroforme / méthanol (1/1, v/v) comme solvants éluants. Par contre, 7 & 8
produits constituant chacun une tache colorée en rouge orangée, ont pu étre révélés par le
réactif de Dragendorff en utilisant respectivement le solvant constitué par acétone / eau /
ammoniaque 27 % (90/7/3, v/v) ou par méthanol / eau / ammoniaque 27 % (90/7/3, v/v). Ces



Fig. 19. Chromatogramme (CCM) des alcaloides totaux des cals et des vitroplants de L. inundata

obtenu avec une plaque a couche de silice PK6F Silica Gel (Whatman®) et un solvant de
développement constitué de : méthanol/eau/ammoniaque 27 % (90/7/3. v/v). Révélation
par le réactif de Dragendorft.
Plusieurs alcaloides sont présents a la fois dans I’extrait des vitroplants (v) et des cals (cl).
Les fractions 1, 2 et 3, issues d’une séparation préliminaire par CLHP semi-préparative
des alcaloides totaux, montrent que ces derniers sont encore constitués de la plupart de
leurs composants. La migration du solvant de développement est ascendante (fleche). Le
poids sec initial des cals et des vitroplants n’est pas considéré.
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résultats ont été obtenus uniquement avec les plaques F1500 LS 254 (Schleicher & Schuell)
ou PK6F Silica Gel (Whatman®). Néanmoins, c’est le deuxiéme solvant de développement
qui a engendré une meilleure migration et une bonne séparation de chacun des alcaloides (Fig.
19). Ceci a permis d’établir le facteur de rétention, Rf (qui correspond a la distance parcourue
par ’alcaloide/distance parcourue par le solvant éluant) de chaque composé (Tableau 12). Le
solvant de développement constitué de : acétone/eau/ammoniaque 27 % a permis de révéler 7
alcaloides, alors que celui constitué de : méthanol/eau/ammoniaque 27 % a permis de révéler
8 alcaloides (Tableau 12). Ceci suggere que le deuxiéme solvant favorise mieux la séparation
des substances constituant la fraction des alcaloides totaux.

L’analyse de I’ensemble des plaques CCM réalisées, n’a révélé aucune différence
qualitative dans la présence des alcaloides entre les cals et les vitroplants.

C’est le solvant de développement constitué par méthanol / eau / ammoniaque 27 %

(90/7/3, v/v) qui sera choisi pour le reste des expérimentations.

Tableau 12. Les différents Rf des alcaloides mis en évidence dans les
cals et dans les vitroplants en utilisant deux solvants de
développement différents. a : acétone/eaw/ammoniaque 27
% (90/7/3, v/v). b: méthanol/eau/ammoniaque 27 %
(90/7/3, v/v).

N° de Rf

tiches | a solvant de développement b
1 0.046 0.066
2 0.42 0.20
3 0.31
4 0.69 0.43
5 0.76 0.56
6 0.81 ‘ 0.62
7 0.88 0.71
8 0.94 0.82

III. EFFETS DE LA POLARITE DE LA PHASE MOBILE SUR L'ANALYSE PAR
CLHP

1. Analyse par un systéme classique
Ce systeme permet d'avoir un diagramme d’élution dont chaque pic correspond a un

produit élué aprés un certain temps qui correspond au "temps de rétention" qui constitue 1'une

des caractéristiques de chaque produit analysé.
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Fig. 20. Diagrammes d’élution des alcaloides totaux des cals de L. inundata obtenus par CLHP en phase inverse.
Mode de détection : UV = 204 nm. _
A. Extrait élué avec une phase mobile contenant 0 % de solvant organique (phase mobile 12, Tableau 4).
B. Extrait élué avec une phase mobile contenant 16.5 % de solvant organique (phase mobile 1, Tableau 4).
C. Extrait élué avec une phase mobile contenant 10 % de solvant organique (phase mobile 9, Tableau 4).
D. Extrait élué avec une phase mobile contenant 7.5 % de solvant organique (phase mobile 10, Tableau 4).
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A la longueur d'onde de 204 nm il est possible de détecter, dans les cals et dans les

vitroplants, une dizaine de pics. |

Le pH ne semble pas avoir une incidence majeure sur le temps de rétention des composés
élués. Par contre, le degré de polarité de la phase mobile influence fortement les temps de
rétention. Ce degré est estimé en fonction de la concentration de 1’acétonitrile dans la phase
mobile : moins cette derniére est riche en acétonitrile, plus elle est polaire. Ainsi, avec trés
peu ou sans acétonitrile (solvants 11, 12, Tableau 4), la majorité des produits est éluée dans
les trois premiéres minutes ce qui donne un chromatogramme difficilement interprétable a
cause des temps de rétention trés proches (Fig. 20 A). Par contre, avec une concentration de
16.5 % en acétonitrile (solvant 1, tableau 4), nous obtenons des chromatogrammes avec des
temps de rétention relativement espacés (Fig. 20 B). Quand le solvant contient 7.5 %
d’acétonitrile, (solvant 9, tableau 4), nous obtenons un chromatogramme avec des temps de
rétention plus espacés (Fig. 20 C). Enfin, la meilleure séparation est obtenue avec un solvant
contenant 10 % d’acétonitrile (solvant 10, tableau 4). Cette sé€paration est appréciée par les
temps de rétentions des alcaloides relativement espacés (Fig. 20 D).

C'est le solvant 10 qui sera choisi pour les expérimentations ultérieures.

2. Analyse par un systéme équipé de barrettes de diodes

Ce systéme d’analyse permet d'obtenir simultanément un spectre d'absoi'ption de
chacun des composés constituant I'extrait. Ainsi, nous pouvons déterminer a la fois le temps
de rétention et la longueur d'onde d'absorption maximale de chaque composé.

Chacun des produits analysés par ce systtme a montré un spectre d'absorption
spécifique bien que les temps de rétention de plusieurs d'entre eux soient relativement proches
(Fig. 21 A,B,C,D,).

L'analyse des extraits des cals et des vitroplants par la CLHP classique ou équipée de
barrettes de diodes a permis de dénombrer une dizaine de pics dont chacun correspond 4 un
alcaloide (Tableau 13).

Comme lors de 1’analyse par CCM, aucune différence qualitative n’a été observée dans
les alcaloides entre les cals et les vitroplants suite aux analyses par CLHP. Ceci signifie que
les cals et les vitroplants synthétisent les mémes alcaloides. C’est pourquoi, afin de ne pas
multiplier le nombre d’expériences a réaliser, nous mettons ensemble dés maintenant les
extraits provenant des cals et des vitroplants et nous les considérons comme un seul extrait

S€C.
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Fig. 21. Chromatogramme et spectres de certains alcaloides de L. inundata analysés par CLHP
équipé d’un systéme de barrettes de diodes.
A. Chromatogramme des alcaloides totaux analysés a 204 nm.
B. C. et D. Spectres de trois alcaloides différents.
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Tableau 13. Temps de rétention et maxima d’absorption des différents alcaloide extraits a partir
des cals et des vitroplants.

Alcaloides | Temps de Rétention (min) | Pics d’Absorption Maximale (nm)
1 2.24 271
2 3.52 200.2,237.8
3 4.34 200.2,223.7, 271
4 4.86 252.0
5 5.46 247.3
6 6.14 200.2,228.4
7 6.66 200.2, 228.4, 490.8
8 7.41 200.2, 237.8,
9 11.30 204.9, 233.1, 280.5, 313.8
10 15.86 200.2, 228.4, 490.8

IV. SEPARATION DES ALCALOIDES PURS

Le but de cette expérimentation est de séparer les différentes substances constituant le
mélange "alcaloides totaux" afin de les analyser une a une. Deux méthodes de séparation sont
utilisées : la CLHP semi-préparative et la CCM.

1. CLHP semi-préparative

En utilisant une colonne peu hydrophile (Lichrosorb RP 8) et des solvants peu
polaires, les chromatogrammes n'ont montré qu'un seul pic (Fig. 22 A) ce qui signifie que tous
les produits ont été élués ensemble sans qu'ils soient séparés.

Par contre, en employant une colonne plus hydrophile (Lichrosorb R-P 18) et un
solvant polaire contenant 16.5 % d’acétonitrile (solvant Al, Tableau 5); au moins 4 produits
ont été élués séparément (Fig. 22 B).

Ce n'est qu'en combinant deux solvants au sein de plusieurs programmes avec
gradients d'élution que nous avons eu un début de séparation des composés. Parmi les
nombreux programmes d’élution un seul a été retenu (Tableau 14).

Parmi les deux solvants employés au sein de ce programme, un seul a été€ a chaque fois
modifié, solvant A, alors que le second, solvant B, a été toujours gardé constant.

La séparation des alcaloides dépend essentiellement du pH du solvant A et de sa
concentration en acétonitrile. En effet, avec le solvant A1, contenant 16.5 % d’acétonitrile et -
ayant un pH de 2,22, nous obtenons 8 pics. Néanmoins, la plupart de ces pics n’était pas bien
séparée les uns des autres (Fig. 22 C). Une meilleure séparation d’alcaloides, notamment ceux
élués pendant les cing premiérés minutes, a été obtenue en employant le solvant A6 (Tableau
5) qui contient 13 % d’acétonitrile et qui posséde un pH de 2,56 (Fig. 22 D).
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Fig. 22. Chromatogrammes obtenus par CLHP semi-préparative en utilisant différentes conditions de
séparation des alcaloides totaux des cals et des vitroplants de L. inundata. C et D,
chromatogrammes obtenus en utilisant le programme d’élution détaillé dans le tableau 14.

