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Préface

La multiplication végétative et les biotechnologies végétales constituent aujourd’hui
des domaines fondamentaux des sciences agronomiques, biologiques et
biotechnologiques. Elles offrent des outils performants pour la conservation,
I’amélioration et la production a grande échelle des ressources végétales d’intérét
agricole, horticole, forestier et industriel.

La multiplication végétative repose sur la remarquable capacité des cellules végétales
a se différencier, se dédifférencier et régénérer de nouveaux organes ou individus
complets. Cette propriété est étroitement liée a 1’activité des méristeémes, véritables
centres de croissance des plantes, qui assurent le renouvellement cellulaire et le
développement des différents organes végétaux. Les techniques traditionnelles telles
que le bouturage, le marcottage et le greffage ont été utilisées depuis des si¢cles pour
reproduire fidélement les caractéristiques génétiques des plantes sélectionnées.

Parall¢lement, les progrés de la biologie végétale ont permis le développement de
méthodes modernes de multiplication in vitro fondées sur la culture de tissus,
I’organogeneése et I’embryogenése somatique. Ces techniques offrent la possibilité de
produire rapidement un grand nombre de plants sains, homogenes et exempts de
pathogenes, tout en contribuant a la conservation des ressources génétiques
végétales.

La compréhension des mécanismes de reproduction sexuée et asexuée constitue
¢galement une base essentielle pour appréhender les stratégies de propagation des
plantes et leurs applications en amélioration génétique. Dans ce contexte, 1’étude de
I’apomixie représente une approche particulierement intéressante en raison de son
potentiel pour la fixation des caractéres génétiques d’intérét.

Enfin, I’émergence des biotechnologies modernes et de la transgénese végétale a
profondément transformé les possibilités d’amélioration des plantes. Les techniques
de transfert de génes permettent aujourd’hui 1’introduction de caractéres spécifiques
tels que la résistance aux maladies, la tolérance aux stress environnementaux ou
I’amélioration de la qualité des productions végétales.

Cet ouvrage a pour objectif de présenter de maniere progressive les fondements
biologiques de la multiplication végétative, les principales techniques de propagation
naturelle et artificielle, les méthodes de culture in vitro ainsi que les applications des
biotechnologies végétales et de la transgénése. Il s’adresse principalement aux
¢tudiants en biotechnologie, biologie végétale, agronomie et disciplines connexes,
tout en constituant une référence utile pour les enseignants, chercheurs et
professionnels du secteur agricole.

La maitrise de ces connaissances permettra au lecteur de mieux comprendre les
mécanismes de développement des plantes et les technologies modernes mises au
service de leur amélioration et de leur valorisation.
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Chapitre I : Bases de la multiplication végétative

1. Introduction

L’aptitude a la multiplication végétative peut étre considérée comme une potentialité
fondamentale des végétaux. En principe, toute cellule diploide posséde dans son noyau la
totalité de I’information caractéristique du génotype. La reconstitution d’un individu par voie
asexuée a partir d’une cellule ou d’un petit nombre de cellules est expression de la totipotence

cellulaire.

Au cours du développement de I’embryon, puis de la plante, les cellules provenant des
divisions successives se différencient en se spécialisant. Les cellules des organes adultes,
voire sénescents, cessent de se diviser. Mais chez les végétaux supérieurs, il persiste toujours

des méristémes, sites d’édification des tissus (histogenese) ou des organes (organogenese).
2. Différenciation et dédifférenciation
2.1. Différenciation cellulaire

Les cellules d’un organisme proviennent toutes d’une méme cellule-ceuf ou zygote. Au
cours de I’ontogenése la mise en place des différents tissus implique la différenciation des

cellules.

Cette différenciation fait apparaitre une diversité qui se situe a plusieurs niveaux : niveau
cytologique des structures et infrastructures cellulaires, niveau biochimique, niveau

physiologique du fonctionnement.

A partir des cellules méristématiques, la différenciation va généralement avec un
accroissement du volume cellulaire, une diminution rapport nucléo-plasmique, un
développement important du vacuome, la modification (ou différentiation) des constituants
cellulaires. Cette différentiation structurale constitue une adaptation physiologique a des

fonctions définies : conduction, photosynthése, accumulation de réserve...
2.2. Dédifférenciation cellulaire

A D’inverse, des tissus déja différenciés peuvent se dédifférencier ¢’est-a- dire recouvrer les

caractéristiques cytologiques et les potentialités des cellules embryonnaires.
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Le devenir de la cellule dépend de la pression du milieu. Si le milieu change les cellules

peuvent se dédifférencier. Exemples :

e Une cellule chlorophyllienne placée a 1’obscurité redevient indifférenciée et ses

chloroplastes redeviennent des protoplastes.

e Si un vaisseau est détruit, la seéve ne circule plus (changement d’environnement) les
cellules restantes se dédifférencient et redeviennent totipotentes puis se redifférencient

pour reformer le vaisseau.
Ceci prouve que la répression du systéme génétique n’est pas irréversible.

La dédifférenciation cellulaire : lorsque les grandes cellules différenciées (dans les
feuilles, tiges, pétales,...) perdre leurs vacuoles, leur noyau se diviser activement, et de
nombreuses et tres petites cellules méristématiques apparaitre. Une cellule dédifférenciée peut

alors évoluer dans toutes sortes de directions (figure 1).

dédifférenciation——

— différenciation

Figure 1 : Différenciation et dédifférenciation.

Les cellules dédifférenciées reprennent les caractéristiques des cellules indifférenciées : noyau
important, gros nucléole, pas de vacuole ou vacuole fragmentée, paroi trés mince adaptée aux

divisions.

Elles ressemblent a des cellules méristématiques, a partir desquelles on peut reconstituer
un individu entier... Cette capacité de dédifférenciation des cellules végétales, associée a la
facult¢ de croissance indéfinie, permet : la reproduction asexuée ou multiplication

végétative.
3. Meéristemes

Au cours de I'embryogenése chez les plantes, une structure simplifiée est mise en place,

qui comprend deux populations de «cellules souches », le méristtme caulinaire et le
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méristéme racinaire. Ces cellules-souches indifférenciés appelés méristemes se multiplient

activement.

Toutes les structures post-embryonnaires des végétaux dérivent de l’activité de ces
méristemes, qui sont donc des groupes de cellules peu spécialisées, peu différenciées, qui se

divisent et dont les cellules dérivées €élaborent les organes et les tissus.

Grace aux méristémes, la plante posséde en permanence un état embryonnaire (tout au
moins jusqu'a la transition florale pour le méristéme caulinaire) ce qui justifie 1'étude de son
développement au travers de son ontogenese (histoire du développement de l'individu a partir

du germe).

A la fin de lI'embryogenése, la plantule posséde l'organisation de base de la plante :
méristéme racinaire et méristéme caulinaire en continuité, €bauches foliaires. L'appareil
aérien de la plante se développe par addition de nouvelles unités, selon un mode itératif. Au
niveau de la tige, chaque unité est constituée d'un nceud comprenant une feuille et son

bourgeon axillaire, ainsi que 1'entre-nceud correspondant (Figure 2).

Figure 2 : Architecture aérienne schématique de la plante.

N : nceud - EN : entre-neeud - F : feuille - A : bourgeon axillaire.

Ce développement itératif permet une importante amplification du nombre de

méristémes disponibles et la possibilit¢é de reconstituer tout ou partie de portions
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endommagées, faculté particulierement importante pour un organisme fixé, qui ne peut gucre

s'échapper face aux contraintes environnementales biotiques et abiotiques.
3.1. Définition d’un méristéme

Le terme de méristeme, du grec meristo, «partager », au sens large, définit un ensemble
de cellules indifférenciées et qui conservent la possibilité de se diviser. Un méristéme est un
territoire localisé du végétal au niveau duquel s’effectue la prolifération des cellules. On peut
considérer les méristétmes comme des tissus formés de cellules restant jeunes indéfiniment,

conservant la capacité a se diviser longtemps apres la fin de I’embryogencése.
3.2. Différents types de méristémes

Les méristémes se présentent sous différentes formes, en différents lieux de la plante et
ont des fonctions variées. On distingue sur le plan fonctionnel les méristetmes végétatifs,
impliqués dans la genése des organes dits végétatifs (tige, feuilles, racines) et les méristémes

reproducteurs, impliqués dans la genése de la fleur.

Dans le cas des méristemes végétatifs, on distingue, en se basant sur leur localisation,
leur mode de fonctionnement et leur implication dans le développement du végétal, des

méristémes primaires et secondaires.

Les méristétmes primaires sont situés a I’apex des racines et dans les bourgeons
apicaux a D’extrémité des tiges et des rameaux (méristémes apicaux), dans les bourgeons
axillaires a 1’aisselle des feuilles (méristémes axillaires), et dans les entre-nceuds (méristémes

intercalaires).

Au sein d’un méristéme primaire, les divisions cellulaires se font dans différents plans
d’orientation, d’ou un massif plus ou moins volumineux. Les cellules qui en dérivent
s’allongent et se différencient. Les méristemes primaires sont donc a la fois histogénes et
organogenes ; ils induisent un type de structure que 1’on nomme structure primaire (de la

racine ou de la tige), et assurent la croissance en longueur des organes.

% Sur le plan structural, dans le cas ou la fleur ou I’inflorescence est terminale, le
méristéme apical passe de 1’état reproducteur. Dans les autres cas, les méristémes floraux

se forment directement a 1’aisselle des feuilles, a partir de bourgeons axillaires (Figure 3).
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situes a J"apex ﬁes racines, gu'il s'agisse de la racine principale

o bien des racines secondaires

Figure 3 : Emplacements des divers types de méristémes primaires sur une plante de haricot.

% Les méristtmes secondaires, coaxiaux avec les organes, sont le siége de

*

la formation de cylindres longitudinaux. Le

cloisonnements tangentiels, d’ou
fonctionnement des meéristémes secondaires, uniquement histogénes, modifie donc les

structures primaires qui deviennent ainsi des structures secondaires (Figure 4).
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phloéme 11

xyléme Il
péricycle
endoderme

phloéme |

xyléme |

cambium vasculaire
(assise libéro-ligneuse)

Figure 4 : Coupe transversale de racine : méristemes secondaires.

Le cambium et la zone subéro-phellodermique sont deux zones génératrices dont les
cellules se divisent essentiellement selon une direction radiale. Au niveau des faces interne et
externe de ces zones sont produits et se différencient les structures secondaires de 1’organe
végétal considéré : dans le cas présent, il a production de liege par 1’assise subéro-
phellodermique, de phloéme secondaire au niveau de la face externe du cambium et de

xyléme secondaire au niveau de la face interne du cambium.
3.3. Fonctionnements des méristémes

La croissance primaire résulte de l'activité de méristémes situés a l'extrémité des axes
et produit typiquement une croissance en /ongueur. Les cellules des méristémes primaires se
divisent activement et présentent des caracteres cytologiques particuliers : petite taille, rapport
nucléocytoplasmique élevé, nucléoles de grande taille, organites peu structurés, vacuoles

réduites, densité en ribosomes élevée et parois minces.

La croissance secondaire, qui permet l'épaississement des organes et est importante
chez les especes ligneuses, résulte de l'activité des cambiums dont les cellules, fortement

vacuolisées, se divisent de maniere péricline et se différencient directement en tissus.
4. Meéristémes primaires

On reconnait deux principaux types de méristémes primaires : le méristéme racinaire et

le méristéme caulinaire.

