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RESUME

L’objectif de ce travail est I’é¢tude des facteurs influengant I’isolement, la purification et la culture
de protoplastes a partir de différents tissus de D. stramonium. Les meilleurs résultats d’isolement
sont ceux obtenus avec les feuilles de vitrosemis agées de 04 mois découpées et mises dans une
solution de macération contenant le milieu MS additionné de 1,5% de cellulase Trichoderma

longibrachiatum, 0,02% de macerozyme R-10, 0,5 M de mannitol et ajusté au pH 5 (9,8 x 106
proto./ g MF dont 92% sont viables). La purification des protoplastes est réalisée sur monocouche
20% de saccharose avec centrifugation a 80% pendant 8 minutes. La culture des protoplastes

purifiés est réalisée a une densité de 10% proto./ml dans le milieu MS contenant 0,18 M de mannitol
+ 0,18 M de glucose + 0,14 M de saccharose + 0,2 mg/l ANA + 0.5 mg/l BAP + 0.2 mg/I de 2,4-
D ajusté au pH 5 et solidifi¢ avec 3,5 g/l d’agarose. Ces conditions de culture permettent d’avoir
les meilleurs taux de viabilité (80%) et d’entrée en divisions (3%) des protoplastes de Datura

stramoniuml au 12°™€ jour de culture.

Mots-clefs : Culture de protoplastes, Datura stramonium, Isolement de protoplastes,
Purification de protoplastes.



SUMMARY

SUMMARY

The objective of this work is to study the factors influencing the isolation, purification and culture
of protoplasts from different tissues of D. stramonium. The best results are those obtained with
isolated from leaves vitrosemis (04 months old) cut and placed in a maceration solution containing
MS medium supplemented with 1.5% cellulase Trichoderma longibrachiatum, 0.02% macerozyme

R-10, 0.5 M mannitol and adjusted to pH 5 (9.8 x 106 proto. / g MF, which 92% are viable).
Purification of protoplasts was performed on monolayer with 20% sucrose and centrifuged to 80%

for 8 minutes. The culture of purified protoplasts was carried out at a density of 104 proto. / ml
in MS medium containing 0.18 M mannitol + 0.18 M glucose + 0.14 M sucrose + 0.2 mg/l NAA
+ 0.5 mg/l BAP + 0.2 mg/l 2,4-D adjusted to pH 5 and solidified with 3.5 g/l of agarose. These
culture conditions allow access to the best viability rates (80%) and entry into divisions (3%) of

oth

D. stramonium protoplasts on the 127 day of culture.

Keywords : Culture of protoplasts, Datura stramonium, protoplast isolation, protoplast
purification.
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Liste des abréviations

ANA : Acide Naphtaléne Acétique.

BAP : 6-Benzylaminopurine.

MF : matierefraiche.

MS : Milieu de culture Murashige et Skoog.

Proto. / g MF : Protoplastes par gramme de matiére fraiche.

Proto. / Ml : protoplates par millilitre.

PT . Protoplastes totaux.

PTCD : Protoplastes totaux issus des cals durs.
PTCF : Protoplastes totaux issus des cals friables.
PTFA : Protoplastes totaux issus des feuilles adultes.
PTJF : Protoplastes totaux issus des jeunes feuilles.
PV : protoplastes viables.

PED : protoplastes entrés en divisions

2,4-D:Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique

Liste des abréviations

11
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Le Datura stramonium L. est une solanacée meédicinale utilisée depuis l'antiquité en
médecine humaine et vétérinaire en raison de sa forte teneur en alcaloides tropaniques
(Verdrager, 1978 ; Doerk et al., 1991 ; Houmani et al., 1994 ; Houmani, 1999; Houmani
et Cosson, 2000). Ces derniers sont des molécules organiques azotées possédant une
réaction alcaline, d’ou leur nom (Guignard et al., 1985 ; Bruneton, 1987). Les alcaloides
tropaniques, dont les plus importants sont 'hyoscyamine et la scopolamine sont utilisés
surtout pour leurs propriétés sédatives et mydriatiques (Herouart et al., 1991).

L’Algérie importe ces substances alors que de nombreuse espéces de solanacées dont
le D. stramonium poussent a I'état sauvage, et peuvent étre valorisées (Houmani, 1999 ;
Amdoun et al., 2005). La production industrielle de ces substances par culture en plein
champ, ou sous serre, ou par les biotechnologies doit d’abord passer par I'obtention et la
sélection de variétés performantes. Ces derniéres peuvent étre obtenues par les méthodes
d’amélioration biotechnologiques a savoir la transgénése, la mutagenése, la polyploidie
et I'hybridation somatique (Zryd, 1988). Les protoplastes de cellules végétales, qui sont
des cellules dépourvues de leurs parois pectocellulosiques (Chupeau et Bourgin, 1980),
constituent un outil avéré pour ce type de méthodes.

L'optimisation d’'un protocole d’obtention de protoplastes viables et capables de
régénérer des plantes entiéres demeure donc une étape décisive. Ainsi ce mémoire a pour
objectif :

Tout d’abord I'obtention du matériel végétal d’ou les protoplastes seront isolés, soit
a partir des feuilles issues de vitrosemis, soit a partir de cals issus de fragments de
feuilles ou d’hypocotyles de vitrosemis.

Ensuite I'optimisation des facteurs influengant l'isolement et la purification des
protoplastes.

Enfin quelques essais de mise en culture.
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Synthése bibliographique.