A. Type de chromatogrammes obtenus avec une colonne R-P 8 (peu hydrophile).

B. Type de chromatogrammes obtenus avec une colonne R-P 18 (plus hydrophile).

C. Type de chromatogrammes obtenus avec gradient d’élution en utilisant la colonne R-P 18 et
les solvants Al et B (Tableau 14).

D. Type de chromatogrammes obtenus avec gradient d’élution en utilisant la colonne R-P 18 et
les solvants A6 et B (Tableau 14).
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C'est le solvant A6 qui sera combiné avec le solvant B selon le programme détaillé
dans le tableau 14 pour la séparation des alcaloides extraits a pai'tir des cals et des vitroplants.

Tableau 14. Programme de gradients d'élution retenu pour la séparation des alcaloides totaux
de L. inundata. Solvant Al : eau (1670 mL), acétonitrile (330 mL),
triéthylamine (400 uL), H3PO4 (2 mL). Solvant A6 : eau (1740), acétonitrile
(260 mL), triéthylamine (400 uL), H3PO4 (1 mL). Solvant B : méthanol / eau /
acétonitrile (1/1/1, v/v).

Durée du programme d'élution (min)
0 25 30 35 45 S5 65
% solvant Alou A6 |100 100 70 50 O 0 100
% solvant B 0 0 30 50 100 100 0

2. Séparation par CCM

Comme lors de 1a mise en évidence par CCM des alcaloides de L. inundata, c'est le solvant
constitué par méthanol / eau / ammoniaque 27 % (90/7/3, v/v) qui a permis d'avoir une bonne
migration et une meilleure séparation des alcaloides. Ces résultats ont été obtenus notamment
avec les plaques en verre a couche de silice (Whatman®). Au total, 8 substances ont pu étre
obtenues et analysées par CLHP en phase inverse. Aprés analyse, chacune de ces substances
semble étre constituée par un seul alcaloide avec 1, 2 ou 3 pics d'absorption maximale.

V. ANALYSES PRELIMINAIRES PAR RMN DE DEUX ALCALOIDES

Le maximum d’absorption et le Rf du premier alcaloide sont respectivement de 271 nm et
de 0.82, alors qu’ils sont respectivement de 200.4 nm et de 0.2. pour le second.

L’analyse des spectres de ces deux alcaloides nous a amené a penser que seul 1’alcaloide
ayant un maximum d’absorption de 271 nm était relativement pur pour pouvoir dégager un
premier renseignement. 11 s’agirait d’une petite molécule aromatique. Cette information reste
trés partielle et devrait étre complétée par d’autres analyses par RMN et par Spectrométrie de
Masse. Ce qui suppose de nouvelles extractions, purifications et séparations d’alcaloides &
partir des cals et des vitroplants.
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VI. CONCLUSION

Cette analyse phytochimique préliminaire a permis de mettre en évidence la présence de
plusieurs alcaloides a la fois dans les cals et dans les vitroplants. L'extraction et la purification
ainsi que la séparation de ces substances ont pu étre partiellement optimisées (Fig. 23). Une
comparaison préliminaire entre L. inundata d’origine in vivo et in vitro, a montré qu’une
partie des alcaloides relevée chez la plante a I'état naturel, est également présente chez les
explants cultivés in vitro. D’ou, ’intérét de réaliser de nouvelles expériences qui permettraient
de déterminer de fagon précise la formule chimique de chacun des alcaloides mis en évidence
dans les cals et dans les vitroplants.

L’huperzine A rencontré sur le marché est toujours extrait a partir de Lycopodes récoltés
dans la nature ce qui accélére leur régression. La culture in vitro de L. inundata pourrait
substituer les plantes naturelles pour 1’obtention de cet alcaloide. Cela, non seulement permet
une production en masse des explants durant toute I'année, mais permet également d'épargner

les populations sauvages de L. inundata ainsi que les autres Lycopodes des récoltes massives.
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DISCUSSION

Ce travail constitue une somme de résultats novateurs et originaux chez les Lycopodiales,
puisque c'est la premiére fois qu'une multiplication in vitro est réalisée chez ce groupe de
plantes a partir d'explants végétatifs. De ce fait, peu de références sont disponibles pour
permettre une comparaison et une discussion approfondie de nos résultats. Les quelques
travaux disponibles dans ce domaine datent du XIX " ou du début du XX siécle et sont
strictement descriptifs. Le statut de plante protégée a 1'échelle nationale dont bénéficie L.
inundata, a par ailleurs fortement limité le matériel végétal susceptible d’étre utilisé pour nos
expérimentations. Enfin, cette plante a un rythme de croissance trés lent a la fois in vivo et in

vitro. Chacune des quatre phases de la multiplication in vitro dure en moyenne 13 semaines.

L'objectif principal de ce travail est de compléter et d'optimiser le programme de
recherche initi€¢ en 1995 sur la mise au point d'un protocole de multiplication in vitro chez L.
inundata dans le but de sauvegarder I'unique pied présent dans la réserve nationale dans les
landes de Versigny en Picardie (Atmane, 1995). Malheureusement, ce dernier a disparu avant
que notre protocole ne soit complétement maitrisé. Malgré cet incident, nous avons continué a
développer ce programme de recherche en utilisant comme explants primaires des plantes de
L. inundata récoltées dans la sabliére du lieévre a4 Saint-Amand et dans la lande tourbeuse a
Villepail en Mayenne. Pour approfondir les connaissances scientifiques et faire valoir l'intérét
économique de L. inundata, nous avons tout d'abord complété et optimisé chacune des phases
de la multiplication in vitro de cette espéce. Puis, nous avons cherché a montrer 1'origine des
formations initiées a partir des apex des plantes in vivo et des cals issus de la culture in vitro
par des analyses cytologiques. Enfin, nous avons initié une méthodologie d’analyse des

alcaloides présents dans les cals et les vitroplants de L. inundata.
1. Phase préparatoire a ’induction de bourgeons et a la callogenése

En combinant plusieurs agents désinfectants, nous avons pu obtenir plus de 61 %
d'apex végétatifs aseptiques et capables d'engendrer un bourgeonnement ou une callogenése et
plus de 40 % de portions de tiges aseptiques. Vu la nature des explants employés, ces
pourcentages constituent des taux trés importants. En effet, les apex végétatifs et les portions
de tiges utilisés pour la multiplication in vitro de L. inundata sont issus des tiges horizontales
enfouies dans un sol régulierement inondé et relativement riche en matiére organique. De ce
fait, ils sont constamment en contact avec une multitude de bactéries et de champignons ce

qui rend leur aseptisation tres difficile. En appliquant d'autres méthodes d'aseptisation a des
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rhizomes de Fougeres, Higuchi et Amaki (1989) n'ont obtenu que 23.3 % d'explants
aseptiques. Ainsi, notre protocole d'aseptisation pourrait désormais étre employé pour
désinfecter des explants récupérés a partir de plantes vivants en symbiose ou en mycorhize
avec des micro-organismes.

Seuls les apex ont permis d'établir un protocole de multiplication in vitro chez L.
inundata. Par contre, les portions de tiges aseptiques n'ont montré aucune réponse
morphogénétique dans les conditions de culture appliquées aux apex. C’est pourquoi, nous
parlerons uniquement des apex dans la suite de ce travail.

Pour établir ce protocole de multiplication in vitro a partir des apex, de nombreux
milieux de culture ont été testés et plusieurs phases ont du étre mis en place pour obtenir des
plantules acclimatées (Fig. 18). En effet, de nombreuses phases ont été¢ nécessaires pour
’obtention de plantules par bourgeonnement direct : phase d’induction de 11 semaines, phase
de bourgeonnement, phase de croissance des bourgeons, phase de développement des
plantules et enfin, phase d’acclimatation. Par contre, 6 phases ont été nécessaires pour
I’obtention de plantules par embryogenése somatique indirecte a partir des cals : phase
d’induction de 13 semaines, phase de callogenése, phase d’embryogenése somatique
indirecte, phase de croissance des plantules obtenues a partir des embryons, phase de
développement des plantules et enfin, phase d’acclimatation.

L'initiation du bourgeonnement axillaire ou de la callogenése a partir des apex dépend
de plusieurs paramétres. En effet, parmi les nombreux milieux de culture testés, seul celui qui
est relativement pauvre en sels minéraux et ne contenant que 50 mg L' de myo-inositol
(milieu MI) a permis d’induire une réaction chez ces explants. Ceci est probablement li¢ au
milieu naturel oligotrophe de la plante. Par ailleurs, cette induction dépend également de la
nature et de la concentration en cytokinines. En effet, en présence de BAP a différentes
concentrations, la majorité des apex se sont nécrosés quelques jours aprés leur mise en
culture. La kinétine seule présente dans le milieu MI a une faible concentration, 0.3 mg L™, a
permis d'initier un bourgeonnement ou une callogenése a partir des apex. Cette méme
constatation a été faite chez Thuja occidentalis L. chez lequel le méristtme embryonnaire

s’est nécrosé en présence de BAP (Nour ef al., 1993).