Deux différences essentielles caractérisent ces deux types de méristémes :
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> Selon le role

% Le méristétme caulinaire a un double rdle histogéne (tissus conducteurs, ...) et

organogene (bourgeons, feuilles, ...)
+» Contrairement au méristéme racinaire qui n'a qu'un role histogene ;
» Selon la différenciation

% Le méristéme caulinaire de lI'embryon met en place directement des méristémes
caulinaires axillaires (qui font partie du développement programmé de la plante) ; dans ce
cas, il n'y a pas de dédifférenciation. Il existe également des méristemes adventifs qui
peuvent apparaitre secondairement mais pas a un endroit habituel. Ils se forment alors par
dédifférenciation de cellules différenciées (exemple des racines adventives apparaissant

lors du bouturage).

R/

« Concernant les racines, les ramifications apparaissent lorsque la différenciation est
déja terminée. Pour donner une racine secondaire, il se forme donc obligatoirement un

nouveau méristéme par dédifférenciation des cellules, généralement provenant du péricycle

(Figure 5).

r = LA | ar ™
Parenchyme cortical

Endoderme -
Pericycle

Cylindre —p
central

Figure 5 : Coupe transversale d'une racine d'Iris. Le péricycle est l'assise cellulaire la plus
externe du cylindre central ou stéle.
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4.1. Méristéme racinaire

Le méristéme apical de racine est lui aussi formé durant I'embryogenése. 1l élabore les
tissus de la racine et la coiffe : il est uniquement histogéne. Il ne produit pas d'organes
latéraux et n'est donc pas organogene. Les racines latérales se forment de maniére endogeéne a
quelque distance de l'apex. Leur méristeme se différencie a partir du péricycle (assise

cellulaire la plus externe, située entre 1'écorce et la stéle ou partie centrale conductrice de la

racine).

Le péricycle (Figure 6 et 7) initie les ramifications de la racine. La structure et le
fonctionnement des ramifications sont identiques a celui du méristéme apical de la racine.

L'ensemble des méristemes racinaires édifie les organes souterrains de la plante constituant le

systéme racinaire.

N.B. : Il existe des exceptions car il y a des racines aériennes et il y a des tiges souterraines.

Stéle
{
H Primsondinam »
3 - . {
’l Jie racine latérale ] - Péricycie
f T Celubes cortdcaes
i
, 3 —— raxine latérabe émergeantce
]
H J
| » I Ll
e Epiderme lZore de manuration i NHRHE |
1
W .r ~ Poil absorant
Cortex ¢ .
‘ 0
[Zame d'dongastion

‘I

Eone méristematique ‘;

Cellules initiales
Caiffe

Coiffe

Figure 6 : Pointe de racine. Figure 7 : Structure de la racine.

4.2. Méristéme caulinaire

Le méristeme caulinaire produit la majorité des organes aériens : feuilles, entre-nceuds
(qui constituent la tige) ainsi que les méristémes axillaires situés a l'aisselle des feuilles. Il
¢difie également les structures reproductrices : inflorescence et/ou fleur. Il posséde donc de

grandes capacités organogenes et histogénes.
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4.3. Role et fonctionnement du méristéme caulinaire

Le fonctionnement du méristéme caulinaire est varié. Initialement, il est toujours
végétatif, puis éventuellement il devient inflorescentiel et enfin floral. La croissance devient

alors déterminée avec la perte du caractére embryogene.

Le méristéme peut donc étre détermine, produisant un organe qui termine la croissance
de l'axe qu'il construit (fleur terminale, vrille, épine, etc). Il peut étre indéterminé produisant
continuellement, dans ce cas, des organes latéraux (feuilles, branches, écailles, etc). Son
fonctionnement peut changer en cours de développement : il peut se transformer en méristéme

inflorescentiel indéterminé ou en méristéme de fleur déterminé.

e Selon leur position, on distingue différents types de méristémes caulinaires :

le méristéme caulinaire apical est form¢é au cours de I'embryogenése.

e Les méristemes axillaires se forment a I’aisselle d'une feuille et sont une reproduction
fidéle du méristeme caulinaire apical tant pour ce qui est de sa forme que de son
fonctionnement ; ils ne peuvent donc en étre distingués. Leur fonctionnement et
développement peuvent toutefois €tre inhibés par le méristétme caulinaire apical

(dominance apicale).

e Des méristémes adventifs peuvent apparaitre de novo au sein de tissus différenciés.
Lorsqu'ils ont acquis la structure d'un méristéme caulinaire, leur fonctionnement est

identique a celui du méristeme caulinaire apical.
4.4. Différentiation du méristeme caulinaire

Bien que de formes et de tailles trés différentes, les méristéemes caulinaires présentent
peu de diversité quant a leur structure interne. Leur organisation peut étre décrite comme étant

la superposition de 2 patrons : 1'un en couches cellulaires ; 1'autre en zones.

a) Le méristéme caulinaire apical est stratifié en couches cellulaires superposées reconnues
des 1868 par Hanstein. La couche épidermique L1, constituée d'une unique assise cellulaire,
recouvre des couches cellulaires internes distinctes L2 et L3 qui peuvent chacune comprendre

plus d'une assise cellulaire (Figure 8).
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Primordium foliaire

Couche épidermique L1
Méristéme caulinaire

Couches cellulaires internes L2 et L3

Zone pénL;hérique / \\

\ Zone périphérique
Zone centrale Y Py

Tissus midullaires

Figure 8 : Structure du méristéme caulinaire.

b) Dans les années 20, Schmidt distingue 2 ensembles dans les méristémes caulinaires en se

basant sur l'orientation des plans de division :

e La tunica comprenant une ou plusieurs assises superficielles dans lesquelles les
cellules se divisent quasi exclusivement dans le sens anticline (perpendiculaire a la

surface).

e Le corpus sous-jacent qui est constitu¢ de cellules se divisant dans toutes les

directions.

La tunica assurerait donc la croissance en surface, le corpus par contre contribuerait a
l'accroissement en volume du méristéme. Généralement, les dicotylédones ont une tunica
bisériée (L1 et L2) alors que le plus souvent, mais pas systématiquement, elle est unisériée

chez les monocotylédones.

L’utilisation de plantes chimériques a montré que 1’organisation en couches est
maintenue dans la tige et dans les organes bien qu'il y ait invasion relativement fréquente de
cellules d'une couche dans une autre couche cellulaire. En général, L1 produit 1'épiderme

tandis que L2 et L3 contribuent a la mise en place des tissus internes de la tige et des feuilles.

10
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¢) Dans les années 50, les études de Buvat et de Nougaréde ont conduit a la reconnaissance de
trois zones au niveau du méristéme apical (Figure 9). Ces zones sont définies d'aprés des
critéres cytologiques : dimension cellulaire, densité des constituants, fréquence des divisions,

vacuolisation, etc.

1 - zone centrale
2 - zone périphérique
3 - méristeme médullaire

4 - tissus médullaires (issus du méristéme médullaire)

Figure 9 : Organisation en zones d'un méristéme apical.

v" La zone centrale (ZC) comprend des cellules assez vacuolisées, pauvres en ARN et
protéines, dont les noyaux ont de petits nucléoles. Ces cellules se divisent relativement

rarement.

v' La zone périphérique (ZP), de forme plus ou moins annulaire, entoure la ZC. Les
cellules y sont de taille plus petite qu'en ZC. Elles sont plus riches en ARN et protéines. Le
cytoplasme y est dense et les vacuoles treés petites. Les noyaux occupent presque tout le
volume cellulaire et les nucléoles sont de grande taille. Cette zone est le siege d'une activité

mitotique importante et de syntheses actives d'ADN.

v' Le méristtme médullaire (MM), situé sous les deux autres zones, est constitué de
cellules qui, en section longitudinale, apparaissent aplaties. Elles sont trés vacuolisées et
contiennent des grains d'amidon relativement gros. Elles se divisent presque exclusivement
de fagon péricline. L'activité mitotique y est plus réduite. Cette zone, qui ressemble a un
cambium, est plus active et plus développée chez les especes caulescentes que chez les

especes en rosette.

Les différences d'activit¢ mitotique dans les différentes zones sont le reflet de

différences dans la durée du cycle cellulaire et de ses différentes phases, en particulier de G1.

11
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Chapitre II : Multiplication végétative spontanée
1. Introduction

La multiplication végétative spontanée est observable dans la nature sur un assez grand
nombre d’especes et la sélection naturelle a abouti a une grande diversité de mécanismes

physiologiques et de structures anatomiques adaptées a ce mode de propagation.

Les organes qui assurent la multiplication peuvent étre des bourgeons ou des rameaux
normaux n’ayant subi aucune modification anatomique. Mais dans de nombreux exemples, il

s’agit d’organes modifiés et adaptés : bulbes et bulbilles, stolons, drageons, cormus...
2. Multiplication végétative naturelle

Les bulbes et bulbilles représentent une forme de multiplication adoptée par de
nombreuses Liliacées. Le tubercule de la pomme de terre est un exemple de rhizome tubérisé
participant a la multiplication des individus. Le stolon du fraisier qui est une tige a croissance
plagiotrope, c'est-a-dire parall¢le au sol, et qui différencie de loin en loin des bourgeons a
’origine de nouveaux individus. On cite également les drageons des peupliers et autres arbres,

qui se différencient a partir des racines (Figure 10).

Bulbilles
® ® ©
Structure du bulbe d'Ail cultiveé (Allium sativum).

A) Bulbe dont les tuniques externes ont été partielle-
ment enlevées pour faire apparaitre une série de bul-
billes. B) Section transversale montrant les nombreux
bourgeons collatéraux ayant formé des bulbilles a
l'aisselle de chaque tunique. C) Coupe longitudinale
d'une bulbille : sous la tunique protectrice, Tp, une seule
tunique charnue, Tc, entoure le bourgeon, b, porté par la

Tubercules de Pomme de Terre
(Solanum tuberosum).

tige-plateau, p. A) Partie souterraine d'un pied de Pomme de

terre montrant l'ancien tubercule, at, et les sto-
lons, s, en cours de tubérisation a leur extre-
mité. e, écailles ; ra, racine adventive ; ta, tige
Nouveau aérienne. B) Vue d'ensemble d'un tubercule
,,, Stolon montrant le bourgeon terminal, bt, et a l'opposé

le reste de stolon non tubérisé, s. A la surface
Bourgeon du tubercule, les bourrelets correspondent aux
b cicatrices, c, d'écailles disparues lors de la tubé-

Bourgeon
enraciné

risation. A l'aisselle de chaque bourrelet, on
observe un « ceil », qui est un bourgeon axillaire
adventives capable de régénérer une nouvelle tige.

Feuille
réduite

Stolons du fraisier (Fragaria vesca)

Figure 10 : Multiplication végétative spontanée.