1. Le Datura stramonium L.

1.1. Généralités sur le Datura stramonium.

Le Datura stramonium L. (Planche 1) est une espéce appartenant a la famille des
Solanacées (Quezel et Santa, 1963) ayant un caryotype 2n = 24 (Baiza et al., 1999).
Plusieurs appellations sont attribuées au D. stramonium dont la Stramoine. C’est une
espéce annuelle poussant aux bords des routes ou en mauvaises herbes des cultures
de solanacées (Houmani et al., 1994). Le D. stramonium est une plante annuelle haute
d’environ un meétre. Sa tige cylindrique est ramifiée, les feuilles de forme ovale-triangulaire
sont alternes aux bords incisés en plusieurs lobes. Les fleurs sont soit blanches (Var. eu-
stramonium) ou violettes (Var. tatula) insérées de maniére solitaire au point de départ des
branches (Quezel et Santa, 1963). Le calice de la fleur est tubulé surmonté d’'une corolle
gamopétale a cinq lobes. Le fruit est une capsule a quatre valves, a maturité il s’ouvre pour
libérer plusieurs graines noires, rugueuses et réniformes.

L'origine de D. stramonium est discutée, certains botanistes tels que Satina et Avery
(1956, in Houmani et al., 1999) rapportent qu’elle est originaire du Mexique et du Sud-Ouest
des Etats Unis d’Amérique.

Cette espéce trouve plusieurs applications en agriculture biologique et en écologie.
Dans le domaine de l'agriculture biologique, le D. stramonium est utilisé comme moyen
de lutte biologique en tant que culture intercalaire, pour lutter contre les nématodes de
la tomate. Elle est également utilisée comme engrais vert, en rotation avec des cultures
sensibles et comme mulch (Duval, 1991). Selon le méme auteur, les extraits des substances
nematicides du D. stramonium peuvent étre appliqués aux racines de la plante susceptible.
L’'allélopathie de D. stramonium peut étre utilisée comme moyen pour le désherbage dans
le cadre de 'agriculture biologique, car les racines de cette espéce libérent des alcaloides
dans le sol qui inhibent toute germination des graines environnantes (Lovett et al., 1989).
Dans le domaine écologique, on peut utiliser le D. stramonium pour désinfecter les sols et
les eaux polluées par les métaux lourds ; ainsi ces derniers sont concentrés sur les parois
cellulaires de la plante (Rolard, 2002).

13
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Planche 1. Datura stramonium L. :

(A) Aspect global, (B) : la fleur (G : x 1,05), (C) : le fruit (G : x 1,65), (D) : les graines
(G:x7,33).

1.2. Amélioration du contenu alcaloidique des Datura par les
biotechnologies.

1.2.1. Mutagenése.

Des irradiations par les rayons X ont été utilisées par Bouami Guennouni Assimi (1986)
dans le but d’obtenir des mutants performants, mais aucune corrélation entre l'irradiation et
le contenu alcaloidique n’a été clairement mise en évidence.

1.2.2. Ploidie.

Le degré de ploidie peut influencer les variations de la teneur alcaloidique. En effet, Mechler
et Kohlenbach (1978) ont observé qu’au méme stade végétatif les teneurs en alcaloides

14
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dans les feuilles des plants haploides de Datura innoxia, de Datura meteloides et de Datura
wrightii étaient plus faibles que dans les feuilles des plants diploides. Il semble que plus
le degré de ploidie augmente, plus la teneur en alcaloides tropanique s’accroit. Ainsi, les
tétraploides montrent un contenu alcaloidique plus important que les diploides (Karnick et
Saxena, 1970 in Melcher et Kohlenbach, 1978). Selon Herouart et al. (1991), la culture
d’anthéres de D. stramonium a permis d’obtenir spontanément des variants diploides avec
un contenu alcaloidique folié élevé, particulierement en scopolamine.

1.2.3. Transgéneése.

Selon Cosson et Kuntzmann-Cougoul (1979), I'inoculation par Agrobacterium tumefaciens
(B6 et T37) de plants de D. metel et D. tatula, a abouti a la formation de tumeurs de Crown-
gall, qui ont été isolées et cultivées en 16 heures d’éclairement journalier a 27°C, avec une
humidité relative de 50%. Trois a quatre mois apres l'infection, les tumeurs extraites des
tiges ont présenté un taux d’alcaloides 5 a 10 fois supérieur a celui du tissu sain des tiges
pour la souche B6, et deux fois plus élevé seulement pour la souche T37. Des plants de D.
stramonium ont pu étre régénérés a partir de tumeurs d’Agrobacterium tumefaciens donnant
ainsi des variétés théoriquement performantes (Bourgaud et al., 1997).

Par ailleurs, le géne de résistance a la kanamycine a été introduit dans les protoplastes
d'une lignée cellulaire de D. innoxia, I'étude a montré que ces mutants résistants a
la kanamycine pouvaient servir de marqueurs génétiques pour la sélection d’hybrides
comportant ce caractére de résistance (Saxena et al., 1990).

Schmidt-Rogge et al. (1993) ont montré lors de leurs travaux que la transformation de
protoplastes de cals de plantes haploides de D. innoxia par un plasmide virale entrainait la
régénération de 95% des cals des plantes transgéniques et 20% des plantes sont restées
haploides. D’autres auteurs ont confirmé que plusieurs espéces de solanacées haploides
(Nicotiana tabacum, Lycopersicon esculentum, Petunia hybrida) répondaient bien a ce
type de manipulation, car elles représentaient un tissu stable en culture, ou d’éventuelles
mutations pouvaient étre détectées (Vasil, 1984 in Schmidt-Rogge et al., 1993).