L’orientation de la réponse morphogénétique des apex vers un bourgeonnement ou une
callogenése a été conditionnée par la durée de culture sur le milieu MI pendant la phase
d’induction. En effet, quand ils sont cultivés pendant 11 semaines sur le milieu MI, les apex
ont tendance & développer des bourgeons. Par contre, quand la durée de culture est plus
longue, les apex ont tendance a développer un cal. Le méme phénoméne a été observé chez
Picea abies, chez lequel des aiguilles cultivées pendant moins de 6 semaines sur un milieu de

base contenant une cytokinine développent des bourgeons ; par contre, au dela de cette durée,
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ces aiguilles développent un cal (Von Arnold et Eriksson, 1979). L'influence de la durée de
culture pendant la phase d'induction a été également vérifiée chez plusieurs variétés de tabac
(Attfield et Evans, 1991). Ces auteurs parlent de I’acquisition d'une détermination par les
explants. D’aprés eux, pour engendrer un bourgeonnement, les feuilles du tabac nécessitent un
temps de contact précis, soit 6 jours, en présence de cytokinine. Au cours de cette durée de
culture, les feuilles sont déterminées pour engendrer une morphogenése en absence de
I’hormone qui I’a conditionnée. Ainsi, apres cette durée de 6 jours de culture, les feuilles de
tabac peuvent développer des bourgeons quand elles sont repiquées sur un milieu de
bourgeonnement dépourvu de cytokinine (Attfield et Evans, 1991).

Nous pouvons utiliser cette méme analyse pour expliquer la détermination des apex de
L. inundata au bourgeonnement ou a la callogenése. En effet, apres 11 semaines de culture en
présence de la kinétine dans le milieu d’induction, les apex sont déterminés au
bourgeonnement qui se manifeste aprés un repiquage sur le milieu de "bourgeonnement”
(MB) dépourvu de kinétine. Pour ce cas précis, 11 semaines représentent la durée maximale
pour I’acquisition de la détermination au bourgeonnement par les apex de L. inundata. 11 est
peut étre possible de réduire le temps de cette phase d’induction, mais des expérimentations
supplémentaires seront alors nécessaires. Il s’agirait alors de cultiver les apex de L. inundata
sur le milieu MI, puis, de les transférer apres des durées de culture allant de 0 & 11 semaines
sur le milieu MB.

Au dela de 11 semaines de culture sur le milieu MI, les apex initient un processus de
callogenése. Cette callogenése nécessite de faibles concentrations en AIB (0.01 mg L et en
kinétine (0.3 mg L™). Ce résultat semble étre différent de ceux obtenus chez plusieurs
Gymnospermes et Angiospermes chez lesquels la production de cals nécessite des auxines
dites "fortes" comme par exemple le 2,4-D (Verdeil ef al., 1992 ; van der Valk et al., 1995 ;
Dimps Rao et al., 1996). Une combinaison 2,4-D plus kinétine (1 mg L'l) est nécessaire pour
la callogenése chez une Gymnosperme primitive Encephalartos cycadifolius (Jéger et van
Staden, 1996). Ceci, pourrait étre expliqué chez L. inundata par la présence d'un gradient
endogene de phytohormones dont le maximum se localiserait au niveau des apex qui en serait
le lieu de synthese.

L'établissement d'un cal bien individualisé a partir d'un apex nécessite 3 cycles de
culture de 13 semaines chacun sur le méme milieu. Une fois obtenu, ce cal peut étre subdivisé
et repiqué toutes les 13 semaines sur le milieu MI. Ce cal trés compact et fortement
chlorophyllien est constitué par des nodules liés les uns aux autres. Sa morphologie et sa
texture sont comparables a ce qui a été¢ décrit chez la chicorée (Dubois ef al., 1988 ; Piéron et
al., 1993). Selon la nomenclature employée par ces auteurs, le cal obtenu dans notre travail
sera nommé cal-nodulaire. L’obtention de cal-nodulaire est trés fréquent chez les Fougéres
Asplenium nidus (Higuchi et Amaki, 1989), Matteuccia struthiopteris (Thakur et al., 1998),
Nephrolepis cordifolia (Sulklyan et Mehra, 1977).
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Le cal que nous avons obtenu chez L. inundata prend naissance a partir du méristéme
apical et des méristémes axillaires situés sur la partie dorsale des apex (partie qui ne
développe pas de racines) (Fig. 10). Cette polarité est liée au plagiotropisme naturel rencontré
chez cette espece. Les coupes cytologiques effectuées sur les apex en phase d'induction
confirment cette polarité, avec une partie dorsale et une ventrale. La premiere est constituée
par des cellules montrant des caractéres spécifiques a savoir, une paroi mince, un noyau
volumineux en position centrale doté d'un nucléole trés dense (le noyau est particuliérement
volumineux en phase S. Ceci pourrait étre la conséquence du niveau de ploidie (tetraploide)
chez L. inundata et du nombre élevé de chromosomes, 2n = 156), et surtout une richesse en
grains d'amidon. Ainsi, la partie dorsale constituerait le vrai méristéme des apex végétatifs et
assurerait 1’élongation horizontale des tiges rampantes, la formation des feuilles et
I’édification des rameaux latéraux et des tiges sporangiféres. La seconde partie, ventrale,
quant a elle, est constituée par de cellules pauvres en réserves amylacées et ne montrant pas
d'activité mitotique. De par son contact permanent avec le sol, cette partie ventrale jouerait un
role dans I’assimilation de différents composants puisque cette plante ne possédent pas de

véritables racines mais des prolongements caulinaires (Emberger, 1968).

Une fois établi, le cal-nodulaire est constitué dans sa totalité par des nodules trés
fortement liés les uns aux autres. Chacun de ces nodules est constitué par des cellules de type
méristématique (Schwendiman ef al., 1990 ; Michaux-Ferri¢re ef al., 1992) mais trés riches en
amidon. La richesse en amidon est souvent considéré comme une caractéristique des cellules
embryogénes (Schwendiman ef al., 1990 ; Michaux-Ferri¢re et al., 1992). C’est pourquoi,
nous qualifions les nodules chez L. inundata de nodules embryogénes. A l'instar des cals
obtenus a partir des feuilles chez Medicago sativa L. (Dos Santos et al., 1983), chez Quercus
suber (El Maétaoui et al., 1990) et chez Hevea brasiliensis (Michaux-Ferriére et al., 1992) ou
on pouvait distinguer une zone avec des cellules méristématiques et une autre constituée de
cellules type parenchymeuses, tout le cal chez L. inundata est constitué par des cellules de
type méristématique.

Les divisions de ces cellules méristématiques sont accompagnées par une variation
dans la quantité¢ d'amidon. En effet, avant I'entrée en mitose, chaque cellule accumule une
quantité importante d'amidon, jusqu'a 40 amyloplastes. Une fois que la mitose est déclenchée,
chaque cellule commence a dégrader ses réserves amylacées jusqu'a ne contenir que 8 a 12
grains d'amidon a la fin de la mitose. Ce cycle de synthése et de dégradation de 1'amidon se
renouvelle pendant chaque cycle cellulaire au cours duquel les amyloplastes restent disposés
autour du noyau. Les divisions cellulaires sont a la fois anticlinales et périclinales mais elles
sont toujours symétriques. Les réserves chez ’ensemble des cellules constituant le cal-

nodulaire semblent étre exclusivement de type amylacé.
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2. Phase de bourgeonnement

La formation de bourgeons a partir des apex a nécessité un changement de milieu avec
réduction importante de la concentration en macro-éléments et une absence totale de
cytokinines par rapport au milieu d'induction.

En effet, aprés une phase inductive sur le milieu MI qui est relativement riche en sels
minéraux et qui contient de la kinétine, la morphogenése n'a été possible qu'aprés repiquage
des apex sur un milieu pauvre en sels minéraux et dépourvu de kinétine, le milieu MB. Tous les
bourgeons obtenus sont semblables aux apex primaires. En utilisant un milieu relativement
riche en sels minéraux, Atmane ef al. (1996b) ont obtenu chez la méme espéce trois fois moins
de bourgeons a partir des apex. Ces bourgeons présentaient des dissemblances morphologiques
avec les explants d’origine puisqu’ils étaient plus foncés et leurs feuilles étaient plus longues.

Pour aboutir a une composition minérale optimale du milieu MB, nous avons essayé de
nous rapprocher de I'habitat naturel de L. inundata. Cet habitat est trés pauvre en nitrates et en
calcium, par contre, il est relativement riche en phosphate (Brunerye, 1971 ; Waughman et
Bellamy, 1980 ; Prelli, 1990). C'est cette constatation qui nous a permis d'établir notre milieu
MB.

Les phytohormones sont également déterminantes pour la régénération de plantules a
partir des apex. En effet, la kinétine s'est avérée étre indispensable pour initier la morphogenése
durant la phase d'induction ; mais, la régénération n’a été observée que lorsqu’elle a été retirée
du milieu de culture. Cette méme nécessité a été remarquée pour la régénération de plantules a
partir des cal-nodulaires chez deux Fougeéres, Asplenium nidus L. (Higuchi et Amaki, 1989) et
Nephrolepis cordifolia Prsel. (Higuchi et al., 1987). Par contre, chez Thuja occidentalis 1.
(Nour et al., 1993) et chez Paulownia sp. (Dimps Rao ef al, 1996) la présence d'une
cytokinine combinée a une auxine était indispensable pour mettre en place une organogenese a
partir d’apex, de feuilles ou de cals.

Les bourgeons obtenus via les apex prennent naissance a partir des méristémes
axillaires présents a l'aisselle des feuilles entourant le méristeme apical et ce sans callogenése
préalable (Atmane ef al, 1999a). Les cellules de ces méristémes possédent les mémes
caractéristiques que les cellules méristématiques chez les plantes supérieures (El Maédtaoui et
al., 1990 ; Blervacq et al., 1995 ;, Decout, 1998) : cellules de petite taille, vacuome divisé en de
nombreuses vacuoles, noyau central et volumineux doté d'un nucléole trés dense, présence de
réserves protéiques.