12
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3. Multiplication végétative artificielle : les techniques traditionnelles
3.1. Bouturage

Il consiste a mettre en terre un fragment de plante dépourvu de racines, la bouture,
capable de régénérer une plante entiere par formation de racines adventives. Cette capacité a

former des organes adventifs tient aux propriétés fondamentales :

+ La totipotence : chaque cellule végétale vivante différenciée posséde 1’information
nécessaire pour reconstituer toute toutes les parties d’une plante ;
+ La dédifférenciation : une cellule différenciée peut revenir a un état méristématique,
retrouver une activité mitotique intense et développer de nouveaux points de croissance.
Suivant les espéces, on peut bouturer des rameaux, des tiges, des feuilles et méme des
racines ; dans ces derniers cas, la régénération est liée a 1’enracinement et a la formation de
bourgeons adventifs. Le bouturage s’effectue en atmosphere humide sur terreau ou sur sable

pour maintenir vivante la bouture en I’absence des organes qui lui manquent.
3.1.1. Formation des racines adventives

Lors du bouturage, on observe deux types de comportement :

v' Une formation de novo : en réponse a la blessure provoquée lors du prélévement de la
bouture, une couche de cicatrisation subérifiée et un cal inorganisé, di a I’activité mitotique
intense des cellules vivantes sous-jacentes, sont formés. A proximité, des cellules voisines des
tissus conducteurs et du cambium se dédifférencient; elles se divisent activement et
s’organisent en primordiums racinaires, dont le développement aboutit a 1’émergence de
racines qui traversent les autres tissus. En méme temps, des connexions vasculaires
s’établissent entre ces racines adventives et les tissus de la bouture : 1’'unité physiologique de
la nouvelle plante est réalisée;

v Le développement d’initiales de racines préformées ou latentes, qui restent dormantes

sur les tiges jusqu’a ce que des fragments soient placés en conditions favorables.
3.1.2. Néoformation de bourgeons

Les méristémes des bourgeons sont induits dans le cal qui se développe a la suite de la
fragmentation de la racine. Leur origine peut étre interne (dans la zone péricyclique) ou

externe (dans la zone corticale).

13
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A partir des feuilles (ou de leurs fragments) les bourgeons adventifs se développent
généralement sans prolifération de cal. Il est & souligner que les bourgeons apparaissent
seulement quand la feuille est détachée de la plante mére. La rupture des corrélations existant
dans les plantes mere entraine donc des remaniements physiologiques qui aboutissent a des
actions mitotiques et a la mise en place de programmes organogenes spécifiques. D’une

manicre générale, il s’établit une polarité dans le développement des ébauches :

% Pour les fragments de tiges et de racines, les bourgeons se forment a la face proximale
(dirigée vers le bourgeon de la plante mére) et les racines a 1’opposé ;
#+ Pour les feuilles, c’est seulement du c6té du pétiole qu’on observe les deux types de

néoformation.

Ceci est a relier au mouvement basipéte de 1’auxine et peut-&tre a 1’existence d’un
courant de conduction des régulateurs de croissance ou des produits du métabolisme. On a pu
démontrer expérimentalement que I’application d’auxines exogénes pouvait faire inverser la
polarité des organes néoformés d’une bouture. L’application d’hormones de croissance ou de
substances de synthese voisines, lors des bouturages, est d’ailleurs employée pour favoriser la

formation de racines dans les especes difficiles a bouturer.
3.2. Marcottage

C’est un type particulier de bouturage dans lequel la bouture reste reliée a la plante mére
jusqu’a la formation de ses propres racines. La diversité des techniques horticoles de

marcottage permet d’obtenir une propagation plus ou moins intense (Figurell).

Figure 11 : Deux exemples de marcottage.

A)Marcotte simple. B)Marcottage chinois : on obtient de nombreux plants a partir
des différents bourgeons axillaires d’un méme rameau.

14
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3.3. Greffage

C’est une pratique agronomique qui consiste a implanter, dans les tissus d’un végétale,
un bourgeon ou un fragment d’organe portant des bourgeons, détach¢ du méme individu ou
d’un autre, dans le but d’associer les qualités respectives des deux plantes I’une, le porte-
greffe ou sujet, fournit le systéme racinaire, et I’autre, le greffon ou scion, le systéme aérien la
soudure des tissus vivants mis en contact permet au greffon de continuer a vivre et a croitre en

faisant corps avec le sujet.

Le greffage concerne généralement des arbres ou des arbustes, plus rarement des plantes

‘es. Si . . 4 méme individu u .
herbacées. Si les partenaires appartiennent au méme individu, on parle d’autogreffe ; s’ils
proviennent d’individus différents d’une méme espece ou d’une méme variété, il s’agit d’une

homogreffe ; enfin, I’hétérogreffe réunit des végétaux d’especes ou de genres différents.
Cette technique est employée :

4+ Pour propager les appareils aériens d’espéces et de variétés agronomiquement

intéressantes.

4 Pour exploiter les avantages de certains systémes racinaires et remplacer des appareils
souterrains fragiles (le greffage des vignes frangaises sensibles au Phylloxéra sur des
cépages américains résistants a permis la reconstitution des vignobles francais en

1868) ;
+ Pour renouveler ou améliorer des vergers ;

4 Pour accélérer la maturité de production de jeunes plants sélectionnés qu’on greffe sur

des arbres plus agés et vigoureux ;

+ Pour obtenir des formes particuliéres de croissance (arbres pleureurs, arbres nains,

rosiers-tiges), etc.
Cependant la greffe a ses limites :

¢ En particulier, la longévité des partenaires est généralement réduite : une vigne greffée
vit 25 a 60 ans tandis qu’une vigne sur ces propres racines peut produire du raisin

pendant 200 ans ;

% La transmission des maladies virales, bactériennes ou cryptogamiques est favorisée ;

15
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% L’établissement d’une greffe nécessite des durées longues.
3.3.1. Techniques de greffage

v' Greffe par approche, au cours de laquelle les deux partenaires sont étroitement
accolés par une surface privée d’écorce et conservent leur propre systéme racinaire et

leur feuillage jusqu’a I’union compléte.

v Greffe par bourgeon ou rameau détaché, dans laquelle le greffon comprend un
segment de tige isolé portant selon les cas un ou plusieurs bourgeons associés a un
écusson d’écorce (greffe en écusson, Figure 12C). Si le porte-greffe est de méme
diametre que le greffon, on pratique la greffe anglaise (Figure 12A), mais s’il est de
diameétre supérieur, on réalise une greffe en fente (Figure 12B) ou encore une greffe
en couronne. La greffe peut étre faire directement sur I’appareil souterrain du porte-
greffe (greffe sur racine) ou s’opérer sur une simple bouture qui fournira par la suite le
systéme racinaire (greffe- bouture). On peut aussi faire des greffes de tissus cultivés

in vitro.

q

I

L
©

®

Figure 12 : Trois procédés de greffage.
A) Greffe anglaise simple. B) Greffe en fente. C) Greffe en écusson.

3.3.2. Conditions de réussite de la greffe

e Conditions extérieures concernent les facteurs de I’environnement. II faut
une température optimale et une humidité atmosphérique élevée pour éviter la dessiccation
des cellules néoformées ; I’apport d’oxygene est indispensable aux cellules en division rapide.

e Technique de greffage doit assurer un contact serré mais étendu entre les régions

cambiales des deux partenaires pour une cicatrisation et une régénération efficace. Elle doit
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aussi faire correspondre la polarité des partenaires : I’extrémité distale du greffon doit étre

insérée dans la partie proximale du porte-greffe.

e Caractéres intrinséques des partenaires concernent

4+ Leur état physiologique : le porte-greffe et le greffon doivent manifester une
activité de croissance de croissance qui permettre la production de régulateurs
hormonaux capables de stimuler le métabolisme cellulaire pour I’initiation des tissus

conducteurs et du cambium ;

+ Leur état sanitaire : les matériels infectés par des virus conduisent a des

échecs de greffe ou des baisses de vigueur des plantes résultants.

+ Le degré de parenté des partenaires, les autogreffes et les homogreffes
végétales sont aisées, mais les hétérogreffes donnent des résultats trés variables allant

de la compatibilité a I’'incompatibilité.
3.3.3. L’incompatibilité de greffe

C’est lors de la différenciation ultérieure d’éléments vasculaires et 1’activité cambiale
qui se produisent de fagon variable ou n’aboutissent pas et qui empéchent la connexion
vasculaire entre les deux partenaires. La production de composés phénoliques (subérification,
lignification) conduit dans tous les cas a la nécrose cellulaire ; celle-ci peut affecter le seul
greffon ou les deux partenaires. Sur cela on trouve trois types d’incompatibilité.

e L’incompatibilité localisée correspond aux combinaisons de génotypes dans
lesquelles les réactions de « rejet » dépendent du contact réel entre sujet et greffon. Dans ce
cas, l’insertion d’un sujet intermédiaire mutuellement compatible permet de lever
I’incompatibilité. C’est exemple du Poirier « Williams » greffé sur le Cognassier par
I’intermédiaire d’un « pont compatible », le Poirier « Beurré Hardy » : la combinaison
tripartie montre une parfaite réussite. Le sujet intermédiaire agit comme « piege » pour les
substances issues du Cognassier et qui sont a ’origine de I’incompatibilité. Certains cultivars
de Poiriers sont en effet compatibles avec le Cognassier, d’autre non.

e L’incompatibilité transportée n’est pas levée par [Dinsertion d’un sujet
intermédiaire ; elle 1’est parfois lors de I’inversion de la combinaison greffon/porte-greffe

(greffe réciproque). Dans ce cas, une substance ¢laborée par un partenaire et toxique pour
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I’autre est transportée au travers du sujet intermédiaire jusqu’a 1’union de greffe. La
différence de réponse qui permet I’'union compatible s’expliquerait par le fait du transport
polarisé de la substance toxique. La cohésion des partenaires et la prolifération du cal se font
généralement bien ; les symptomes d’incompatibilité apparaissent tardivement (apres environ
1 année) dans les tissus conducteurs de I’union.

e L’incompatibilité retardée se développe plusieurs années apres |’opération de
greffage. Elle peut avoir pour origine des agents pathogénes (virus, mycoplasmes, etc.) qui
entrent en activité tardivement par le biais de toxines, ou bien des métabolites secondaires
produits en réponse au vieillissement : ces substances provoquent la nécrose des cellules de

I’union de greffe.
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Chapitre III : Reproduction sexuée

1. Introduction

La reproduction sexuée est généralement biparentale, mettant en ceuvre I’union de deux
individus distincts de la méme espéce. Ces deux individus n’étant jamais identiques entre eux,

le produit de leur union ne ’est ni a I’un ni a I’autre.

La reproduction sexuée implique 1’existence de deux cellules spécialisées, les cellules
reproductrices, ou gametes (ou cellules sexuelles). Le gamete male (spermatozoides) et le
gamete femelle (ovule) fusionnent au cours de la fécondation. De celle-ci nait une cellule ceuf,

ou zygote, dont I’information génétique provient pour moiti¢ de chaque parent.
2. Cycle de développement général

Le cycle de développement des plantes présente une alternance des générations
sporophyte et gamétophyte. Le stade sporophyte est diploide (2n) et produit les spores
haploides (n) tandis que le stade gamétophyte est haploide (n) et produit les gameétes
haploides (n). Les deux stades sont hétéromorphes (différent morphologiquement). Chez les
plantes terrestres, seules les Bryophytes ont un gamétophyte dominant. Les plantes

vasculaires ont un sporophyte dominant et un gamétophyte réduit (Figure 13).

“Sporophyte |

>l i~ dipioide (2
s Gy ==

FECONDATION
/ ‘ Gamétes . Spores
@ _ (haploides) haploides

3 Gamétophyte |
— n‘a’Seoif’e;":]" .

Figure 13 : Cycle général de développement et alternance des générations.