1.3. Callogénése.

Selon Rodrigues et al. (1991), des fragments d’hyopocotyles de Datura insignis ont présenté
les meilleurs pourcentages de callogénése sur milieu MS contenant 0,25 mg/l de BA et 1
mg/l ’ANA. Pour Demeyer et al. (1992), les meilleurs rendements en cals pour la variété
D. stramonium sont obtenus avec les fragments d’hyopocotyles cultivés sur le milieu MS
contenant 0,5 mg/l de 2,4-D et 0,1 mg/l de BAP (dans I'obscurité). En outre, Slaoui et al.
(2006) ont monté que chez D. stramonium, les meilleures surfaces moyennes des cals, sont

obtenues pour les fragments d’hypocotyles (265 mm2) cultivés sur milieu MS contenant 0,2

mg/l d’ANA, et pour les fragments de feuilles (236 mm2) sur le milieu contenant 0,2 mg/l
d’ANA et 1 mg/l de BAP.

2. Les protoplastes de cellules végétales.

Les protoplastes sont des cellules débarrassées de leurs parois pectocellulosiques. Aprés
régénération des parois, ils conservent toutes les potentialités des cellules végétales a se

15
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régénérer et donner des plantes entiéres (Nassour et Dorion, 2002 ; Davey et al., 2005).
lls sont trés utilisés en biotechnologies d’amélioration (mutagenése, ploidie et transgénése)
par rapport aux autres types de matériel végétal (organes entiers, cals, cellules végétales).
Donc, les protoplastes constituent un outil de choix en biotechnologies (Millam et al., 1995 ;
Davey et al., 2005 ; Reddy et al., 2006 ; Ramirez-Benitez et al., 2009).

Utilisation des protoplastes en biotechnologies végétales.

L'état réellement dissocié et I'absence de la paroi pectocellulosique des protoplastes
devraient considérablement augmenter la puissance de certaines techniques classiques
afin de régénérer, d’augmenter la variabilité génétique, la production et la sélection de
mutants. L'utilisation des protoplastes a offert une nouvelle possibilité d’étendre aux cellules
végétales divers procédés « parasexuels » de combinaisons d’information génétiques
d’'origines diverses tel que lintroduction d’ADN étranger, et la fusion de protoplastes
(Chupeau et Bourgin, 1980).

2.1.1. Régénération de plantes.

Plusieurs espéeces végeétales d’'un grand intérét agronomique étaient récalcitrantes a leur
régénération via les protoplastes du parenchyme foliaire surtout les espéces appartenant
aux familles des Poacées et des Fabacées (Gamborg et al., 1973 ; Chupeau et Bourgin,
1980). Toutefois, durant ces derniéres années, la liste des espéces végétales régénérées
a partir de protoplastes ne cesse de se rallonger (Srinivasan et Vasil, 1986 ; Masson et al.,
1987 ; Rhodes et al., 1988 ; Makoto et Funatsuki, 1994 ; Sahgal et al., 1994 ; Komai et
al., 1996 ; Liu et Zhu, 2000 ; Mizuhiro et al., 2001 ; Davey et al., 2005). Ceci grace aux
milieux de culture optimisant la croissance de la biomasse in vitro et les conditions de culture
déclenchant la néoformation d’embryons ou de bourgeons a partir des tissus cultivés in vitro
(Chupeau et Bourgin, 1980). Citons a titre d’exemples les travaux de Von Keller et al. (1997)
pour le tournesol (Poacées) et Assani et al. (2002) pour la banane. Chang et Loesher (1991)
sur la pomme de terre et Pan et al. (2003) sur les plantes médicinales (Artemisia judaica
et Echinops spinosissima).

2.1. 2. Mutagenése et sélection in vitro de mutants biochimiquement définis.

Chaque protoplaste mis en culture reforme une colonie pluricellulaire. Donc, I'état de cellules
« réellement dissocié » n’est qu’un état transitoire. Aprés un traitement mutagéne sur un
protoplaste, la descendance de ce dernier comportera a la fois des cellules mutées ou non.
Pour eviter ces colonies en chimere, des travaux ont montré la possibilité d’obtenir des
mutants biochimiquement définis a partir de protoplastes. Ceci par le traitement des colonies
cellulaires issues de protoplastes par un agent mutagéne puis le transfert des microcals
obtenus sur milieu induisant la régénération. Ainsi, par ce procédé, des plants de tabacs
mutants résistants au feu bactérien ont été obtenus par une équipe Américaine en 1973
(Chupeau et Bourgin, 1980). Donc, 'emploi de protoplastes est susceptible de contribuer
a faciliter les procédés de production et de sélection de mutants biochimiques (Bourgin,
1978 ; Davey et al., 2005).