Plusieurs bourgeons peuvent étre obtenus a partir d'un méme méristéme axillaire chez
L. inundata (Atmane et al., 1999a), alors que chez Thuja occidentalis L., chaque méristéme
axillaire n’a développé qu’un seul bourgeon axillaire (Nour et al., 1993). Ce phénoméne chez
L. inundata est-il induit par les conditions de culture in vitro ? ou, est-il lié au phénomeéne de
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dichotomisation qui est un mécanisme naturel chez les Lycopodes ? Les bourgeons ainsi
obtenus sont d'origine axillaire et leur obtention ne nécessite pas le passage par un cal. Ceci
nous laisse supposer que les plantules obtenues via cette morphogenese sont conformes aux
plantes d'origine. Pour établir cette conformité, des analyses moléculaires pourraient étre
réalisées.

3. Embryogenése somatique indirecte

Comme pour le bourgeonnement axillaire, la morphogenése via le cal n’a été possible
qu’apres transfert de ce dernier sur le milieu MB.

Cette morphogenése via le cal-nodulaire chez L. inundata prend son origine & partir de
cellules particuliéres. Ces cellules sont situées préférentiellement sur la périphérie de la partie
du cal qui n'est pas en contact avec le milieu de culture. A l'opposé des cellules qui sont a
I’origine des bourgeons axillaires décrites ci-dessus, ces cellules possédent une paroi
pectocellulosique relativement épaisse et doublée vers ’extérieur par une couche de mucilage
polysaccharidique coloré en rouge par le P. A. S., un noyau central doté d'un nucléole tres
dense, parfois quelques grains d'amidon, beaucoup de réserves protéiques cytoplasmiques et un
vacuome divisé en de nombreuses petites vacuoles. Ces mémes critéres ont été décrits chez des
cellules embryogénes a partir de cals ou d'explants végétatifs chez plusieurs Angiospermes
(Schwendiman e? al., 1990 ; Domelas ef al., 1992 ; Michaux-Ferriére et Schwendiman, 1992 ;
Blervacq et al., 1995 ; Loiseau et al., 1998). Ces similitudes, nous permettent de penser que
les cellules situées sur la périphérie du cal de L. inundata sont bien des cellules embryogénes.
Comme chez L. inundata, 1a localisation des cellules embryogénes sur la périphérie du cal a été
décrite chez plusieurs espéces végétales (Schwendiman et al, 1990 ; Michaux-Ferriére et
Schwendiman, 1992).

Nous avons observé les premiéres divisions cellulaires aprés une dizaine de jours de
culture du cal sur le milieu MB. La premiére division de ces cellules embryogénes est plus ou
moins asymétrique (Fig. 15 B). Cette asymétrie a été également observée a la suite de la
premiére division de ’embryon zygotique de Huperzia selago (Bruchmann, 1910) avec la mise
en place d’une cellule basale et d’une cellule sommitale. C’est dans cette derniére qu’auront
lieu les divisions suivantes. La premiére division de cette cellule se fait selon un plan de 45° a
90° par rapport au plan de la premiére division de la cellule embryogéne (Figs. 15 A, 24). Il en
résulte une structure légérement arrondie au stade 3 cellules. La structure ainsi obtenue,
pourrait €tre comparée a ce qui a été décrit lors de ’embryogenése zygotique chez Huperzia
selago (Bruchmann, 1910). Les divisions ultérieures s'effectueront selon le plan anticlinal pour
aboutir a une structure pluricellulaire qui prend la forme d'un petit cylindre (Fig. 24). Une
strueture analogue a été décrite au cours de I’embryogenése
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zygotique chez Lycopodium cernuum L. (Treub, 1884). A partir de ce stade, les divisions

cellulaires deviennent plus importantes, et la structure embryonnaire prend une forme

pyramidale. Ultérieurement, la structure embryonnaire devient plus bombée a la base et

légérement effilée au sommet (Fig. 24 et annexe 5). A partir de ce moment, trois types de
cellules peuvent étre distingués :

- des cellules de petite taille 1égérement allongées, dotées d’une a trois

vacuoles et contenant une dizaine de grains d'amidon. Elles constituent une

couche unicellulaire autours de la partie bombée. Cette couche de cellules

constitue le protoderme ;

- des cellules de grande taille, trés riches en amidon et dotées d’un noyau en

position centrale avec parfois un nucléole bien évident ;

- des cellules plus grandes et plus ou moins allongées avec une grande
vacuole, tres peu de grains d'amidon et un noyau pariétal. Ces cellules sont

situées dans la partie supérieure, 1égérement effilée.

Une structure morphologiquement comparable a ce que nous avons obtenu a été
observée au cours de l'embryogenese zygotique chez L. inundata (Goebel, 1887).
Malheureusement, cet auteur n’a effectué aucune description cytologique de cet embryon. A
un stade plus avancé, la partie basale devient encore plus bombée et présente un prolongement
latéral qui s'imbrique dans le cal pour y fixer la structure embryonnaire (Figs. 15 E, 24 et
annexe 5). La partie supérieure devient de plus en plus allongée. Elles est constituée au centre
par des cellules ayant une grande vacuole et ne contenant aucun grain d'amidon, et sur la

périphérie, par des cellules allongées avec une grande vacuole et quelques grains d'amidon qui

Fig. 24. Analyse comparée de I’embryogenese somatique de Lycopodiella inundata et I’embryogenése zygotique
chez trois Lycopodes : Huperzia selago, Lycopodiella inundata et Lycopodium cernuum.

A. Embryon zygotique de Huperzia selago au stade 3 cellules (elll), d’aprés Bruchmann (1910).

B. Embryon zygotique de Lycopodium cernuum : coupe légerement axile d'un embryon (e) encore

enveloppé dans les cellules du prothalle (G.= diam x 300), d’aprés Treub (1884).
C. Embryon zygotique de Lycopodiella inundata : embryon (e) & un stade plus avancé mais toujours
attaché au prothalle qui commence a rétrécir (G. x 15.4), d'aprés Goebel (1887).

D et E. Embryon zygotique de Lycopodium cernuum : D, embryon au stade feuille embryonnaire encore
attaché au prothalle grace au pied (p). Un méristéme apical (m ap) se forme a la base de la feuille
embryonnaire (f e) ; E, embryon au stade "plantule”, d’aprés Treub (1884).

1-6. Embryon somatique de Lycopodiella inundata : 1, stade 2 cellules (eIl) ; 2, stade 3 cellules (elIl) ;
3, stade cylindre (e ¢) ; 4, stade pyramidal (e pd) ; 5, stade début feuille (e d f) ; 6, stade feuille
embryonnaire (e f e).

7. Plantule (pl) de Lycopodiella inundata. Dessins réalisés par Atmane-Bruschetti F.

an, anthéridie ; ar, archégone ; ¢ a, cellule apicale ; cl, cal ; g a, grains d’amidon ; mi, mitose ; mu,

mucilage ; p a, poils absorbants ; pr, prothalle ; pt prothoderme ; t e, tubercule embryonnaire ; v,

vacuole.



Discussion 94

sont tous alignés sur la face interne des cellules. Une structure trés comparable a ce que nous
avons obtenu a été observée au cours de I’embryogenése zygotique chez L. cernuum (Treub,
1884).

Dans sa description morphologique de I’embryon zygotique, Treub avait qualifié la
partie basale bombée de tubercule embryonnaire, le prolongement latéral de pied et la partie
effilée de feuille embryonnaire. Ce méme auteur a remarqué que le tubercule embryonnaire
et le pied sont constitués par des cellules riches en amidon. Il a attribué au premier le role de
stockage des réserves de I’embryon, et au second, la fonction de fixation de 1’embryon
zygotique sur le prothalle. En nous basant sur la nomenclature employée par Treub et sur ses
explications, nous appellerons également la partie basale bombée de nos structures tubercule
embryonnaire, la partie latérale pied et la partie effilée feuille embryonnaire. Comme chez
I’embryon zygotique, le tubercule embryonnaire que nous avons observé est constitué par des
cellules trés riches en amidon. Nous pensons donc qu’il constitue le lieu de stockage des
réserves dans les structures que nous avons obtenu.

Le passage au stade plantule se manifeste par l'instauration a la base de la feuille
embryonnaire d'un méristéme apical constitué par des cellules de petite taille dépourvues de
grains d'amidon, mais, trés riches en protéines. A ce stade, les plantules n'ont développé ni
trachéides ni racines. Ce n'est qu'au stade 2 a 3 cycles de feuilles que ces derniéres
commenceront & développer des trachéides et des racines. Les mémes observations ont été
faites au cours de l'embryogenése zygotique chez L. cernuum par Treub (1884) et chez L.
inundata par Goebel (1887).

Durant toute la morphogenése a partir du cal, du stade unicellulaire au stade plantule,
aucune connexion vasculaire n'a €té observée entre le cal et les structures régénérées. Compte-
tenu de cette derniére considération et sur les similitudes relevées entres les embryons
zygotiques des différents Lycopodes et nos structures organisées obtenues chez L. inundata,
nous pouvons considérer cette morphogenése comme étant une embryogenése somatique
indirecte d’origine unicellulaire. Ainsi, les structures organisées seront désormais appelées
embryons somatiques.