La reproduction sexuée résulte toujours de la rencontre de gamétes ou fécondation.
Celle-ci comprend a la fois une fusion des cytoplasmes (plasmogamie) et une fusion des

noyaux (caryogamie) (Figurel4).
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L'isogamie correspond aux plantes qui produisent des gamétes males et femelles,

flagellés, mobiles et de taille identique.

L'anisogamie correspond aux plantes qui produisent des gameétes flagellés, mobiles,
mais de taille différente. Le gameéte femelle étant généralement plus gros que le

gamete male.

L'oogamie correspond aux plantes dont le gaméte femelle est gros et immobile

(oosphere). Les gametes males sont beaucoup plus petits et flagellés.

La trichogamie correspond aux plantes dont les gametes males, non flagellés,
viennent se fixer sur un prolongement du gamétocyste femelle, la trichogyne, avant de

fusionner avec le gamete femelle (oosphére).

La cryptogamie correspond aux plantes chez lesquelles les gamétes ne sont pas émis a
I'extérieur. La fécondation se produit lorsque les gamétocystes males et femelles

fusionnent.

La siphonogamie correspond aux plantes chez lesquelles les gamétes ne sont pas
libérés a l'extérieur. Le gamétocyste femelle émet un siphon qui vient au contact du
gamétocyste male. La fécondation a lieu apreés fusion du siphon avec le gamétocyste

male.

La somatogamie n'existe que chez des champignons qui ne produisent pas de gametes.

La fécondation résulte de la fusion de deux cellules somatiques.

[gogamie Y Arnigogamie Oogamie
L L 47 == o
e > : . ‘?;
< {ﬁ i dy s g
2 —
Trichogamie
O L)
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Figure 14 : Modes de fécondation chez les végétaux.
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3. Cycle des Angiospermes

Les Angiospermes regroupent les plantes a fleurs (Figure 15). Tout comme chez les

Gymnospermes, le gamétophyte réduit est dépendant du sporophyte dominant. On trouve

deux types de spores soit la microspore qui donnera naissance au grain de pollen

(gamétophyte male), et la mégaspore qui formera le sac embryonnaire (gamétophyte femelle).

Germination
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Figure 15 : Cycle de développement des Angiospermes (D'aprés Campbell).

Chez les Angiospermes, c'est dans la fleur, formée de verticilles de feuilles modifiées,

que l'on trouve les gamétophytes. Les grains de pollen se développent dans les sacs

polliniques de l'anthere (Figure 16).
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pollen

Lorsque le grain de pollen se dépose sur le stigmate, la cellule végétative forme le tube
pollinique. La cellule génératrice descend dans le tube en se divisant pour former 2
spermatozoides. Un de ces spermatozoides fécondera I'oosphere tandis que l'autre s'unira aux

2 noyaux polaires pour former l'endosperme qui sert de réserve nutritive (Figure 19).
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Figure 19 : Double fécondation chez les Angiospermes.

Le zygote issu de la fécondation de I'oosphére par un spermatozoide se divise et donne 2
cellules : la cellule terminale qui continue a se diviser pour former un proembryon sphérique,
et la cellule basale qui se divise transversalement et forme le suspenseur. Ce dernier ancre

I'embryon et lui fournit des nutriments provenant de la plante-mere (Figure 20).

Zygote Cotylédons

Callule terminale Proembryon
Callule basale |
a } Suspenseur

Tegument

Endosparma

Figure 20 : Développement de I'embryon d'une Dicotylédone (D'apreés Campbell).

4. Reproduction asexuée (multiplication végétative)

A partir d’une plante se forment une ou plusieurs autres plantes, qui sont en général

génétiquement identiques a la plante dont elles sont issues ; il s’agit donc d’un clonage.
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La reproduction asexuée peut se faire par simple fragmentation de la plante ou par
bourgeonnement (de petites excroissances de développent, par exemple, sur les feuilles (cas

des Kalancha), puis s’en détachent, s’enracinent et forment un nouveau plant) (Figure 21).

Figure 21 : Multiplication végétative.

Elle peut se faire aussi grice aux bourgeons des tiges souterraines ou des racines
(phénoméne du drageonnement), ou par le biais de la multiplication des organes souterrains
de réserve (ainsi, pour une pomme de terre plantée, on récolte plusieurs tubercules, dont

chacun peut former une nouvelle plante I’année suivante).

L’homme utilise la propriété des plantes a se reproduire de facon végétative pour les

multiplier par bouturage ou par la division des touffes, tubercules, bulbes ou rhizomes.

La greffe est une variante du bouturage, dans laquelle la bouture est mise en contact non

avec un liquide nutritif, mais avec la tige d’une autre plante, qui va la nourrir.

De nombreuses plantes sont désormais multipliées en laboratoire grace a des cultures in
vitro. A partir d’un minuscule fragment Explant (quelques cellules) de la plante mére, dans

des milieux de culture soigneusement mis au point, se reforme rapidement une plante enticre.
5. Reproduction asexuée (I’Apomixie)

L’apomixie est un mode de reproduction de certaines plantes et animaux au cours
duquel I’oospheére, qui n’a pas subi la méiose, se développe sans fécondation et produit une

plantule parfaitement viable.
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Normalement, la graine provient du développement d’un gameéte femelle haploide,
hébergé dans l'ovule, fécondé par un gamete male haploide, issu du grain pollen

(amphimixie)
Les ovules diploides donnent naissance —sans fécondation- a des femelles.

En fait, selon les cas, ces ovules diploides sont produits sans connaitre de méiose, ou
bien ils proviennent de la fusion de deux cellules femelles haploides issues de la méiose

(automixie).

Le Pissenlit et quelques autres végétaux (le Peuplier) produisent des graines sans

fécondation des fleurs, le vent dissémine les fruits (Figure 22).

La reproduction asexuée s’accompagne donc chez ces végétaux d’une adaptation

généralement associée a la reproduction sexuée, soit la dissémination des graines.

Figure 22 : Le Pissenlit (Taraxacum officinale, famille des Composées ou Astéracées).

Cette caractéristique s’observe, dans la nature, chez plus de 400 especes (350 familles
végétales environ) notamment chez les agrumes et des apparentées sauvages du Mais, du Blé
et du Mil. (Rare chez les plantes alimentaires). Dans le cas du Mais, le genre Tripsacum, son

plus proche cousin, posseéde cette capacité.

Rendre les végétaux cultivés apomictiques Permettrait donc de ressemer d’une
génération a l’autre les plants cultivés, sans risque de dégradation des caractéristiques

génétiques initiales.
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Le transfert de I’apomixie au Mais serait profitable a la culture de cette céréale. La
création d’un Mais apomictique apparaitrait particulicrement utile pour les pays en

développement ou les agriculteurs ont rarement les moyens d’acheter ces nouvelles semences.
6. Avantages de I’apomixie

» Les sélectionneurs pourront produire de nouvelles variétés plus vite et & moindre frais.

» Dans une plante apomictique les caractéres sont immédiatement fixés.

» L’introduction de I’apomixie chez le Mais permettrait aussi une amélioration étroitement
adaptée a de petites zones agro-écologiques.

» Les producteurs de semences pourront produire des semences hybrides a moindre cout
avec une plus grande assurance de pureté.

» L’apomixie réduit le colt en main-d’ceuvre, la production de la semence hybride ne
nécessitant plus le contrdle strict de la pollinisation.

» Un colt de production inférieur devrait se traduire par un prix de vente inférieur pour les
agriculteurs.

» Tous les caractéres importants liés au rendement seront maintenus indéfiniment, méme si
I’agriculteur recycle ses semences.

» Les agriculteurs pourront s’ils le souhaitent étre leur propre sélectionneur et producteur
de semences.

» Par croisement entre un Mais apomictique et leur variétés, les agriculteurs pourront fixer
la structure génétique de leur variété préférée, voire celle d’une plante exceptionnelle,

pour de trés nombreuses années.
7. Comparaison entre reproduction sexuée et asexuée

4+ La reproduction sexuée est un atout en milieu instable (brassage, graines en attente,
dissémination...).

+ Elle permet ’apparition, au sein d’une méme espéce, d’individus tous différents, et
donc tous uniques.

+ Ces nouveaux individus, issues de la fusion de deux gamétes- fécondation-, ont un
patrimoine génétique (ADN, qui s’organise, a certains moments de la vie cellulaire, en

chromosomes) qui provient a parts égales de chacun des deux parents.
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Aussi la reproduction sexuée permet- elle un brassage génétique ; celui-ci favorise
I’évolution par sélection des plus adaptés et la survie de 1’espéce.

La reproduction asexuée est un atout en milieu stable (conservation, colonisation,
économie....).

Les deux modes de reproduction ont joué¢ un role fondamental dans la création des
especes végétales et leur installation.

Aujourd’hui on constitue des banques de geénes pour ne pas perde des caractéres
particuliers, ces banques permettent aussi de refabriquer les hybrides en cas de perte

des cultures.

Avantages de la reproduction végétative naturelle ou provoquée

X/
L X4

X/
L X4

Ce mode de reproduction permet la conservation de caractéres acquis au cours des
cycles de reproduction sexuée.

Quand une espece est bien adaptée a un milieu, cela lui permet de conserver cette
adaptation (caractéres fixés).

L’espeéce se répand alors a partir de I’individu le mieux adapté et abandonne la
reproduction sexuée.

On peut reproduire ce comportement de fagon artificielle : exemple de ’Hévéa : arbre
a rameaux plagiotropes et orthotropes. Si bouturage d’un rameau plagiotrope, I’explant
donne un arbre a croissance indéfinie beaucoup de bois beaucoup de latex.

Ce mode de reproduction est ¢galement utile voire fondamental quand les conditions
ne sont pas favorables a la reproduction sexuée (éloignement, climat...).

Cette reproduction peut également étre obligatoire : cas des espéces triploides
(bananier), des hybrides inféconds (clémentines...).

Enfin cette reproduction est plus économique en énergie comparée a tous les processus
de germination etc...

La plante est protégée par son porteur (plante-mere) jusqu’a étre autonome, alors que

les plantules issues de graines sont trés vulnérables et le rendement est faible.

Inconvénients de la reproduction végétative naturelle ou provoquée

X/
L X4

La reproduction asexuée entraine obligatoirement la transmission de tous pathogenes

présents dans la plante-meére (sauf pour les méristeémes).
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% De plus, ou cours des multiplications, le programme génétique vieillit, s’altére car il
n’y a aucun brassage. Sauf cas exceptionnel, ce mode de reproduction ne peut pas
remplacer totalement la reproduction sexuée.

¢ Avec ce type de reproduction, on arrive a des populations enti¢res de clones, donc tous
sensibles aux mémes pathogenes....une attaque et toute la population est dévastée.

% Probléme des monocultures : elles ont permis de palier a I’expansion de la population

humaine mais la moindre épidémie et c’est la famine (Irlande, 19° siécle).
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Chapitre IV. Multiplication végétative in-vitro

1. Introduction

La multiplication végétative par culture in-vitro ou micropropagation présente plusieurs
avantages sur les méthodes classiques dites "conventionnelles" de propagation. Cette
technique a rendu possible la multiplication d'espéces chez lesquelles les semences sont rares,
ou présentant des difficultés de germination et/ou dont les techniques de bouturage ou de
greffage sont inapplicables, ce qui a conduit a une plus grande diversité des plantes

commercialisées.