2.1.3. Introduction de ’'ADN de microorganismes et d’organites étrangers.

En raison de I'absence de leur paroi pectocellulosique, les protoplastes ont la capacité
d’absorber de 'ADN sans que celui-ci ne soit trop dégradé (Lurquin, 1977). Les études
les plus avancées dans ce domaine sont probablement celles qui font appel a 'ADN
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du plasmide de virulence d’Agrobacterium tumefaciens. En effet, il est possible de faire
absorber a des protoplastes une fraction appropriée d’ADN, en utilisant 'A. tumefaciens
comme vecteur afin d’'introduire dans une cellule végétale n'importe quel géne étranger
(Cheng et al., 2004 in Davey et al., 2005). Ainsi, Ellouz et al. (1994) ont réussi l'introduction
de caractéres de résistance a certaines viroses affectant la pomme de terre par le transfert
d’ADN dans les protoplastes, puis leur régénération en plantes transgéniques. Aussi, un
savoir faire considérable a été acquis par les virologues en utilisant les virus a ADN
comme vecteur dans leurs études sur I'infection synchrone de suspensions de protoplastes
d’espéces variées par les virus les plus divers (Foxe et Prakash, 1983 ; Schirawski et al.,
2000 ; Sarawaneeyaruk et al., 2009 ; Wang et al., 2009 ; Yvon et al., 2009).

2.1.4. Fusion de protoplastes et ses conséquences.

L'intérét de la fusion des protoplastes, appelée I'hybridation somatique, réside dans
la manipulation de 'ADN des organites cytoplasmiques (chloroplastes, mitochondries).
Plusieurs travaux comme ceux de De Filippis et al. (2000) ont décrit I'intérét de I'électrofusion
(utilisation d’'un champ magnétique électrique) comparée a la fusion chimique (polyéthyléne
glycol).

L'application de la fusion des protoplastes s’est étendue a plusieurs familles d’intérét
agronomique telles que les Poacées (Evans et al., 1973 ; Kihara et Funatsuki, 1995 ; Zhou
et al., 2001), les solanacées (Collonnier et al., 2001; Fock et al., 2001 ; Collonnier et al.,
2003 ; Sun et al., 2005) particuliérement le D. innoxia (Du et al.,1991), les Brassica (Hu et
al., 2002 ; Quian et al., 2003) et les Citrus (Guo et al., 2002 ; Liu et Deng, 2002 ; Guo et
al., 2004).

2.2. Protoplastes chez le Datura.

Les études de Scheider et al. (1975) et Widholm et al. (1978) rapportées par Furner
et al. (1978) ont montré que des tissus de plants haploides de D. innoxia (cals
friables, suspensions cellulaires) offraient un modeéle pour les manipulations génétiques et
somatiques. Les protoplastes des suspensions cellulaires ont été utilisés pour les études
de caryologie parce que le degré de ploidie restait préservé dans ces tissus ainsi que dans
les protoplastes qui en dérivaient.

Les conditions d’isolement et de culture de protoplastes ont été également étudiées par
ces chercheurs, les protoplastes ont été cultivés sur le milieu B5 additionné de 0,3 M de

mannitol a une densité variant entre 2 x 10'5 et5x 10'5. Ces protoplastes ont commencé a
se diviser apres 24 heures et au bout de deux divisions (5 jours) une importante fréquence
de formation de colonies cellulaires a été observée ainsi qu’un début d’organogenése aprés
deux semaines de transfert des colonies cellulaires sur un milieu de régénération (B5
modifié), ou une différenciation de tiges a partir de ces cals a été observée.

3. Les facteurs influencant I'isolement des
protoplastes.
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3.1. Nature et concentration des enzymes.
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L'obtention de protoplastes nécessite I'élimination de la paroi pectocellulosique tout en
préservant l'intégrité de la cellule ; ceci n’est atteint qu’en optimisant le choix des enzymes
(Liu et Zhu, 2000 ; Kamoun-Mehri, 2001), et leurs concentrations (Liu et Zhu, 2000).

3.1.1. Nature des enzymes.

La découverte et la commercialisation d’enzymes spécifiques digérant les parois cellulaires
ont entrainé le développement des méthodes enzymatiques qui, peu a peu ont supplanté
les méthodes mécaniques (Takebe et al., 1968).

Plusieurs chercheurs ont examiné l'activité enzymatique du suc digestif d’escargot sur
les parois des fibres de tabac. Il a été démontré que le suc est un mélange de plus de
trente enzymes différentes (Holden et Tracey, 1950 ; Anderson et Millbank, 1966 in Harada,
1972). Ainsi, ce suc a été utilisé avec succés pour l'isolement des protoplastes (Robinson
et Deacon, 2001).

Deux catégories d’enzymes existent : les cellulases et les pectinases. Les cellulases
provoquent la digestion du matériel pariétal cellulosique, elles sont le plus souvent extraites
des champignons tel que Myrothercium verrucacia et Trichoderma viride. Les pectinases
extraites de Rhizopus (ou macerases ou macérozymes) provoquent la libération des cellules
en digérant les composeés pectiques de la lamelle moyenne. L'efficacité de ces enzymes est
variable selon leur provenance (Eriksson, 1986).

Selon Kanai et Edwards (1973) et Okuno et Furusawa (1977), les protoplastes ont pu
étre isolés a partir des feuilles de monocotylédones en utilisant des cellulases extraites
d’Asperqgillus japonicus.

La pureté des enzymes représente un facteur important a prendre en compte, car il
influe sur l'isolement, la viabilité, la capacité a synthétiser une paroi cellulaire et I'entrée en
divisions des protoplastes (Ishii et Mogi, 1983 ; Liu et Zhu, 2000).