Ce résultat est original puisqu’un tel phénomene n’a jamais été décrit auparavant

chez une Lycopodiale.

En nous basant sur l’analogie constatée entre les quelques descriptions de
I'embryogenese zygotique réalisées chez L. cernuum par Treub (1884), chez L. inundata par
Goebel (1887) et enfin, chez H. selago par Bruchmann (1910) d’une part, et les structures que
nous avons obtenues a partir du cal-nodulaire chez L. inundata d’autre part, nous pouvons
diviser ce phénoméne d’embryogenese somatique chronologiquement en un certain nombre
de stades :
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- stade unicellulaire : I'embryon est constitué par une seule cellule embryogéne ;

- stade cylindrique : I'embryon est constitué par plusieurs cellules et présente la forme

d'un cylindre (nomination employée par Treub en 1884) ;

- stade pyramidal : 'embryon est au stade plusieurs cellules avec une base légerement
bombée ;

- stade préfeuille : I'embryon est bombé a la base et commence a devenir effilé dans

son sommet ;

- stade feuille embryonnaire : I'embryon est bien effil¢, il possede dans sa partie basale
un tubercule embryonnaire et un pied, et dans sa partie supérieure
sa premiere feuille dite embryonnaire. L’ensemble est délimité
vers 1’extérieur par une couche unicellulaire que nous appelons
protoderme.

L’embryogenése somatique que nous avons décrite & partir de cals issus de la culture in
vitro d’apex de L. inundata présente de nombreuses similitudes avec les séquences
morphologiques de I’embryogen¢se zygotique chez cette méme espece : passage par le stade
début feuille, présence du pied et du tubercule embryonnaire, formation tardive des trachéides
et des racines (Goebel, 1887).

Par ailleurs, cette embryogenéese somatique montre des caracteres sensiblement différents
de ceux représentants I’embranchement des Spermaphytes. Chez ces derniers, la premiére
division embryogeéne posséde un plan trés variable dans les différents systémes embryogénes.
Chez les Gymnospermes primitives comme Encephalartos cycadifolius (Jacq.) Lehm. (Jdger
et van Staden, 1996), E. dyericanus Lavr. et Goode et E. natalensis Dyer et Verd. (Jager et
van Staden, 1996) et Ceratozamia mexicana var. robusta (Miq.) Dyer (Chavez et al., 1995),
les embryons somatiques sont issus d’une division asymétrique conduisant a la formation d’un
pseudo-suspenseur et d’une masse embryonnaire. Des cas de polyembryonie sont fréquents ce
qui n’est pas chez L. inundata. Par contre, ces systemes possédent en commun le temps
extrémement long nécessaire a la réalisation du processus complet (généralement de 12 - 18
mois). Chez les Magnoliopsides, les divisions embryonnaires suivantes conduisent a
’obtention d’un embryon globulaire (stade commun avec I’embryogenese zygotique). On
observe, dés lors, la présence d’un protoderme protégeant ’embryon. Chez L. inundata, on
passe d’abord par un stade cylindrique sans différenciation histogene ; ’embryon cylindrique

poursuit son développement et devient par la suite pyramidal. Au stade premic¢re feuille
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embryonnaire, ’embryon acquiert un protoderme et présente une bipolarité structurale
marquée par la présence de trois types cellulaires :

- des cellules de petite taille 1égérement allongées constituants le protoderme ;

- des cellules de grande taille tres riches en amidon constituant le tubercule

embryonnaire ;

- enfin, des cellules plus grandes plus ou moins allongées et trés vacuolisées

constituant la feuille embryonnaire.

Par ailleurs, cette bipolarité est caractérisée par une répartition particuliére des réserves
amylacées au niveau du tubercule embryonnaire. Ce stade pourrait étre comparé au stade
cordiforme des embryons somatiques chez les Magnoliopsides. Ces derniers montrent aussi
une bipolarité sous-tendue par la présence d’un méristéme caulinaire, d’un méristéme
racinaire et d’un procambium. Par conséquent, de tels embryons cordiformes possédent des
ébauches de feuilles, de racines et de faisceaux vasculaires. Par contre, chez L. inundata, ces
ébauches n’apparaitront qu’ultérieurement au stade plantule avec, tout d’abord, la mise en
place du méristéme apical au stade 1 cycle de feuille, puis des faisceaux cribro-vasculaires au
stade 2-3 cycles de feuilles.

A P’opposé des algues, des mousses ou la plupart des Ptéridophytes, ou les méristémes
apicaux (points végétatifs) comprennent une cellule apicale plus grande que le reste des
cellules constituant le point végétatif (Michaux-Ferriere et Hallet, 1985) ; le méristéme apical
des plantules de L. inundata obtenues in vitro semble d’une part, ne pas contenir cette cellule
apicale, et d’autre part, semble plus proche des méristémes primaires des plantes supérieures
(Robert et Catesson, 1990).

Mis a part ces descriptions morphologiques et cytologiques des embryons somatiques
chez L. inundata, aucune autre information d’ordre physiologique ou moléculaire n’est
connue chez les Lycopodiales. Grace a notre protocole de multiplication in vifro, nous
pouvons envisager la réalisation d’études de ce type ainsi que des comparaisons, notamment
des phases précoces, entre 1’embryogenése somatique de L. inundata et celle d’autres plantes
notamment supérieures. Ceci pourrait nous informer sur les mécanismes communs éventuels
qui permettent a certaines cellules somatiques, appartenant a deux embranchements différents,
d’acquérir des compétences embryogenes. Par ailleurs, 1’établissement in vitro de
I’embryogenése somatique chez un représentant des Lycopodiales nous permettra de
comprendre les différentes étapes de I’embryogenése zygotique chez ce groupe de plantes.
Ceci est d’une grande importance sur le plan fondamental, car malgré le fait d’étre classée
parmi les plantes les plus ancestrales, il n’existe actuellement que trés peu de données sur la

reproduction sexuée de ces plantes.
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4. Croissance, développement et acclimatations des plantules issues de I’in vitro

Les plantules obtenues via le bourgeonnement axillaire ou I’embryogenése somatique
sont, dans les deux cas, morphologiquement similaires aux apex primaires. Pour avoir des
plants préts a étre acclimatés, il a fallu tout d’abord réaliser une étape de croissance, puis une
étape de développement, ce qui nous a permis d’obtenir des plantules ayant les mémes
caractéristiques que celles observées sur les L. inundata a I’age adulte dans la nature. Nous
avons réalisé les deux étapes successives de croissance et développement pour avoir des
plants présentant plusieurs tiges végétatives et plusieurs racines et ce, afin de favoriser au
maximum I’étape d’acclimatation. Lors de I’étape de développement, le charbon activé s’est
montré indispensable pour donner une bonne croissance des plantules. Cette méme
constatation a été faite lors de la multiplication in vitro de Pinus pinea L. (Gonzélez et al.,
1998) et Matteuccia struthiopteris (L.) Todaro (Thakur et al., 1998). Chez L. inundata, les
racines ne sont pas des organes complétement différenciés, mais, elles sont considérées
comme des simples prolongements des tiges végétatives, qui se sont spécialisés dans
I’assimilation de 1’eau et des sels minéraux a partir du sol (Emberger, 1968). Cette
caractéristique nous a posé beaucoup de problémes lors la phase de développement, car, en
absence du charbon activé, les plantules ont montré une bonne croissance des tiges
végétatives mais trés peu de racines se sont formées. Par contre, en présence d’une quantité
importante de charbon activé, les tiges végétatives se sont treés peu développées alors que le
nombre de racines était trés élevé (jusqu'a 25) et leur taille anormalement grande (jusqu'a 30
mm). 1 a donc fallu déterminer une concentration de charbon activé (0.5 g L'I) permettant a la
fois une croissance normale des tiges végétatives, et la production de racines en nombre
suffisant, mais aussi un développement ultérieur satisfaisant.

Les plantules ainsi obtenues montrent exactement les mémes caractéres
morphologiques que les plants de L. inundata rencontrés dans la nature, a savoir des tiges
végétatives munies de plusieurs ramifications dichotomiques et de plusieurs racines. Cette
conformité morphologique est trés importante pour un programme conservatoire visant a
sauvegarder une plante sauvage, en I’occurrence L. inundata, menacée de disparition dans le
nord de la France.

Pour réintroduire les plantes dans leur habitat, la phase d’acclimatation est souvent
primordiale. Ceci reste d’autant plus vrai lorsque les plantes sont mycorhizées ou lorsqu’elles
vivent en symbiose avec des micro-organismes. L’acclimatation de plants de L. inundata
obtenus in vitro n’a été possible qu’en utilisant le charbon activé ou le substrat naturel non
autoclavé comme source de nutriments organiques. Dans ces conditions, les plants acclimatés

ont développé de nouvelles tiges végétatives apres deux hivers successifs passés dans une
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serre. Par ailleurs, pour la premiére fois, chaque plant a développé une tige sporangifére dont
le développement est sans doute li¢ a la présence de micro-organismes dans le substrat
provenant du site naturel. La formation de ces tiges sporangiféres n’a en fait été possible
qu’en plagant des plants issus de I’in vitro, pendant 3 semaines, dans un site contenant encore
une population de L. inundata, ou aprés acclimatation ex situ des plants sur du substrat naturel
non autoclavé. Nos analyses sur les racines de L. inundata venant de trois stations différentes,
nous ont permis de noter la présence de quatre espéces de Cyanobactéries : Lyngbia sp.,
Oscillatoria sp., Nostoc sp. (ordre des Hormogonales) et Microcystis sp. (ordre des
Chroococcales) susceptibles d’avoir un réle dans la réapparition et le maintien de cette plante
dans la nature.