De méme plusieurs autres techniques, toutes dérivées de la culture in-vitro, ont un role
important a jouer dans I'amélioration des performances agronomiques ou horticoles des
plantes cultivées. La micropropagation est utilisée dans un but de multiplication en masse,
puisqu'elle permet, en partant d'un seul individu (plant), I'obtention d'un nombre considérable
de plantes génétiquement identiques a la plante mere. Les plants reproduits ne sont pas

seulement conformes mais présentent aussi une grande uniformitg.

Par ailleurs, l'usage de cette technique nécessite peu d'espace et peu €tre programmé
indépendamment des saisons. La technique représente donc sans contexte un outil puissant

aux perspectives industrielles et économiques importantes.
2. Culture in vitro : définition et historique

Culture in vitro : plantes enti¢res ou fragments de plantes (explants) placés hors de leur
environnement naturel en conditions stériles sur un milieu nutritif (matériel de laboratoire

originellement en verre).

Dés 1902, Haberland, un biologiste allemand, observe les potentialités naturelles de la
multiplication végétative (bouturage). Suite a ces travaux, il énonce le premier grand principe
qui ouvrira la voie de la micropropagation des végétaux. Il s’agit du principe de la
totipotence cellulaire "toute cellule végétale est capable de régénérer un autre individu
identique a celui dont elle est issue''. En 1934, White réussit la culture de racines de tomate
sur un milieu contenant de 1'eau, des sels minéraux, un extrait de levure et du sucre et une
hormone végétale, la seule connue a I’époque : I’auxine. En 1939, Gautheret obtient a partir

de tissu carotte, un amas de cellules dédifférenciées : un cal. On peut cultiver ce cal
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indéfiniment dans le temps. Avec lui démarre vraiment la culture in vitro ("dans du verre").
En 1962, Murashige et Skoog étudient la multiplication végétative du tabac et mettent au
point le premier milieu de base pour la culture in vitro. Ce milieu contient des sels minéraux,

des sucres, des vitamines B, des auxines et des cytokinines (Tableau I).

Tableau I : Milieu de base pour la culture in vitro

MS Bs
Macroéléments (sels) mg . 1" mg . 1!
NH4NO; 1650
KNOs3 1900 2500
CaCl,, 2H,0 440 150
MgSO,, TH,O 370 250
KH,PO4 170
(NH4)2SO4 134
NaH,PO,4, H,O 150
Oligéléments (sels) mg . I’ mg . 1"
KI 0.83 0.75
H;BO; 5.2 3
MnSOs, 4H,0 22.3
MI’ISO4, Hzo 10
ZnSQOq4, TH,0 8.6 2
Na,Mo, O4, 2H,0 0.25 0.25
CuSO0s4, 5H,O 0.025 0.025
CoCl,, 6H,O 0.025 0.0125
Na,-EDTA 37.3 37.3
FeSO4, TH,O 27.8 27.8
Substances organiques mg . 1’ mg . 1!
Glycine 2
Myo-inositol 100 100
Acide nicotinique 0.5 1
Prydoxine HCI 0.5 1
Thiamine HCI 0.1 10
AIA 1-30
2.4-D 0.1-1
Kinétine 0.04-10 0.1
Saccharose 30g.1" 20g.1"
PH 5.7 5.5

3. Organogenese
C’est la base fondamentale de la multiplication végétative, laquelle s'appuie toujours sur
la formation de méristémes nouveaux. En partant d'un explant, elle aboutit a la formation d'un

nouvel individu par 1'élaboration des racines (rhizogenése) et de bourgeons (caulogenese).
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3.1. Rhizogenése
3.1.1. Définition

La rhizogenése désigne la néoformation et la croissance de racine. Les méristémes de

racines se répartissent en plusieurs catégories selon leurs origines.

a) Méristemes latéraux de la racine principale sont formés d’une maniére « spontanée »

dans les conditions naturelles.

b) Méristémes adventifs sont produits par des organes divers (tige, tubercule, bulbe,
feuille,...) soit spontanément, soit accidentellement a la suite d’une blessure, plus souvent

d’une maniére provoquée, dans les conditions du bouturage et du marcottage.

c) Méristemes néoformés au sein d’un cal, en culture in vitro, peuvent étre considérés

comme un cas particulier de méristétmes adventifs.
3.1.2. Origine des racines néoformées

La rhizogenése est un phénomeéne complexe, il comporte différentes phases : la
dédifférenciation, formation d'amas de cellules méristematiques, différenciation et
organisation des amas méristématiques en primordium racinaire qui se développeront en

jeunes racines.

L'origine des cellules impliquées dans la cicatrisation dépend de 1'espece, mais dans tous
les cas, c'est l'assise génératrice libéro- ligneuse (cambium) qui donne naissance des tissus de
bonne aptitude callogéne. Le cal est formé essentiellement de cellules de type méristematique
secondaire, qui incorporent certaines cellules voisines parenchymateuses. Les cellules
méristematiques se différencient par la suite et s'organisent pour donner naissance a une

nouvelle racine.
3.1.3. Facteurs de l'environnement sur la rhizogenése

L’oxygénation du milieu a toujours été considérée comme favorable a 1’enracinement.
Le choix du substrat est guidé par la double nécessité d’assurer a la fois humidification et

drainage.
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Une température élevée (20 a 25 °C) favorise la rhizogenese. D’ou I’intérét de chauffer

les bacs a bouturage.

Le pH optimal dépend de I’espece. On sait depuis longtemps que certaines plantes sont
acidophiles (Azalées,...).A I’inverse, des boutures de Coleus supportent une gamme étendue

de pH.

Un éclairement d’appoint favorise I’enracinement de boutures feuillées dans certains
exemples, sans que I’on sache bien s’il s’agit d’un effet photosynthétique ou d’une action sur

la synthese de régulateurs de croissance endogenes, par I’intermédiaire du photopériodisme.

L’arrosage par « mist » ou brouillard artificiel donne souvent d’excellents résultats, en
particulier avec les boutures herbacées. Le « mist » a plusieurs effets : réduction des pertes
d’eau, diminution de la température au niveau du feuillage, réduction de 1’évapotranspiration.
Il permet en méme temps de conserver sur la bouture une plus grande surface foliaire,

entrainant une meilleure assimilation chlorophyllienne.
3.1.4. Facteurs propres a l'explant

Les facteurs génétiques jouent certainement un rdle déterminant. Dans une méme

espece certains cultivars s’enracinent aisément, d’autres difficilement.

Les réserves apportées par la bouture (en particulier les glucides) favorisent la

rhizogénése.

L’age de la plante-mere est un facteur bien connu. Les boutures issues de végétaux
jeunes ont généralement une meilleure aptitude a la formation de racines que celles qui
proviennent de plantes agées. Chez les végétaux ligneux, il est fréquent que I’enracinement

des boutures ne soit possible qu’a partir de jeunes plantes issues de semis.

Des gradients d’aptitude a la rhizogenése ont souvent été observés en fonction de la
situation de la bouture sur la plante. Il est fréquent que des rameaux axillaires prélevés pres de
la base de 1’axe caulinaire présentent une bonne aptitude a la rhizogenese. Chez beaucoup de
plantes herbacées les boutures possédant un bourgeon végétatif prélevées sur une tige florifere

ne s’enracinent que si elles proviennent de la partie basale de la plante la plus éloignée des

32



Multiplication végétative et biotechnologie | Licence

régions floriféres (exemple : Betterave). Mais il n’existe aucune reégle précise concernant ces

gradients.
3.2. Caulogéneése
3.2.1. Définition et organes impliqués

La caulogenese désigne a la fois I’initiation et le développement des bourgeons

terminaux, axillaires, adventifs ou néoformés sur une cal.

o Les bourgeons terminaux dérivent de la gemmule de I'embryon.

o Les bourgeons axillaires sont produits généralement par les deux ou trois assises

cellulaires superficielles de la tige.

e Les bourgeons adventifs sont formés en des endroits inhabituels. Ils sont formés a partir

d'organes différenciés de la plante (entre-nceud, tubercules, racines...).

o Les bourgeons néoformés in-vitro peuvent apparaitre sur I'explant initial ou sur un cal, ils

peuvent étre considérés comme un cas particulier de bourgeons adventifs.
3.2.2. Origine des bourgeons

Les ¢études cytologiques, conduites dans le but de déterminer 1'origine des bourgeons
néoformés a partir d'un fragment d'organe contenant divers tissus montrent souvent que
l'aptitude a la caulogenese se manifeste a partir de certaines catégories de tissus telle que: le

cambium, le parenchyme vasculaire ou libérien.

L'intensité de cette néoformation est nettement dépendante de la nature des tissus
contenus dans l'explant. Elle est maximale pour les tissus cambiaux, élevée pour les tissus du

phloéme et du xyléme, trés faible ou nulle pour le parenchyme cortical ou médulaire.

Chez les Coniferes, comme le Pin, les premieres divisions périclines apparaissent dans
les couches subépidermiques du mésophylle, l'origine des pousses caulinaires parait étre
unicellulaire. Par contre chez les Angiospermes, l'origine peut étre pluricellulaire, des
méristémes peuvent se former a partir de cellules épidermique ou encore a partir de tissus

palissadiques, du mésophylle spongieux ou de la gaine perivasculaire des explants cultivés.
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3.2.3. Régulation hormonale de la caulogénése

Le déclenchement ou la stimulation du bourgeonnement en culture in vitro, souvent
observée, résulte de I’emploi de cytokinines, éventuellement associées aux auxines (Figure

23).

A la suite des observations sur la moelle de Tabac (Skoog et Miller, 1956, Skoog,
1971), souvent confirmées chez d’autre espéces, il est généralement admis que la
néoformation de bourgeons a partir d’une cal est sous le controle des interactions entre

cytokinines et auxines.

Le rapport auxine /cytokinine détermine le devenir des tissus en culture, Notion de

balance hormonale :

Auxine seule Survie
Auxine majoritaire Rhizogenese
Cytokinine majoritaire Caulogenése
Equilibre entre les deux Callogénése

a-Bourgronnsmant axiliaire.

aBowrgeonnement wilvenlife

— callagonise —s

s— Hhizogensss sur cals —*

TAUX D'AUXINES
TAUX DE CYTOKININES

IBA, 0.5 g mi-! IBA, 0.5 g ml™! Tadoke Butyic

< Fhizegeiese sui boutpes = Leatin, 2.0 ug mi-! Acid (IBA)

Figure 23 : Types d’organogenese contrdlée par les concentrations relatives d’auxine (s) et de
cytokinine (s).
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3.2.4. Facteurs de I'environnement
3.2.4.1. Facteurs physiques
» Milieu liquide ou gélosé

La plupart des expériences sur la néoformation de bourgeons en culture in vitro ont été

réalisées, dans la majorité des cas avec des milieux de culture solidifiés par la gélose.
» Lumiére

L’influence de la lumicre sur la néoformation de bourgeons a été peu étudiée. Et les

données sont souvent imprécises et contradictoires.

Les tissus de certaines especes ne bourgeonnent qu’a la lumiere. C’est le cas du Chou-

fleur.

A L’obscurité continue, les fragments de tige inflorescentielle peuvent présenter une
callogenése abondante, mais ils ne forment jamais de bourgeons. Apres plusieurs semaines de
séjour a I’obscurité, les cultures transférées a la lumiere paraissent avoir perdu leur aptitude

initiale a la caulogenése.

Dans I’exemple de la néoformation de bourgeons a partir de tissus foliaires de Chicorée,
la lumicre exerce une influence défavorable sur la caulogenése, mais seulement pendant les

premiers jours de la culture.