3.1.2. Concentration enzymatique.

Les concentrations d’enzymes utilisées dépendent de I'age (Davey et al., 2005) et de la
nature du tissu (Benbadis et Bauman, 1973 ; Kamoun-Mehri, 2001). En effet, les jeunes
tissus et explants, extrémités des racines (Xu et al., 1982) ou d’hypocotyles (Glimelius,
1984) nécessitent de basses concentrations d’enzymes et une petite durée de traitement
comparés aux larges feuilles des plantes matures (Sinha et al., 2003 in Davey et al., 2005).

La concentration des enzymes est étroitement liée au temps d’incubation (Liu et
Zhu, 2000 ; Liging et al., 2005). En effet, les basses concentrations d’enzymes se sont
accompagnées de longues durées de traitements que certaines cellules supportaient
alors que d’autres ne toléraient pas. Certains auteurs ont recommandé d’ajuster les
concentrations des enzymes afin d’optimiser le rendement et la viabilité des protoplastes
(Kamoun-Mehri, 2001).

Les conditions favorables a l'isolement de protoplastes des plantes a alcaloides
cultivées in vitro ont été recherchées par Yamada et Nakaminami (1973) entre autre le tabac
(Nicotiana tabacum) et le D. tatula. Les résultats ont montré que les meilleures conditions
d’'isolement des protoplastes a partir d’anthéres de D. tatu la ont été les mémes que celles
du tabac (parenchyme folié) en utilisant 5% de cellulase Trichoderma viride et 0,1% de
macérozyme Rhizopus sp. Cependant, la B-1,3 glucanase qui a été trés efficace pour
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l'isolement des protoplastes de levure (Saccharomyces cerevisae) n’a dégradé la paroi
pectocellulosique d’aucune de ces plantes.

Saxena et King (1985), ont isolé des protoplastes de D. innoxia a partir de suspensions
cellulaires dans une solution enzymatique composée de 1% de cellulase Onozuka RS, 0,5%
de cellulase Onozuka R-10 et 0,5% de macérozyme R-10.

Chez les solanacées entre autre la pomme de terre et le tabac la cellulase a été
généralement utilisée a la concentration de 1% a 1,5% et la macérozyme entre 0,01% a
0,2% (Kikuta et al., 1983 ; Ellouze et al., 1994).

3.1.3. Action séquentielle et simultanée.

L’action simultanée consiste a soumettre les tissus a I'action des deux enzymes en méme
temps (Power et Coking, 1970). Dans certains cas on peut dissocier les deux types
d’enzymes et effectuer un traitement dit « séquentiel » qui consiste a libérer les cellules
en traitant les tissus par la macerase, puis a soumettre les cellules isolées aux effets de
la cellulase pour permettre la libération des protoplastes (Takebe et al., 1968 ; Nagata et
Takebe, 1970).

L'action simultanée des deux enzymes (cellulase et macerase) a donné des
rendements élevés en protoplastes a partir des tissus de feuilles de tabac (Eriksson, 1986).
En effet un rendement important en protoplastes provenant de tissus agés de tige de
Nicotiana glutinosa a pu étre atteint a partir d’'une solution enzymatique composée de
macérozyme 2% et 5% de cellulase (Gigot et al., 1972).

Kamoun-Mehri (2001) a démontré que chez Prunus cerasus, la digestion des tissus du
mesophylle foliaire nécessitait I'action simultanée de la cellulase Onozuka RS et pectolyase
Y-23, tandis que les protoplastes de cals du méme matériel végétal ont pu étre isolés avec
une préparation de cellulase RS et de macérozyme R-10.

Un mélange d’enzymes dégradant les parois pectocellulosiques est nécessaire pour
I'obtention de protoplastes viables, mais I'action de ces enzymes cellulosiques et pectiques
dépend de la structure de la paroi et est donc tributaire du tissu source (Assani et al., 2001)
et du temps d’incubation (Park et Han, 1986 ; Liu et Zhu, 2000). D’ou I'importance des
conditions de culture des tissus d’une part, et de la pureté des enzymes utilisées d’autre
part (Kamoun-Mehri, 2001).

D’aprés Ishii et Mogi (1983), la constitution de la paroi cellulaire chez les
monocotylédones est différente de celle des dicotylédones. A cet effet la combinaison
des pectinases et des cellulases sont essentielles a la dégradation de la paroi chez les
dicotylédones. Chez les monocotylédones, seules les cellulases extraites d’Aspergillus
Japonicus sont suffisantes pour isoler les protoplastes a partir du mesophylle foliaire (Geballe
et Galston, 1982 in Ishii, 1989).

Concentration de I’agent plasmolysant.

L’agent plasmolysant provoque des changements de structure du plasmalemme, il ne doit
pas étre toxique et le moins possible métabolisable (Zryd, 1988). Les agents plasmolysants
couramment utilisés sont les oses-alcool : mannitol et sorbitol. Leurs concentrations
dépendent généralement de I'age du tissu (Gamborg et Mailler, 1973 ; Smith et al., 1984).
Une concentration supérieure a 0,6 M sur le tabac a entrainé un retard de dédifférenciation
cellulaire et une réduction du taux de la prolifération (Meyer et Abel., 1975). Le parenchyme
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foliaire de certaines solanacées (pomme de terre, tabac, D. innoxia) a commencé a
plasmolyser a 0,5 M de mannitol (Furner et al., 1978 ; Chupeau et Bourgin, 1980 ; Smith
et al.,, 1984 ; Saxena et King, 1985; Ellouz et al., 1994).