Sur un site nouvellement étrépé, Lyngbia constituerait le premier dépot de matiére
organique nécessaire a ’installation de cette espéce. Ceci a ét€ remarqué apres 1’étrépage
réalisé dans une nouvelle parcelle de la sabliére du Liévre a Saint-Amand dans le Nord en
1996 (Atmane et al., 1999b). En effet, parmi les premiers micro-organismes qui se sont
installés sur la zone étrépée, nous avons noté Lyngbia qui formait un tapis brunatre sur toute
cette zone. Cette couche brunitre était constituée de longs filaments constituants cette
Cyanobactéries. La couche brunitre nous laisse penser qu’il s’agirait de I’espece ochracea.
Car cette derniére imprégne sa paroi d’oxyde de fer hydraté qui lui donne une forte couleur
brune (Abbayes et al., 1978).

Microcystis, assurerait le maintien d’une humidité permanente autour des racines de la
plante grice a son aspect gélatineux et ses cellules trés riches en eau.

Enfin, Nostoc sp. jouerait un role dans la fixation de ’azote atmosphérique, car cette
derniére contient des hétérocystes.

Ces Cyanobactéries pourraient constituer une symbiose particuli¢re en se fixant sur la
face externe des racines.

Enfin, Oscillatoria sp., qui serait hétérotrophe et donc saprophytique, n’interviendrait
vraisemblablement pas dans la survie de L. inundata.

La reconnaissance entre les plantes hotes et les bactéries est spécifique, puisque
chaque plante excréte dans le rhizospheére des molécules particuliéres pour attirer les bactéries
symbiotiques (Stachel er al., 1985). Ce rble est généralement assuré par des cellules
spécifiques bordant la coiffe des racines (Hawes et Pueppke, 1986).

A part notre constatation sur le role des micro-organismes dans I’acclimatation des
plants issus de 1’in vitro et la mise en évidence de la présence des quatre Cyanobactéries
autour des racines de L. inundata dans la nature, aucun autre travail, a notre connaissance, n’a
été réalisé pour démontrer une éventuelle symbiose entre une ou plusieurs bactéries et cette
espéce. Ceci suggere qu’il faudrait approfondir plusieurs points :

- préciser les partenaires de cette association ;
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- déterminer les apports de chacun des partenaires dans cette relation

(antibiotique, carbone, eau, azote) ;

- comprendre les bases cytologiques de cette relation : y a-t-il une implication de
cellules racinaires spécialisées comme chez les végétaux supérieurs ? y a-t-il des
cellules spécifiques bordant Ia coiffe des racines ? Cette lignée cellulaire est
largement étudiée pour son impact dans la rhizosphére et dans la régulation du
partenariat plante-symbionte (Hawes, 1991 ; Hawes et al., 1998). Ainsi, de telles
cellules peuvent attirer trés rapidement par chimiotactisme des organismes et en
favoriser le développement. Par ailleurs, elles peuvent excréter des substances
qui vont €loigner et inhiber la croissance d’autres micro-organismes considérés
nuisibles. Une telle spécificité peut constituer un mécanisme de contrdle dans la
dynamique de la population microbienne adjacente a la racine. Des génes
impliqués dans cette relation sont en cours d’étude (Hawes, 1991 ; Hawes et al.,
1998).

La disparition de L. inundata dans certains sites pourrait étre due & une disparition
d’une ou de toutes ces Cyanobactéries de ces sites. Ainsi, pour le succeés de toute opération de
réintroduction ou de renforcement de population de cette espece, une réponse précise au type
d’association existant entre L. inundata et ces Cyanobactéries est indispensable. Dans le cas
ou cette association serait vérifiée, deux stratégies conservatoires pourraient étre adoptées. La
premiére, qui répondrait a une urgence, consisterait & multiplier in vifro ces micro-organismes
puis a les réintroduire dans le site naturel dans lequel une réintroduction ou un renforcement
de ce Lycopode serait envisagé. La second, qui correspondrait a une étude plus approfondie,
consisterait a renfoncer nos connaissances sur les modalités de la symbiose in vitro. Dans de
nombreux cas de production in vitro de ligneux (Pinus sylvestris- Niemi et al., 1998;
Castanea sativa- Martins et al., 1996; Populus deltoides- Reddy et Satyanarayana, 1998), un
effort particulier est porté a la mise en présence avec le symbionte. En 'occurrence, ce type de
travaux concernant la phase d'acclimatation se porte principalement sur la mycorhization in
vitro. La Lycopodielle préfere établir une symbiose avec des Cyanobactéries tout comme les
Cycas (Gymnosperme primitive), et les Azolla (Hydroptéridophytes). Par contre, I'emploi et
I'étude de Cyanobactéries dans le cadre de la symbiose in vitro n'ont pas été rapportées, a

notre connaissance, dans la littérature.

By

Mg,
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S. Importance de la culture in vitro dans la sauvegarde des plantes sauvages menacées

de disparition

Le seul pied qui constituait la population de L. inundata dans la Réserve Naturelle de
Versigny (Aisne, Picardie) a disparu en 1995. C’est pour sa sauvegarde que ce programme de
multiplication in vitro a été mis en place et notamment apres les échecs de toutes les tentatives
de propagation par culture classique et par régénération a partir des spores qui seraient
présentes dans le site naturel. Malheureusement, ce seul pied a disparu avant que notre
protocole de multiplication in vitro ne soit complétement maitrisé. Quoiqu’il en soit, la
finalité d’un tel programme serait la réintroduction dans un site, de pieds issus de I’in vitro.
Cet objectif doit pourtant faire I’objet d’une réflexion approfondie.

Pour certains, a cause de problémes écologiques et de génétique des populations, la
réintroduction d’un clone donc d’un seul type de patrimoine génétique dans une population
naturelle a pour effet négatif de limiter toute évolution car aucun brassage génétique ne pourra
s’effectuer, dans la mesure ou il y aura peu de diversité génétique entre les individus de cette
population. Certains pensent donc qu’il ne faudrait pas protéger un seul individu dans un site,
de fagon a ne pas engendrer une population clonale. Toutefois chez L. inundata, on observe la
mise en place d’épi sporangifere chez les plants issus d’in vitro. On peut donc penser qu’une
diversité génétique est envisageable & partir du stade prothalle et aprés fécondation.

Ce raisonnement doit aussi prendre en compte les modes de vie de la plante a I’état
naturel. En effet, L. inundata se propage essenticllement par voie végétative assurée par les
apex végétatifs qui résistent au froid pendant I’hiver, et développent des nouvelles tiges
végétatives au début de chaque printemps. Par conséquent, ce mode de multiplication conduit
a la formation de "clone" naturel. En outre, quand la propagation s’effectue par voie sexuée,
chaque plante provient d’un embryon issu de ['union de deux gamétes du méme prothalle.
Nous sommes trés proches de ’autogamie utilisée par les plantes supérieures. Par conséquent,
la propagation par voie sexuée chez L. inundata conduit elle aussi a la production d’individus
trés semblables. Ainsi, en utilisant 1’un ou ’autre moyen de propagation naturelle, une
population L. inundata est principalement constituée d’individus qui ne présenteraient
finalement que peu de polymorphisme (diversité minimale).

Par ailleurs, une multiplication in vifro par voie végétative a déja été effectuée pour
sauvegarder des plantes sauvages menacées de disparition, notamment en Espagne. Il s’agit de
Centaurea paui Loscos ex Willk. (Cuenca et al., 1999) et Gentiana lutea L. subsp. aurantiaca
Lainz (Feijoo et Iglesias, 1998). On peut noter que ces plantes supérieures, elles, ne présentent
pas a priori de préférence naturelle pour la multiplication végétative. Pourtant, les protocoles

d’in vitro sont proposés pour palier leur disparition.
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6. Analyse quantitative des alcaloides présents dans les cals et les plants cultivés in
vitro chez L. inundata

Plusieurs alcaloides ont pu étre extraits a partir des Lycopodes (Ayer et al., 1989 ;
Ayer, 1991 ; Shen et al., 1994). Jusque 13, tous ces Lycopodes ont été récoltés dans la nature.

Récemment, des chercheurs chinois ont pu déterminer la composition chimique de
deux alcaloides, il s’agit de I’huperzine A et B isolés a partir d'un Lycopode chinois, Huperzia
serrata (Thunb.) Trev. (Liu et al., 1986). Le premier compos¢ a été ensuite extrait a partir de
Lycopodium selago L. (Ayer et al., 1989). Grace a son activité anticholineestérasique tres
importante, I'huperzine A est actuellement testée pour le traitement de plusieurs maladies liées
a la perte de la mémoire (Bruneton, 1993). Elle a également eu des incidences favorables sur
des sujets souffrant de la maladie d'Alzheimer (Xu ef al., 1995 ; Tang, 1996). Enfin, cet
alcaloide peut agir contre les gaz toxiques, tel que le gaz Soman, en inhibant leur action au
niveau du systéme nerveux humain (Lallement et al., 1997).