Alors que nombreuses especes présentent des exigences photopériodiques bien définies
concernant I’induction florale, il semble que le plus souvent la néoformation des bourgeons
soit indépendante de la photopériodiques. Citons cependant le cas assez exceptionnel du

Peargonium chez lequel la caulogenese serait favorisée par les photopériodes longues.
» Température

Les données sur I’'influence de la température sont encore moins nombreuses. La

température la plus généralement utilisée dans les salles de la culture est voisine de 25°C.
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3.2.5. Variation de I'aptitude a la caulogenese selon 1'espéce

Les comportements des différentes especes ou des différents tissus a I’égard de la

caulogenese se répartissent en deux catégories :

a) Dans certains cas, I’aptitude a la néoformation de bourgeons est induite secondairement a

la suite des repiquages successifs et de I'utilisation de séquences de milieux.

b) Dans d’autres exemples, on observe a I’inverse une aptitude initiale des explants a
I’organogenese. Cette aptitude peut décliner aprés une certaine durée de culture ou un certain

nombre de repiquages.

Cette perte de I’aptitude a I’organogenése peut d’ailleurs étre observée dans les

différents cas de morphogenése : rhizogenése, caulogenése, embryogenése somatique.

Diverses hypothéses ont ét¢ émises sur les causes de ce déclin progressif de

I’organogenese.

a) L’hypothése génétique met en cause principalement les variations du nombre

chromosomique souvent observées en culture in vitro.

Une corrélation entre le degré de ploidie et I’aptitude a la régénération a €té mise en
¢vidence dans I’exemple du Tabac par Murashing et Nakano (1967). Mais I’altération du

caryotype n’entraine par toujours I’inaptitude a I’organogenese.

b) L hypothése physiologique, qui n’exclut d’ailleurs pas la précédente, fait intervenir la perte

de facteurs endogeénes, hormonaux.

Des substances indispensables a 1’organogenese, synthétisées par la plante entiere,
peuvent en effet, étre présentes dans 1’explant initial et s’€puiser ou n’étre synthétisées qu’en

quantité insuffisante lors de la croissance ultérieure du cal.
4. Méthodes de la multiplication in vitro

Les trois méthodes de la multiplication in vitro qui peuvent E&tre envisagées

correctement a une gradation dans la difficulté des problémes fondamentaux qu’elles posent.

36



Multiplication végétative et biotechnologie | Licence

4.1. Culture de méristémes ou d’apex

Est un microbouturage qui nécessite la mise au point de milieux appropriés a chaque cas
particulier. Elle demeure la méthode la plus généralisable et la plus slre pour éviter
l'apparition de variant et assurer la reproduction de copies conformes. Elle a de plus, le mérite

d’associer éventuellement la lutte phytosanitaire a la multiplication (Figure 24).

Morel et Martin (1952,1955) ont été les premiers a obtenir la régénération de plantes

saines (de Dahlia et de pomme de terre) a partir de clones infestés par des maladies a virus.

Prélévement de
bourgeon de la
plante 4 assainir.

Stérilisation, dissection et
extraction du méristéme

Régénération
d'une plante

Mise en cubure Division,
sur un milieu développement
mutritif de feuilles

Figure 24 : Différentes étapes de la culture de méristéme.

4.2. Technique et les étapes de la culture

La culture de méristémes est un microbouturage. Les différentes étapes de la culture sont
schématisées dans la figure qui s’applique a I’exemple de la Pomme de terre comme a de

nombreuses especes, herbacées ou ligneuses.
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1" étape : prélévement du méristéme et mise en culture

Le méristéme, région organogene terminale du bourgeon, est protégé par des feuilles et
des ébauches foliaires, ce qui facilite la désinfection. Un trempage du bourgeon dans une

solution d’hypochlorite a 5% pendant 10mn est généralement suffisant dans les cas simples.

Les dimensions du méristétme sont variables selon les cultivars et le stade du
développement. D’une maniére approximative, on peut dire qu’il se présente comme doéme

d’environ 100um de diametre et 200pum de long.

Dans la pratique, I'utilisation de fragments de la lame de rasoir montés sur des porte-
aiguilles permet, avec une certaine expérience, de prélever des explants d’une dimension
variant de 200 a 500um. La présence de primordiums foliaires parait plus importante que le

volume des tissus.

2°M¢ étape : reprise de la croissance et du fonctionnement du méristéme

Le probleme est d’assurer la cicatrisation et la reprise de croissance de 1’explant. Le
méristéme doit reprendre un fonctionnement plastochronique normal avec mise en place des

primordiums foliaires.
3éme

étape : enracinement

Le non enracinement des boutures est un facteur limitant de la multiplication. Lorsque
les conditions de culture ne sont pas optimales on peut observer un arrét de croissance suivant

la reprise momentanée.
4° étape : rempotage en serre

Il ne présente normalement pas de difficultés dans le cas de la Pomme de terre.
4.3. La culture de tissus végétaux

La culture de tissus végétaux (souvent appelée micropropagation) est un type spécial
de propagation asexuée dans lequel un tres petit morceau de tissu (apex de pousse, section de

feuille, ou méme une cellule individuelle) est coupé et placé en culture stérile (aseptique) dans
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un tube a essai, une boite de Petri ou un récipient de culture de tissu contenant un milieu de

culture spécial (Figure 25).

ﬁwﬁ. -

excised

Figure 25 : Culture de tissus végétaux.

Le milieu de culture contient un gel (agar) avec le mélange appropri¢ de nutriments,
sucres, vitamines et hormones, ce qui amene le morceau de plante a croitre a un rythme rapide
pour produire de nouvelles plantules. Par conséquent, la culture de tissus végétaux est utilisée
pour une rapide reproduction des plantes. La culture de tissus végétaux requiert un laboratoire

trés spécialisé.
4.4. Embryogenése somatique
4.4.1. Définition

Classiquement, I'embryon est défini comme étant une plante se trouvant au stade initial
de son développement. Il s'agit en fait d'une structure bipolaire (munie de deux méristémes :
I'un caulinaire et l'autre racinaire) qui, suite au processus de germination, donne naissance a

une nouvelle plante.

Habituellement, 1'embryon s'édifie a partir d'une cellule initiale, le zygote, formé lors de

la reproduction sexuée (embryon zygotique).
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4.4.2. Embryogénése provoquée in-vitro

Il est généralement admis que 1I’embryogenése expérimentale a été observée sur la

Carotte pour la premiére fois par Reinert (1958), puis par Steward et Coll (1958).
e L’exemple de Carotte

C’est sans doute la Carotte qui a fait I’objet du plus grand nombre d’expériences et des
discussions, lesquelles ont beaucoup contribué au développement des concepts sur

I’embryogénese (Figure 26).

La production d’embryoides chez la carotte (Steward et coll., 1958) a partir de cultures
cellulaires sur milieu liquide est I’aboutissement d’un travail qui a procédé par étapes

successives :

1. La mise au point de techniques de culture en milieu liquide agité avait pour but initial
la comparaison entre les conditions permettant la simple survie avec celles qui

favorisent la croissance maximale.

2. Ces techniques ont abouti a la production de cultures de cellules séparées capables de

division et produisant des agrégats cellulaires.

3. La troisieéme étape a été I’observation de phénomenes d’organogenése : rhizogenése

ou formation d’embryons somatiques a partir de ces cultures cellulaires.

Le concept que Steward est ces collaborateurs ont dégagé de leurs travaux se résume
ainsi : les cellules somatiques des Angiospermes sont totipotentes, mais pour pouvoir simuler

le développement d’un zygote elles exigeraient les conditions suivantes :

a) L’isolement qui les libeére des corrélations physiologiques et des inhibitions

éventuelles s’exercant in situ au sein des tissus ;

b) L’apport d’un complexe de substances trophiques et de régulateurs de croissance par
leur environnement. Dans les conditions normales, ce sont les substances fournies par

I’albumen qui assurent le développement normal du zygote.
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Racine pivotante
/ de la Carotte
Coupe transversale
de la racine
‘\ Développement
d’un embryon
somatique a partir
des cellules libres
cultivées

—

O
¢y, Fragments

°'° de 2 mg

1 Division
des cellules libres
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Culture en gélose de
la plantule et transplantation
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e S

Culture des fragments
en milieu nutritif

Figure 26 : Culture d’un embryon somatique.

4.4.3. Facteurs de I'embryogenése somatique

A la suite des conceptions formulées par Steward, les facteurs de I’embryogenése ont
été principalement recherchés dans la rupture des corrélations provenant de 1’isolement des
cellules en milieu liquide agité et dans I’environnement trophique et la composition des

milieux de culture.
» Lerole de ’albumen_ Le lait de coco

Pendant une premicre phase des recherches correspondant aux travaux de Steward et
coll. Sur la Carotte, il était logique d’essayer de remplacer 1’environnement normal du
zygote ; d’ou I’utilisation du lait de coco, albumen liquide. Il est hors de doute que celui-ci
s’est montré favorable a la formation ou au développement d’embryoides dans un certain

nombre d’expériences chez diverses especes.
» L’apport d’azote

L’influence de I’apport d’azote et celle de la formation sous laquelle il doit étre fourni
ont été tres discutées. Harperin et Wetherell (1965) ont insisté, dans I’exemple de la carotte
sauvage, sur la nécessité d’un apport d’azote sous forme réduite, en particulier d’azote

ammoniacal. Norreel et Nitsch (1970) ont confirme cette observation. La formation abondante
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d’embryoides a partir d’explants de pétiole de Carotte sauvage n’a été observée qu’en

présence d’ions NH, .
4.4.4. Diversité de I'origine des tissus produisant des embryons somatiques

L’embryongenése somatique est observable a partir de tissus variés. Mais chez une

espece donnée, tous les tissus n’ont pas la méme aptitude.

En régle générale se sont les tissus provenant d’embryons qui expriment le plus souvent

d’une maniére nette et reproductible 1’aptitude a la régénération.

Il peut arriver que des embryons de seconde génération se développent spontanément a

partir d’une premicre génération d’embryoides somatiques ou androgénétiques.

D’autres espéces présentent une aptitude a I’embryogenése plus générale, s’exprimant

¢galement a partir d’embryons completement développés.

Les tissus de racine, de tige, de pétiole, de feuilles ont été surtout utilisés chez des
especes favorables, mais également chez des especes présentant une faible aptitude a

I’organogenese

Le mésophylle de feuille a parfois ét¢ employé avec succes. On s’est également adressé

a des tissus floraux, au péricarpe du fruit et au nucelle de plusieurs Citrus.

Mais dans de nombreux autres cas, a défaut d’utiliser directement des embryons ou des

tissus embryonnaires, ce sont des tissus de jeunes plantules qui ont fourni la culture initiale.
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Chapitre V : Techniques de culture in vitro

1. Introduction

La technique de culture in vitro d’organes ou de tissus de végétaux supérieurs peut étre

considérée comme une extension des méthodes de la microbiologie.

La culture in vitro doit étre aseptique, ce qui implique la stérilisation de conditions

permettant le maintien des cultures a I’abri des contaminations microbiennes ou fongiques.
2. Méthodes générales
2.1. Récipients

Les cultures sur milieu solidifi¢ par la gélose sont souvent réalisées dans des tubes de
verre mais ¢également dans d’autres récipients trés divers: fioles cylindriques (dites
d’Erlenmeyer) ou cylindroconiques, boites de Pétri, bouteilles, bocaux a conserve, ....