3.3. Temps d’agitation.

Le temps d’agitation reste un facteur déterminant du rendement en protoplastes (Uchimiya
et Murachige, 1974 ; Park et Han, 1986 ; Chabane et al., 2007). En effet chez les plantes
médicinales, les protoplastes de cals de Echinacea augustifolia ont nécessité huit heures

d’agitation a 50 rpm pour atteindre un rendement de 5 x 105 proto./g MF (Liging et al., 2005).
Des rendements maximums en protoplastes viables variant de 70% -75% ont été obtenus
aprés trois heures d’agitation a 100 rpm pour le tabac (Nicotiana tabacum), le D. tatula
(Yamada et Nakaminami, 1973 ; Uchimiya et Murashige, 1974 ; Saxena et King, 1985), et
pour la pomme de terre (Kikuta et al., 1983).

3.4. PH de la solution de macération.

Le pH de la solution de macération affecte I'activité enzymatique et donc le rendement en
protoplastes (Hohe et Reski, 2002 ; Sinha et al., 2003 ; Chabane et al., 2007). Une étude
menée par Park et Han (1986) sur les conditions optimales d’isolement et de viabilité des
protoplastes du mesophylle de I'hybride Populus alba x P. glandulosa a montré que le pH

optimal a été de 5,6 , avec un rendement de 2,75 x 106 proto./g MF avec plus de 93%
de protoplastes viables. Pour certaines solanacées (tabac, Datura) le pH optimum de la
solution de macération a été situé entre 4,7 et 5,8 , les valeurs inférieures ou dépassant cette
marge ont été responsables de la diminution des rendements en protoplastes (Uchimiya et
Murashige, 1974 ; Saxena et King, 1985).

3.5. Age et nature du tissu.
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L’age du tissu est un facteur déterminant du rendement et de la viabilité des protoplastes
(Shahin, 1985 ; Buiteveld et Creemers-Molenaar, 1994 ; Assani et al., 2002), Celui-ci
influence la complexité de la structure de la paroi cellulaire (Eriksson, 1986), la capacité des
protoplastes a exprimer leur totipotence (Davey et al., 2005), ainsi que leur développement
en plantes fertiles. Ainsi les rendements diminuaient chez les tissus agés (Liu et Zhu, 2000 ;
Nassour et Dorion, 2002). En effet, un tissu &gé avait une faible capacité de totipotence
(Davey et al., 2005) ainsi qu’un faible développement. Lorsque la plante du tabac dépassait
20 jours, il était difficile de retirer I'épiderme (Shaskolsayae et al., 1972).

Des tissus de différentes natures peuvent étre utilisés pour I'isolement des protoplastes.
En effet, ces derniers ont pu étre isolés a partir de feuilles, de pétales, de pétioles, de
coléoptiles, de nodules, de racines, et de cals. Chez le palmier a 'huile (Eleeis guineensis
J.)les jeunes feuilles ont donné un rendement bas en protoplastes , par contre celui
des rachis était meilleur (Vouyouklis, 1981). Chez les jeunes fragments d’épicotyles et
d’hypocotyles de Vigna unguiculata, les divisions de protoplastes ont été plus rapides que
ceux du mesophylle (Roy et De, 1983). Certains auteurs ont recommandé les plants issus de
Iin vitro comme matériel de choix pour I'obtention de protoplastes (Ellouz et al., 1994 ). En
outre, les suspensions cellulaires restent le matériel préféré pour I'isolement de protoplastes
notamment chez le riz (Tang et al., 2001 in Davey et al., 2005) et le D. innoxia (Schieder,
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1976 ; Mii et al., 1985 ; Saxena et King, 1985 ; Elavumoottili et al., 1988 ; Ando et al.,
1989 ; Schmidt-Rogge et al., 1993). Ceci grace a leur totipotence (Assani et al., 2002) et
parce qu’elles représentent déja un matériel de départ sain et dissocié (Furner et al., 1978 ;
Davey et al., 2005).

4. Les facteurs influengant la purification des
protoplastes.

4.1. Nombre de tours et temps de centrifugation.

La purification permet de séparer a la fin de l'incubation les protoplastes intacts des débris
cellulaires, et le principe de base de la purification des protoplastes par centrifugation repose
sur le fait que leur comportement differe selon leur densité. Les protoplastes fortement
vacuolisés sont légers et ont tendance a flotter tandis que les plus denses sédimentent
(Zryd, 1988).

Les protoplastes du parenchyme foliaire (pomme de terre, tabac) ont sédimenté dans
un milieu a 8% de mannitol. Ce processus a pu étre accéléré par une faible vitesse de
centrifugation inférieure @ 100 x g (Kikuta et al., 1983 ; Eriksson, 1986). Cette derniére durant
7 a 10 min a donné une bande superficielle de protoplastes contenant trés peu de débris.

Chez certaines plantes médicinales (Artemisia Judaica L. et Echinops spinosissimus
Turra.), a une centrifugation de 120 x g /min, les protoplastes viables ont formé une bande
a l'interphase entre le mannitol et le saccharose d’ou ils ont été récupérés pour étre mis en
culture (Pan et al., 2003). Chez le D. innoxia le méme résultat a été obtenu avec 120 x g
pendant cing minutes d’agitation (Saxena et King, 1985 ; Saxena et al., 1990).