Tous ces intéréts, a la fois médicinal, pharmaceutique et écologique nous ont amené a
vérifier si nos explants obtenus in vitro contenaient des alcaloides, et si ces alcaloides
présentaient une parenté chimique avec I’huperzine A. D’ou ’originalité de notre travail, car
¢’est la premiére fois qu’une tentative d’extraction d’alcaloides a partir d’explants cultivés in
vitro est entreprise chez une Lycopodiale. Cette considération rendait notre démarche
scientifique relativement délicate dans la mesure ou trés peu de données bibliographiques sont
disponibles dans ce domaine précis. Ainsi, dans nos expérimentations, nous avons tout
d’abord utilisé des procédés déja employés pour certains groupes d’alcaloides, notamment les
alcaloides tropaniques (Fliniaux, 1991 ; Fliniaux ef al., 1993) ; puis, nous avons optimisé et

mis au point des procédés adaptés a notre matériel végétal.

Comme pour la plupart des alcaloides (Fliniaux, 1991 ; Bruneton, 1993), le procédé
d'extraction par un solvant organique en milieu basique a permis d'obtenir plusieurs alcaloides
a partir des cals et des vitroplants de L. inundata. Néanmoins, faute d'avoir des molécules
témoins correspondantes, I'efficacité de ce protocole n'a pu étre quantifiée, ni comparée avec

d’autres protocoles.

Généralement, les alcaloides extraits a partir des explants végétatifs demeurent
mélangés & d’autres composés également présents dans ces explants (tels que la chlorophylle
dans notre cas). Ainsi, ’opération la plus importante, consiste tout d’abord a séparer ces
alcaloides de tous les autres composés, pour enrichir au maximum la fraction "alcaloides".
Cette derniere phase est habituellement appelée purification. Parmi les 3 procédés de

purification que nous avons testé, c’est I’'un d’entre eux (P3) dans lequel nos extraits bruts ont
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été repris 6 fois par l'acide sulfurique 0.1 N, qui nous a permis de récupérer le plus
d'alcaloides. A I’inverse de nos résultats, Fliniaux (1991) a montré lors de ses essais pour
optimiser la purification des alcaloides tropaniques a partir des feuilles de Datura stramonium
L. et d’Atropa belladonna L. que la récupération des extraits bruts directement avec la phase
mobile CLHP permettait d’obtenir d’avantage d’alcaloides. Ceci peut étre expliqué par la
différence du degré de polarité entre les alcaloides tropaniques et les alcaloides présents dans

nos explants.

Grace a la coloration spécifique en rouge-orangé des alcaloides par le réactif de
Dragendorff, nous avons pu mettre en évidence, en utilisant la chromatographie sur couche
mince, la présence d'au moins huit alcaloides différents a la fois dans les cals et dans les
vitroplants.

Les analyses du mélange "alcaloides totaux" par CLHP en phase inverse ont confirmé
la présence d'alcaloides a la fois dans les cals et dans les vitroplants. La séparation de ces
produits s’est avérée étre tres liée a la richesse de la phase mobile en solvant organique,
I’acétonitrile. En effet, avec, des concentrations faibles, 0 & 7.5 %, ou relativement élevées,
11.5 4 21.5 %, presque la totalité des produits a été éluée au bout des trois premiéres minutes.
Par contre, une concentration intermédiaire d’acétonitrile (10 %) a permis une meilleure
séparation des alcaloides. Lors de nos analyses, aucune différence qualitative en alcaloides n’a
été remarquée entre les cals cultivés sur milieu solide ou liquide et les vitroplants. Néanmoins,
a ce stade d’analyse, aucune comparaison quantitative sur la richesse en alcaloides de ces

explants n’a pu étre réalisée.

Comme lors des analyses des alcaloides totaux par CLHP en phase inverse, la
séparation de ces produits par CLHP semi-préparative semble dépendre a la fois des phases
mobiles et stationnaires. Seule I'utilisation d’une phase stationnaire plus hydrophile, type
colonne Lichrosorb R-P 18, a permis de bien séparer les différents constituants de I’extrait.
Par ailleurs, la teneur de la phase mobile en solvant organique s’est avérée primordiale pour
une meilleure séparation des produits. En effet, comme lors des analyses, la séparation des
alcaloides par CLHP semi-préparative était plus efficace en utilisant 13 % d’acétonitrile. Ces
conditions de séparation sont tres proches de celles employées par Fliniaux (1991). Par contre,
elles sont compleétement différentes de celles employées par Planck et Wagner (1986) qui, eux

utilisaient une phase mobile contenant 40 % de solvant organique.

Contrairement a Ayer ef al. (1989) qui ont purifié les alcaloides de Huperzia selago
par CCM préparative en employant un éluant composé de chloroforme / méthanol (50/50,
v/v), nos alcaloides n’ont montré aucune sensibilité en présence de ce solvant. Par contre, en

employant le solvant constitué par méthanol / eau / ammoniaque 27 % (90/7/3, v/v), huit spots



Discussion 103

d’alcaloides ont pu étre révélés avec le réactif de Dragendorff, tous bien isolés les uns des
autres. Ce dernier point est primordial pour toute opération visant une identification ultérieure
des molécules séparées.

L’objectif souhaité aprés la séparation par I’une ou I’autre méthode, est I’identification
de chaque molécule isolée. Cette identification est généralement réalisée par Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN), par Spectrométrie de Masse (SM) ou par les deux a la fois.
L’identification d'une nouvelle molécule par RMN nécessite au minimum une quantité pure
de 10 mg de cette molécule, ce qui correspond a plus de 3000 g de matiére fraiche de L.
inundata. Vu la petite taille des plants a I'dge adulte et la vitesse de croissance de cette espece,
une pareille quantité en matiére fraiche n'a pu étre réunie durant la période de ce travail.
Néanmoins, un essai d’identification par RMN de deux molécules isolées a partir des cals et
des vitroplants a été effectué. Cet essai d’identification, nous a révélé que I’une des deux
substances n’était pas pure, par contre, la seconde qui était plus ou moins pure, constituerait
une molécule aromatique dont I’identification exacte nécessite la réalisation d’autres spectres

RMN et des analyses par Spectrométrie de Masse.

La comparaison des chromatogrammes CLHP a révélé que les cals et les vitroplants de
L. inundata semblent contenir les quatre alcaloides que cette espéce contenait a 1’état naturel.
Faute de quantité suffisante en plantes récoltées dans la nature, cette comparaison n’a pu étre
confirmée. De plus, les cals et les vitroplants chez L. inundata contiennent au moins quatre
alcaloides supplémentaires. Cela signifie que le passage par la culture in vifro n’a pas fait
disparaitre la synthése de ces métabolites secondaires ; mais, au contraire a généré une
synthése de nouveaux alcaloides. Cette synthése semble étre parfaitement stable, puisque
I'ensemble de ces produits a été détecté a la fois dans les cals aprés plusieurs repiquages
successifs et dans les vitroplants obtenus soit a partir des cals soit directement a partir des
apex. Ces données sont d'une grande importance pour une production accrue de ces
alcaloides. Néanmoins, pour une application exclusivement pharmaceutique, ce sont les cals
qui présentent les meilleurs avantages puisque l'obtention de vitroplants nécessite non
seulement quatre fois plus de temps que les cals, mais aussi 3 repiquages successifs sur 3
milieux différents. Par ailleurs, la masse de cal obtenue peut étre augmenté en cultivant ces
derniers sur un milieu liquide.

Un modele d’embryogenése somatique procure la possibilité d’effectuer des études sur
les processus régulant les modalités de la différenciation chez les plantes, mais aussi conduit a
la production génétiquement homogene de matériel végétal (Niemi et al., 1998). Le modéle
d’embryogenese somatique indirecte qui vient d’étre présenté ici chez L. inundata est d’autant
plus intéressant qu’il laisse entrevoir la possibilité d’étudier la production quantitative et
qualitative des alcaloides au cours de ce phénomene trés particulier. De telles études ont été

entreprises chez deux génotypes de Papaver somniferum dans le cadre de la recherche
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d’alcaloides morphiniques. Ainsi, sans phénoméne de différenciation, aucun alcaloide
morphinique n’est détecté. Par contre, lorsque I’embryogenése ou la rhizogenése est initiée,
une synthése d’alcaloide est observé (Laurain-Mattar et al., 1999) . De telles remarques ont
aussi été faites lors de la comparaison de 1’induction de cal, de I’embryogenese somatique ou
du phénoméne de différenciation chez Narcissus confusus (Selles et al., 1999). Ils ont
souligné la différence qualitative des alcaloides entre le cal embryogene ayant des embryoides
globulaires et le cal constitué de cellules de type méristématique. De plus, il semble que les
embryons accumulent de tels métabolites secondaires des le stade globulaire. Enfin, le taux
d’alcaloides est sensiblement égal entre le bourgeons initiés et les embryons. Ces résultats
laissent suggérer que la régulation des genes spécifiques liés a la biosynthése de ces alcaloides
pourraient étre sous le contrdle de programme de développement (Laurain-Mattar ef al., 1999;
Selles et al., 1999). A la différence de ces auteurs, nous ne pouvons pas juger I’aspect
quantitatif des alcaloides présents dans les différents matériels testés chez L. inundata (plantes
sauvages, plantes issues d'in vitro, cal en phase de propagation). Par contre, nous avons
montré qu’il y avait un nombre identique d’ alcaloides présents dans les cals constitués des
cellules considérées comme méristématiques et dans les plantules issues d 'in vitro, mais ce
nombre est moindre dans les plantes sauvages.

Par ailleurs, il a été montré que des alcaloides différents se trouvaient dans les
embryons somatiques de Papaver d’une part, et les cultures tissulaires issues d’hypocotyle, de
racines ou de cotylédons d’autre part (Laurain-Mattar et al., 1999). Ce type d’analyse pourrait
nous apporter de nombreuses informations chez la Lycopodielle puisque nous possédons un

matériel ol une organogenese, une callogenese et une embryogenése peuvent étre initiées.