Les dimensions des récipients sont essentiellement fonction de la taille et du nombre des
explants. Par exemple, les méristetmes ou les apex de tige sont généralement ensemencés
initialement dans de petits tubes. Ultérieurement, lors des transplantations successives ils
peuvent €tre placés dans les tubes de plus grandes dimensions. La croissance des touffes de
bourgeons sur milieux additionnés de cytokinine est souvent entretenue dans des récipients de
grandes dimensions ; fioles coniques ou bocaux.

L’expérience des cultures de cellules séparées montre qu’il est nécessaire d’accompagner
les cellules de tissus servant de nourrices ou bien d’ensemencer la surface du milieu avec une
quantité suffisante de cellules. Il est donc essentiel de bien ajuster la quantit¢é du milieu aux

dimensions des tissus.
2.2. Asepsie
2.2.1. Conditions de I’asepsie

Le repiquage aseptique de matériel non contaminé n’exige qu’un minimum de
précaution. Par contre, lors de I’ensemencement de I’explant initial la réalisation de 1’asepsie

demeure 1’une des difficultés majeures de la culture in vitro.

43



Multiplication végétative et biotechnologie | Licence

L’asepsie ne présente pas de difficultés particulieres lorsque le végétal est peu
contaminé et que les tissus de I’explant sont bien protégés. C’est souvent le cas de
I’ensemencement de méristemes ou d’apex de tige naturellement protégés par les ébauches

foliaires.

La verrerie est stérilisée par la chaleur humide a 1’autoclave (Par exemple a 120°c
pendant 45 mm). Les instruments de grandes dimensions (pinces, scalpels,...), sont flambés a
I’aide d’un bec Méker apres trempage dans 1’alcool. Les instruments de petite taille (aiguilles,
lames de rasoir,...) sont généralement stérilisés par trempage dans I’alcool suivi de ringage a

I’eau stérile.

Les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage (par exemple a 110°c pendant
20mm). L’un des graves inconvénients de I’autoclavage et de décomposer et d’inactiver, au

moins partiellement, certains composés instables a la chaleur (vitamines,....).

Il peut étre indispensable, lorsqu’il ne s’agit pas de repiquages de routine mais
d’expériences rigoureuses, de stériliser a part les substances instables a la chaleur par

microfiltration et de les ajouter au milieu de base apres passage a 1’autoclave.
2.2.2. Stérilisation du matériel végétal

La désinfection de matériel contaminé par des bactéries du sol est toujours difficile et
aléatoire. Mieux vaut opérer dans des conditions aseptiques ou limiter les contaminations,
chaque fois que possible. Par exemple, dans le cas des racines tubérisées de chicorée, de
Betterave, de Carotte, provenant directement du champ, la réalisation de culture aseptique est
souvent tres difficile. Mais nous avons constaté que le séjour préalable des racines dans la
vermiculite, substrat défavorable a la prolifération des microorganismes, permettait de
disposer de matériel relativement sain que 1’on pouvait alors stériliser par les méthodes

habituelles.

Pour les graines a la culture des tissus consiste a immerger les explants pendant
quelques instants dans de ’alcool puis dans une solution d’hypochlorite de calcium et de les

rincer plusieurs fois dans I’eau stérile.
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Dans des cas difficiles, 1’utilisation de chlorure mercurique (HgCI2 a 0,25%o0 pendant 6
heures ou a 0.5%0 pendant 1 a 3 h) nous a souvent donné de meilleurs résultats que

I’hypochlorite de calcium ou de sodium.

L’immersion du matériel végétal dans une solution d’antibiotiques (pénicilline et
streptomycine a 1 mg/l en association) pendant 2 heures apres traitement par I’hypochlorite a

présenté parfois une certaine efficacité mais avec des résultats inconstants.
2.2.3. Chambre de culture

Les principaux facteurs physiques de I’environnement climatique des cultures in vitro

sont : I’état hygrométrique, la température, la lumiére.
» Etat hygrométrique

Généralement, 1’obturation des récipients de culture assure une humidification
suffisante de ’atmosphére ambiante. Il n’est pas alors nécessaire de prévoir de dispositifs

permettant le contrdle de I’hygrométrie dans la chambre de culture elle- méme.
» Température

La température de beaucoup de chambres a cultures est constante, de I’ordre de 22 a
25°c, elle peut étre plus ¢€levée pour les plantes tropicales (27° a 28°) ou plus basse pour

certaines especes (18° a 20°¢).
> Lumiére
e Intensité de I’éclairement

L’éclairement des chambres a cultures est généralement fourni par des tubes
fluorescents. Le déclenchement des phénomeénes d’organogenése (Rhizogenese, Caulogenése)

est généralement observé avec des éclairements (2000 a 5000 Lux), parfois plus faibles.
e  Photopériode

On utilise des photopériodes longues égales a 16 h pour assurer la croissance des cals ou

I’organogenese.
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2.2.4. Milieu de culture
2.2.4.1. Support
> Gélose

Le succes et le développement des cultures in vitro ont été liés a I'utilisation de la

gélose (ou agar) qui permet de solidifier le milieu.

La gélose présente cependant des inconvénients. Le principal est de fournir une aération
in suffisante, inhibant alors la croissance de certains tissus. La composition de 1’agar est
d’autre part variable et mal définie. Il est d’ailleurs possible que la gélose puisse apporter des

¢léments organiques ou minéraux peut- étre favorables a la croissance, en microé¢léments.
» Milieux liquides

Le probléme majeur de la culture sur milieu liquide est I’aération du milieu, cependant
lorsque 1’on désire utiliser un milieu liquide stable tout en assurant 1’aération des tissus, le
dispositif d’Heller (1953) demeure le plus pratique : I’explant est placé sur un pont de papier

filtre trempant dans la solution nutritive.
» Milieu minéral

Parmi les ¢léments nécessaires a la vie de la plante en distingue généralement les

macroéléments et les micro-éléments.

Les carbone, I’oxygene, I’hydrogeéne, constituent prés de 95% de la matiére seche, et
les six autres macroéléments indispensables sont: [’azote, le phosphore, le soufre, le
potassium, le magnésium et le calcium. Les trois premiers sont des constituants fondamentaux
des tissus végétaux (protéines, acides nucléique...). Les trois derniers interviennent en

particulier dans le maintien de 1’équilibre entre cations et anions dans la plante.

Les micro-¢léments jouent un role essentiel dans les mécanismes enzymatiques comme
activateurs ou constituants de coenzymes. Les principaux d’étre eux sont le fer, le cuivre, le

zinc, le manganese, le molybdéne, le bore.
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2.2.4.2. Composées organiques divers
» Sucres

Les tissus en culture in vitro sont largement hétérotrophes au carbone en raison de
I’absence ou de I’insuffisance de 1’assimilation chlorophyllienne. Il est donc généralement
indispensable d’ajouter des glucides au milieu de culture. Les deux sucres le plus

généralement utilisés sont : le glucose, et le saccharose.

La concentration optimale en sucres pour la croissance de souches tissulaire n’est pas
toujours facile a déterminer, la concentration optimale de saccharose varie de 2 a 8 % selon

que la croissance est évaluation.
» Vitamines

Divers vitamines favorisent la croissance des tissus en culture ; et il n’est pas exclu que
le manque de certaines d’entre elles puisse étre un facteur limitant de phénomenes

d’organogenése.
» Acides aminés et extraits protéiques divers

Des mélanges d’acides aminés paraissent ainsi présenter des effets de synergie,
stimulants fortement la prolifération des cals et 1’organogenése dans divers exemples donc
I’effet de I’apport d’acides aminés paraissent trés variables selon I’espece et le type de

morphogenese étudié.
> Régulateurs de croissance

Les régulateurs de croissance naturels de végétaux appelés souvent phytohormones,
hormones de croissance, ne sont pas exactement homologues des hormones animales. Il se
répartissent actuellement en 5 groupes : auxines, gibbérellines, cytokinines, acide abscissique,

éthylene.
+ Auxines
Le choix de I’auxine en fonction de I’objectif de la culture est trés important. L’acide B

indolylacétique (AIA), I’acide B indolylpropionique (AIP), I’acide B indolylbutyrique (AIB)
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sont des auxines relativement faibles. D’autres composés peuvent se comporter comme des
auxines tres faibles (acide phénylacétique) en fortes : acide naphtylacétique (ANA), acide

naphtoxyacétique...
Le 2,4-D (acide dichlorophénoxyacétique) est une auxine tres forte.

Les propriétés de ces divers composés sont tres différentes. L’AIA est souvent utilisé
dans certaines recherches a caractére physiologique parce qu’il présente I’avantage d’étre une
substance naturelle. Mais pour cette raison précisément, il est sensible aux systémes
enzymatiques de dégradation de 1’auxine. De plus, ses solutions manquent de stabilité et

s’oxydent a la lumiére.

Dans les travaux plus appliqués a la multiplication végétative il est souvent

favorablement remplacé par I’AIB ou I’AIP.

L’ANA est une auxine forte, trés stable, fréquemment utilisée, en particulier pour

provoquer la rhizogenese.
Dans la pratique, en emploie parfois des associations AIB, ANA (10 a 10° M).

Le 2,4-D est une auxine tres forte, devenant rapidement toxique aux concentrations
¢levées et provoquant la réaction hyperhydrique des tissus. Elle est souvent peu efficace sur
I’organogenese, mais c’est un puissant activateur du fonctionnement cambial ; et son emploi
(éventuellement en association avec les cytokinines ou le lait de coco) est toujours précieux
pour la dissociation des tissus en groupes cellulaires séparés ou pour les travaux sur

I’embryogenéese somatique.
+ Cytokinines

A faible concentration (107 & 10°® M), les cytokinines sont souvent utilisées pour
stimuler la prolifération des tissus en culture. A une concentration plus élevée, (10° a 10°M)
elles sont largement employées pour déclencher la néoformation de bourgeons sur des cales.
Elles peuvent étre également utilisées a trés forte concentration (107 & 10™* M) pour favoriser
la prolifération in vitro des méristémes axillaires en culture d’apex et pour permettre

I’obtention de touffes de bourgeons, ultérieurement fragmentées.
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En raison de I’inhibition de la rhizogenése qu’elles exercent trés généralement, les
cytokinines sont évitées ou employées a trés faible concentration dans les milieux

d’enracinement.

Les cytokinines les plus généralement utilisées sont: la kinétine (6 furfuryl
aminopurine), la benzyladénine (6 benzylaminopurine), la 2 isopentényladénine (2iP) et la

zéatine.

La benzyladénine est souvent employée en raison de sa grande activité et de son faible
cout. Certains auteurs préférent la zéatine qui présente 1’avantage d’étre une substance de

croissance naturelle.
4+ Gibbérellines

Les gibbérellines sont assez peu utilisées en culture in vitro. Elles ont la réputation
d’inhiber 1’organogenése et en particulier la rhizogenése. Cependant, les effets des

gibbérellines semblent varier beaucoup selon leur concentration et le matériel végétal.

Margara (1969) a signalé un effet synergique de la gibbérelline A3 avec les auxines et

les cytokinines sur la caulogenese chez le chou-fleur.