4.2. Concentration du saccharose.

La concentration du saccharose influence de maniére significative la purification des
protoplastes. La plupart des protoplastes vacuolés flottent souvent dans une solution de
saccharose a une concentration de 15-20% (Eriksson, 1986). Pour le tabac et le D. innoxia,
les protoplastes flottent entre 20-22% (Evans et al., 1973 ; Saxena et King, 1985 ; Saxena
et al., 1990).

L'effet de différentes concentrations de saccharose sur la densité des protoplastes
viables purifiés a été étudié par Park et Han (1986) sur I'’hybride Populus albas x Populus
glandulosa, les résultats ont montré que parmi les concentrations : 0,4 M (13,7%) a 0,8 M
(27,4%), 'optimum s’est situé a la concentration de 0,6 M (20,5%) de saccharose. Cette

derniére permet I'obtention de 14,1 x 105

et 2,8 % de débris.

protoplastes avec 96,2 % de protoplastes viables

5. Les facteurs influencant la culture des protoplastes
et la régénération.
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5.1.

La culture des protoplastes est semblable a celle des cellules végétales.La reformation
de la paroi cellulaire commence dés que les protoplastes ne sont plus en contact avec la
cellulase (Davey et al., 2005). C’est aprés la premiére division cellulaire des protoplastes
que la paroi retrouve sa structure normale. Les cellules régénérées ne sont transférées
sur un milieu sans agent plasmolysant qu'aprés deux ou trois semaines de culture. Les
protoplastes peuvent étre cultivés sur milieu liquide ou semi-solide (Adams et Townsend,
1983 ; Eriksson, 1986). Les protoplastes mis en culture dans un milieu gélosé forment des
colonies au bout de quelques semaines, c’est a partir de ces colonies qu’on a pu régénérer
des plants entiers (Chupeau et Bourgin, 1980).

Par ailleurs, la culture des protoplastes est influencée par plusieurs facteurs :

Densité de semis.

Les protoplastes ont été cultivés a des densités variables selon I'espéce et la composition
du milieu (Buiteveld et Creemers-Molenaar, 1994 ; Yang et Laliberté, 1996 ; Von Keller et al.,
1997 ; Schween et al., 2003 ; Davey et al., 2005). Chez le tabac, le D. innoxia et certaines
plantes médicinales, il était nécessaire de cultiver les protoplastes a des densités élevées (5

X 104 a 105 protoplastes par millilitre de milieu de culture) afin d’atteindre des rendements

compris entre 50% et 90% (Chupeau et Bourgin, 1980 ; Saxena et King, 1985 ; Sahgal et
al., 1994 ; Pan et al., 2003 ; Sun et al., 2005).

Galbraith et al. (1984) ont cultivé des protoplastes de tabac a des densités de 4 x 104

adx 105. Environ 70% des protoplastes cultivés a des densités allant de 1 a 4 x 104 sont
restés viables et ont synthétisé une nouvelle paroi aprés 48 heures et 65% des cellules sont

rentrées en divisions aprés 7 jours. Les protoplastes cultivés a la densité de 105 étaient

morts aprés 24 heures.

5.2. Composition du milieu de culture
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5.2.1. Concentration du nitrate d’ammonium.

Meyer et Abel (1975) ont testé deux milieux de culture différents sur les protoplastes du

tabac, le premier sans NHy * et le deuxiéme en est pourvu. Dans le milieu sans NHy4 et

contenant 1 g/l de saccharose, les protoplastes ont reformé une pseudo paroi et se sont
divisés 2 a 3 fois, alors que dans le milieu avec NHy4 et 30 g/l de saccharose, les cellules

ont reformé une paroi rigide et se sont divisées.

Eriksson (1986) rapporte que le nitrate d'ammonium (NH4NO3) est favorable pour la

régénération de la paroi cellulaire des protoplastes de certaines espéces comme Solanum
nigrum (Nehls, 1978 in Eriksson, 1986). Cependant, il peut étre parfois défavorable pour
d’autres espéces comme Solanum tuberosum (Shepard et al., 1979 in Eriksson, 1986).

5.2.2. Concentration des sucres.

La nature et la concentration des sucres sont un facteur critique pour I'initiation des divisions
cellulaires (Nagy et Maliga, 1976).
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Rangil et Gordon (1986, in Khelifi et Favre, 1995) ont signalé que la combinaison
d’'un sucre métabolisable tel que le glucose et d’un agent osmotique comme le mannitol
constituait une balance glucidique satisfaisante pour les exigences des protoplastes.

Le glucose sert d’'osmoticum et de source de carbone, alors que le saccharose, utilisé
seul génére un niveau élevé de toxicité dans le milieu (Eriksson, 1986, Medea (1983, in
Kouider et al., 1984)) ont rapporté que 60 g/l de glucose dans le milieu de culture de
protoplastes de Malus domestica ont favorisé la division d’'un nombre élevé de cellules. Pour
la pomme de terre, les divisions ont commencé a partir du quatriéme jour dans un milieu
contenant 15 g/l de glucose et 5 g/l d’inositol (Eriksson, 1986). Pour les protoplastes du
mesophylle de Nicotiana glauca, il a été recommandé d’utiliser des concentrations basses
de saccharose (9,52 g/l) (Sahgal et al., 1994).

5.2.3. Concentration des hormones.

Certains auteurs ont affirmé que la combinaison des auxines et des cytokinines était
nécessaire a la reformation de la paroi et I'induction des premiéres divisions chez la tomate,
le tabac et le D. innoxia (Nagata et Takebe, 1970; Saxena et King, 1985; Shahin, 1985).