En conclusion, ce travail de recherche a permis de mettre en évidence la présence de
plusieurs alcaloides a la fois dans les cals et dans les vitroplants de Lycopodiella inundata. 1l a
également permis de faire le point sur des procédés de purification, d'analyse et de séparation
de ces alcaloides. Ces résultats préliminaires sont d'un grand intérét a la fois conservatoire et
économique. En effet, la production de ces alcaloides par culture in vitro stopperait la récolte
sauvage dans la nature de ces plantes hautement menacées de disparition a la fois en France et
dans le reste de 'Europe. Ceci permettrait, d'une part de préserver ces plantes dans la nature,

et d'autre part de fournir a I'industrie pharmaceutique les alcaloides dont elle a besoin.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce travail a permis d'obtenir des plants in vitro via un bourgeonnement direct a partir des
apex de L. inundata. Ce mode de multiplication permet d'avoir des plantes conformes a celles
d'origine. Malheureusement, la disparition de 1’unique pied de L. inundata de la réserve
nationale de Versigny au cours du développement de notre programme de recherche, ne nous
a pas permis de mettre en application le protocole de multiplication in vitro. Néanmoins, ce
protocole sera trés utile pour répondre immédiatement a toute situation identique se
produisant par ailleurs. A ce propos, des essais sur Lycopodium annotinum et sur Huperzia
selago ont donné des résultats intéressants, notamment en ce qui concerne la rapidité de la

réponse a la mise en culture.

Par ailleurs, ce travail nous a permis d'établir pour la premiére fois une embryogenese
somatique indirecte a partir des cals de cette espece. Ceci constitue une premiére chez les
Lycopodiales pour lesquelles trés peu d'informations sont connues notamment en ce qui
concerne I’embryogenése zygotique. Ce manque d'informations pourrait étre comblé par une
¢tude détaillée de I'embryogenese somatique in vitro. En plus, une comparaison de marqueurs
morphologiques et moléculaires pourra étre effectuée entre l'embryogenése chez les
Lycopodes d'une part, et les Gymnospermes et les Angiospermes d'autre part. De telles
comparaisons permettraient de compléter les données concernant le phénoméne de

I’embryogenése somatique chez les végétaux.

Enfin, la présence d'alcaloides dans les cals et dans les plants obtenus in vitro chez L.
inundata pourra non seulement répondre a l'attente de développement industriel potentiel mais
aussi épargner ces plantes de la destruction massive qu'elles subissent a cause de leur
propriétés médicinales. Pour répondre a ces objectifs, il faudrait partir des processus
d’extraction et de purification qui ont été mis au point dans ce travail ; puis, optimiser la
méthode de séparation des fractions contenues dans les alcaloides totaux des cals et des
vitroplants. L’identification de molécules identiques ou proches a I’huperzine A devrait nous
laisser envisager la réalisation de tests pharmacologiques pour le traitement des maladies liées
a la perte de la mémoire. De tels tests, nécessiterait une voire plusieurs collaborations avec

des équipes de recherches travaillant sur ces thématiques.
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dF: cal

cen th&L

basal

Quelques formes caractéristiques de 'embryogenése chez les Spermaphytes. 1, 2, 3 et 4, d'aprés Paré

(1972). 5, 6 et 7, d'apres West et Harada (1993).

1. Cellule-ceuf (zygote).

2. Premiére division de l'ceuf : apparition des cellules apicales (¢ a) et basale (¢ b).

3. ¢ a et ¢ b se divisent selon deux directions orthogonales. Le plan dans lequel se divise ¢ a sera celui
dans lequel se différencieront les deux cotylédons ; dés ce moment, la polarité du futur embryon est
définie.

4, L'embryon proprement dit résultera du développement de la "téte embryonnaire” issue de ¢ a et de la
cellule h qui, elle, est issue de ¢ b. Les autres cellules issues de ¢ b donneront le suspenser (qui ne
fait pas partie intégrante de 'embryon). ,

5. Embryon au stade globulaire. Les cellules de I'hypophyse (h) se sont divisées longitudinalement. Les
cellules a I'intérieur de I'embryon se sont divisées a la fois longitudinalement et transversalement.

6. Embryon au stade cceur. Les lobes cotylédonnaires continuent & s'allonger. La ligne O' est encore
visible.

7. Embryon au stade cotylédonnaire. L'organisation morphologique de l'embryon est montrée : le
domaine apical comprend les cotylédons (c), I'apex (ap) et "the upper axis". Le domaine central
comprend I'axe (ax). Le domaine basal comprend I'apex racinaire (a r). Le développement des tissus
vasculaires commence juste au dessous de 1a ligne O".
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Fig. 22. Analyse comparée de ’embry

ogenése somatique de Lycopodiella inundata et I’embryogengése zygotique chez trois Lycopodes : Hi ; SCE T .

A. Embryon zygotique de Huperzia selago au stade 3 cellules (€M), d°aprés Brachmann (1910). -yeop : Huperzia selago, Lycopodtella inundata et Lycopodium cernum.

B. . T . . y . . R \ '
Embryon zygotique de Lycopodium cernum : coupe légérement axile d'un embryon (e) encore enveloppé dans les cellules du prothalle (G.= diam x 300), d’aprés Treub ( 1884).

C. Embryon zygotique de Lycopodiella inundaia : embryon {¢) & un stade plus avance mais toujours attaché au prothalle qui commence & rétrécir (G. x 15.4), d'aprés Goebel (1887).
D et E. Embryon zygotique de Lycopodium cernum . D, embryon au stade feuille embryonnaire encore attaché .

de 1a feuille embryonnaire (f €) ; E, embryon au stade "plantule”, d’aprés Treub (1884),

1-6. Embrvon somatique de Lycopodiella inundata : 1, stade 2 cellules

: gu prothalle grice au pied (p). Un méristéme apical (m ap) se forme 2 la base
6, stade feuille embryonnaire (e f €).

(eII) . 2, stade 3 cellules (eIlIl) ; 3, stade cylindre (e ¢) ; 4, stade pyramidal (e pd) h; 5, stade début feuille (e d f) ;
7. Plantule (pl) de Lycopodiella inundata. Dessins réalisés par Atmane-Bruschetti F. , -

an, anthéridie ; ar, archégone ; ¢ a, cellule apicale ; cl, cal; g a, grains d’amidon; mi, mitose ; mu, mucilage ; p a, poils absorbants ; pr, prothalle ; pt, prothoderme ; t e, tubercule
embryonnaire ; v, vacuole. : '
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METHODE HISTOLOGIQUE

1. Fixation

La fixation consiste a tuer les cellules sans altérer sensiblement leur structure. Cela peut
étre obtenu par ’utilisation d’agents chimiques ou par congélation trés rapide du matériel a
étudier. Pour ce qui nous concerne nous avons opté pour ’emploie d’agent chimique composé
de : formaldéhyde 37 % (6.5 mL), acide acétique glacial 100 % (3.5 mL), éthanol 50 % (100
mL). Cette solution fixatrice a pour effet de coaguler trés finement le protoplasme sans le
détruire et créer d’artefacts, c’est a dire en le conservant dans un état aussi voisin que possible
de I’état vivant.

2. Déshydratation, imprégnation et inclusion

Aprés fixation, les échantillons sont déshydraté par passages progressifs dans de 1’éthanol
de degrés de plus en plus élevés : 50 %, 70 %, 90 % et 100 %. Chaque bain dure 30 min.

Aprés déshydratation, chaque explants est imprégné sous vide pendant 18 h par un
meélange de résine JB-4, 100 mL de la solution a JB-4 + 0.9 g du catalyseur C.

L’étape suivante constitue I'inclusion des échantillons. Cette opération consiste a placer
les explants a I’intérieur des moules qui contiennent en plus une solution de résine qui se
polymérise et devient dure a température ambiante. L’objet ainsi inclus est prét pour la
réalisation de coupes d’une épaisseur de 1 a plusieurs um (3 pm pour notre cas) a ’aide d’un

ultramicrotome. Les coupes sont ensuite traitées par différents colorants.

METHODES CYTOCHIMIQUES

Aprés une fixation appropriée, une inclusion et la confection des coupes, ces derniéres

seront colorées par différents réactifs pour mettre en évidence tel ou tel constituant cellulaire.

1. Coloration au réactif de Schiff

Cette coloration est souvent désignée sous le nom de «réaction de PAS». A la
température ordinaire, ’acide périodique attaque, en les oxydants, les groupements glycols du
polysaccharide avec libération de groupements aldéhydiques. Ces groupements, ainsi libérés, se
colorent par le réactif de Shiff (fuchsine basique). Avec le microscope photonique, les
polysaccharides se colorent en rouge violacé.
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2. Coloration au Naphtol Blue Black

Ce produit colore spécifiquement les protéines des cellules en bleu noir. Ces protéines
peuvent étre solubles ou insolubles. Pour cette réaction, les coupes sont placées dans le
Naphtol Blue Black (1 % p/v dans I’acide acétique 7 % v/v) a 50 °C pendant 5 min puis la
coloration est régressée par I’acide acétique a 7 % (v/v).

Parfois, on peut colorer a la fois les polysaccharides et les protéines, on parle alors de
double coloration. Ainsi, on traite tout d’abord les coupes avec le réactif de Schiff, puis avec le
Naphtol Blue Black.