Morel et Muller (1964) ont utilisé 1’acide gibbérellique pour favoriser la reprise de
croissance de méristemes de Pomme de terre cultivés in vitro. Lorsque, chez d’autres espéces
et dans d’autres conditions, les gibbérellines favorisent 1’¢longation des entre-nceuds de la
tige, leur action s’exerce alors au niveau de la zone méristématique subapicale. Enfin elles
entrainent (directement ou indirectement) une stimulation de la zone apicale axiale du

méristéme caulinaire lorsqu’elles déclenchent la floraison.
2.2.4.3. Choix de la composition du milieu en régulateurs de croissance

Le choix des concentrations, des combinaisons, éventuellement des séquences de
régulateurs de croissance, est essentiel pour le déclenchement et la régulation de

I’organogenese (Tableau II).
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Tableau II : Exemples de concentrations en auxines et en cytokinines

Installation de souches tissulaires :
e AIA,AIBouANA 5.10725.10°M ou2,4-D5.10%310° M
e KiouBAO0,107210°M

Culture d’apex ou de méristémes de tige :
1- Reprise de croissance de I’explant - AIB ou ANA 0,107 10°M
-AG 0,107 2 10°M
-KiouBA0,107210°M
2-Prolifération des bourgeons axillaires - BA 10”4 10*M

3- Développement normal des -AIB ou ANA 5.10%110° M
bourgeons et rhizogenese

Néoformation de bourgeons sur une cal :
e AIBouANA0.10°25.10°M
e Ki, BA, 2iP ou zéatine 10 "2 10° M
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Chapitre IV : Transgéneése végétale

1. Introduction

Le génie génétique permet d'introduire dans une cellule un géne qu'elle ne possede pas.
Le fonctionnement de ce géne se traduit habituellement par son expression, c'est-a-dire par la
synthése de la protéine qu'il code. Le génie génétique permet également la suppression ou la
modification de l'expression d'un geéne déja présent dans le génome de la cellule hote. Le

génie génétique peut s'appliquer aux végétaux, aux animaux, aux micro-organismes...

Plusieurs découvertes scientifiques ont permis d'aboutir a 1'obtention de la premiére
plante transgénique en 1983. La compréhension des mécanismes responsables de la galle du
collet, maladie connue depuis I'antiquité, a permis la mise en évidence d'un transfert génétique

naturel. Elle est a 1'origine des techniques de transformation génétique utilisées aujourd'hui.

La transgénese permet d'apporter des solutions a des problémes trés variés. Ils touchent
aussi bien l'agronomie, 1'amélioration des qualités alimentaires, la santé, l'industrie ou

I'environnement.

Les deux principales caractéristiques du génie génétique en comparaison de la sélection

classique basée sur la reproduction sexuée sont :

- Une source de génes étendue. On peut franchir la barriere des especes, des genres et
des régnes. Ainsi, il est possible d'introduire des caractéres qu'il ne serait pas possible

d'introduire par sélection classique.

- Le transfert d'un geéne précis. Elle permet de transférer le seul géne désiré et non de

transférer plusieurs génes comme lors de la reproduction sexuée.
2. Transgénése et construction d’OGM

Une plante transgénique est une plante dont le génome a été modifié par l'introduction
d'un géne qui peut provenir d'une autre plante, d'une bactérie ou de tout autre organisme. Ce
gene peut coder une nouvelle protéine, par exemple un composé toxique pour les insectes
ravageurs, une enzyme qui intervient dans la maturation des fruits, une substance qui bloque

la multiplication d'un virus...
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Un OGM (Organisme Génétiquement Modifi¢) est un organisme vivant dont le génome
a été modifié par génie génétique. Toutes les cellules de cet organisme possedent le géne
étranger. C'est pourquoi cette modification génétique est transmissible a sa descendance. Dans
le cas d'une plante, 'OGM est la plante transgénique et, par extension, toutes ses parties

capables de donner une nouvelle plante (fruits, graines, organes de reproduction végétative).
3. Maladie de la galle du collet et la transgénése naturelle

Smith et Townsend montrent en 1907 que le Crown-gall est causé par une bactérie
Agrobacterium tumefaciens (cancer des plantes) dans la région du collet, c'est-a-dire la zone
de liaison entre la racine et la tige, chez certain nombre de Dicotylédones en particulier chez
les choux (Brassica). Cette tumeur est généralement envahissante, entrainant une nécrose de
la partie aérienne de la plante et finalement sa mort. Une coupe anatomique de la tumeur
montre une multiplication intense des cellules de tous les tissus présents au niveau du collet
trés étroitement liée a une prolifération bactérienne considérable. Cette prolifération
bactérienne est soutenue grace a la production, par les cellules de la tumeur, de molécules
nouvelles car jamais présentes dans une plante saine : les opines. Ces opines servent de
substances nutritives pour les agrobactéries et activent leur multiplication mais la synthése de

ces produits détourne certaines voies du métabolisme normal de la plante.

Ils existent plusieurs souches d’agrobactéries dont les deux plus connues sont
Agrobacterium tumefaciens qui héberge le plasmide Ti (pour tumor inducing), responsable de
la galle de collet et Agrobacterium rhizogenes qui posséde le plasmide Ri (pour root
inducing) et provoque, chez la plante qu’il parasite, le chevelu racinaire, marqué par un
développement anormal a la fois sur le plan quantitatif (nombreuses racines) et qualitatif
(racines gréles) de I’appareil racinaire. Ce sont des bactéries gram-négatif appartenant aux

Eubactéries.
4. Transgénése dirigée

Il existe deux grandes modalités de transformation des cellules végétales: la
transformation indirecte qui fait intervenir des vecteurs biologiques, les agrobactéries,
auxquelles I’expérimentateur confie le soin de transférer le géne et la transformation directe,

sans intermédiaire.
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4.1. Transformation indirecte

La maladie de la galle du collet a inspiré les biologistes molécules pour la mise au point
d’une méthodologie de transformation indirecte des cellules végétales et, par conséquent, des

plantes issues de leur régénération.
4.1.1. Technique de la cointégration

La premiére technique utilisée a été celle de la cointégration (figure 1) cette
méthodologie devait répondre a deux impératifs : réduire la taille des plasmides a manipuler
par rapport au plasmide Ti de départ et supprimer les oncogenes afin d’annuler les effets

désastreux ce plasmide sur I’avenir de la plante.

Pour répondre au premier impératif, la solution a été d’intégrer ’ADN —T dans un
vecteur standard de clonage cher E.coli puis d’insérer a proximité, dans ce méme vecteur, le
fragment d’ADN a transférer. Le vecteur est ensuite introduit dans 1’agrobactérie contenant
ses propres plasmides Ti. Avec un peu de chance, il se produit alors chez 1’agrobactérie une
recombinaison homologue, ce qui a pour conséquence de transférer la construction réalisée
dans un Ti sauvage. Cette agrobactérie reprogrammeée est alors 8 méme de transférer a son
tour son Ti recombinant a la plante. Répondre favorablement au second impératif revient a
provoquer la délétion de la partie onc du plasmide Ti. Lorsque 1’opération est menée avec

succes, on parle alors de Ti désarmé (Figure 27).
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Figure 27 : Etapes de la transformation génétique du Tabac.
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4.1.2. Technique du vecteur binaire

La technique qui vient d’étre décrite est aujourd’hui assez rarement utilisée. On lui
préfere la technique dite du vecteur binaire qui correspond a la coexistence dans la cellule de
deux types de vecteurs : I'un est un Ti désarmé mais possédant ses genes de virulence et
’autre, un vecteur qui portant I’ADN a transférer inséré entre les deux bordures typiques d’un
plasmide Ti. Cette disposition a ¢ét¢é démontré que le transfert résultait d’activités
indépendantes, bien que complémentaires de ’ADN-T et du reste du plasmide Ti. Dans la
majorité des cas de deux genes, I’un étant le géne d’intérét et le second, placé en tandem avec
le premier, étant un géne de repérage ou géne marqueur. Ce second geéne sert « d’étiquette »
au premier parce qu’il est relativement plus facile a identifier par 'une des propriétés de son

expression (Figure 28).

Structure d’un transgéne

BG R BD

ADN-T pNos gene de sélection I_{E}_'I géne a exprimer I_.

Figure 28 : Méthode du vecteur binaire.

4.2. Transformation directe

Des méthodes dites de transfert direct utilisent des moyens physiques ou chimiques pour
permettre la pénétration d'ADN, généralement sous forme de plasmides dans une cellule

végétale. Les plus utilisées sont :
4.2.1. Microinjection

Elle doit étre conduite sur des protoplastes en culture et ceci de fagon individuelle pour
chaque protoplaste a transformer. Un protoplaste est prélevé au sein d’une culture, placé dans

une micro-chambre stérile, et maintenu a I’extrémité d’une canule de verre dont le diamétre
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est bien inférieur a celui du protoplaste. Ce maintien est obtenu grace a une légere dépression
imposée dans la canule par un petit cathéter. A I’extrémité d’une micro-aiguille de verre
contenant I’ADN a injecterest reliée par un cathéter a une seconde seringue dont I’avancée
micrométrique du piston impose une légere supression destinée a libérer le contenu de la
micro-aiguille dans le noyau du protoplaste. Ce dernier est alors libéré, remis en culture, et

suivi jusqu’a la régénération se la plante (Figure 29).

( feuille

régénération d'une
culture du protoplaste plante transgénique

Figure 29 : Microinjection d’un protoplaste.

4.2.2. Biolistique

Le principe consiste a projeter sur des tissus des microparticules de tungsténe ou d'or de
143 um (1 pm = 10°m) de diamétre enrobé d'ADN, a I'aide d'un canon a particules. La force
de propulsion est obtenue soit par explosion d'une poudre dans une balle, soit par détente d'un
gaz sous pression (I'hélium le plus souvent). Certaines des microparticules vont pénétrer dans
les cellules, transportant avec elles 'ADN. Cet ADN doit ensuite atteindre le noyau et s'y

intégrer.

C'est une méthode facile d'emploi qui a permis d'obtenir de nombreuses plantes
transgéniques, notamment chez les monocotylédones, comme le Mais, le Blé, le Riz. C'est
ainsi qu'a été¢ obtenu le premier mais résistant a la pyrale. En revanche, cette méthode a
l'inconvénient de produire des plantes partiellement transformées, appelées chimeéres et

parfois d'engendrer 1'insertion de nombreuses copies du géne d'intérét (Figure 30).
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Figure 30 : Transformation génétique par la biolistique.

4.2.3. Electroporation ou électrotransfert

Cette méthode consiste a soumettre un mélange ADN-protoplastes a un choc électrique
pendant une fraction de seconde. La membrane plasmique se trouve ainsi permeabilisée, ce

qui permet l'intégration de 'ADN dans les cellules.

5. Quels aliments transgéniques trouve-t-on sur le marché international ?

Mais : Résistance aux insectes, tolérance aux herbicides (Afrique du Sud, Argentine, Canada,
Etats- Unis d’Amérique, Union européenne, Argentine, Canada, Etats-Unis d’Amérique,

Union européenne).

Soja : Tolérance aux herbicides (Afrique du Sud, Argentine, Canada, Etats-Unis d’Amérique,

Union européenne (pour la transformation seulement)

Colza : Tolérance aux herbicides (Canada, Etats-Unis d’ Amérique, Australie)
Chicorée : Tolérance aux herbicides Union européenne

Courge : Résistance aux virus Etats-Unis d’ Amérique

Pomme de terre : Résistance aux insectes/ tolérance aux herbicides (Canada, Etats-Unis).
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