Pour une meilleure régénération de la paroi, le milieu doit étre riche en substances de
croissances. Les meilleurs résultats sur le tabac ont été obtenus avec 3 mg/l d’ANA et 1
mg/l de BAP (Nagata et Takebe, 1970 ; Chupeau et Bourgin, 1980 ; Sahgal et al., 1994).
Pour le D. innoxia, Mii et al. (1985) ont utilisé de 1 a 2,5 mg/l de 2,4-D et de 0,01 a 1 mg/I
de BAP. Pour la méme espéce, Saxena et King (1985) ont recommandé la combinaison de
1 mg/l de 2,4-D, 0,5 mg/l d’ANA et 0,4 mg/l de BAP.

Chez la tomate (Tabaeizadeh et al., 1984 ; Shahin, 1985 ) et la pomme de terre (Nagata
et Takebe, 1970 ; Nagy et Maliga., 1976), ce sont les concentrations d’ANA entre 0,2-1 mg/
| et de BAP entre 0,2-0,5 mg/l et de 2,4-D entre 0,5 et 1 mg/l qui ont induit les premiéres
divisions et ont favorisé la formation de microcolonies.

Pan et al. (2003) ont rapporté que chez les plantes médicinales, Artemisia Judaica L.
et Echinops spinosissimus Turra., les premiéres divisions des protoplastes du mesophylle
ainsi que la formation de colonies cellulaires réclamaient la présence d’ANA (0,93 mg/l) et
de BAP (0,56 mg/l) pour A. Judaica et du 2,4-D (1,1 mg/l) et de BAP (0,56 mg/l) pour E.
Spinosissimus.

5.3. PH du milieu de culture.

Les pH compris entre 4,6 et 5,9 ont été recommandés pour les milieux de culture des
protoplastes (Uchimiya et Murashige, 1974 ; Eriksson, 1986 ; Sinha et al., 2003 ).
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au laboratoire des ressources genetiques et biotrechnologie (LGB)
du département de phytotechnie de TENSA.

1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de graines matures d’'une population spontanée
de D. stramonium récoltées en octobre 2003 a I'étage bioclimatique sub humide (Beni-

messous).
Pour I'obtention de vitrosemis, les graines sont scarifiées avec du papier verre (point
80 mm) selon le protocole adopté par Slaoui et al. (2006). Puis elles sont désinfectées a

I'éthanol (70%) pendant 30 secondes ; a I'hypochlorite de sodium (12°) pendant 10 minutes,
rincées trois fois a I'eau distillée stérile et enfin séchées sur du papier filtre stérile.

Les graines sont semées dans des tubes contenant chacun 20 ml de milieu MS
(Murashige et Skoog, 1962)(Annexe 29) préalablement stérilisé. Ce milieu contient 20 g /I
de saccharose et 7 g /l de gélose (agar-agar).

Les cultures sont mises dans une chambre de culture 4 une tempeérature de 25 = 2°C et sous

une photopériode de 16 heures de lumiére.

2. Callogéneése
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Deux types d’explants : fragments d’hypocotyles et de feuilles, issus de vitrosemis ageés de
deux mois sont utilisés pour étudier la callogénése. Les fragments d’hypocotyles d’environs

. , . 2 .
0,5 cm de longueur et les fragments de feuilles d’environs 1 cm”™ de surface sont cultivés
sur trois milieux de culture MS selon les balances hormonales suivantes utilisées par Saibi

(2008) :
T1:MS + 0,2 mg/l ’ANA.
T2 : MS + 0,2 mg/l ’ANA +1 mg/l de BAP.
T3 : MS + 0,2 mg/l ’ANA +2 mg/l de BAP.

Les explants sont cultives dans des boites de petri a raison de cing fragments par explant et par
traitement. La callogeénése est réalisée dans |'obscurite totale a 25 = 2°C.

Les paramétres mesurés sont la surface moyenne des cals exprimée en mm? (longueur
x largeur du rectangle circonscrit a la projection du cal sur le milieu de culture).
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3. Facteurs influencant I'isolement des protoplastes a
partir des feuilles de vitrosemis et des cals.

3.1.

Les poids des feuilles et des cals utilisés sont respectivement de 0,5 g pour les feuilles des
vitrosemis et 1 g pour les cals.

Nature de la cellulase et durée de macération : essai préliminaire.

Les feuilles sont prélevées sur des vitrosemis de D. stramonium ageés de quatre mois et les
cals d’hypocotyles sont agées de 63 jours.

Selon les travaux sur les solanacées de Kikuta et al. (1983) et Ellouze et al. (1994), ce
sont les concentrations 1,5% et 0,01% pour la cellulase et la macérozyme respectivement
qui son retenues.

Deux tvpes de cellulases sont testées, Trichoderma longibrachiatum et Aspergillus niger avec une

vitesse d’agitation de 100 rpm a 27% £ 1°C et pendant une durée de maceération de six heures.

La solution de macération contient 10 ml de milieu MS sans saccharose additionnée
de 0,6 M de mannitol, 0,01% de macérozyme R-10 (Rhizopus sp) et 1,5% de cellulase
(Trichoderma longibrachiatum ou Aspergillus niger) avec un pH de 5 (Kikuta et al., 1983).
Les observations sont faites chaque heure afin de dénombrer les protoplastes totaux et
viables (1 a 6 heures).

3.2. Concentration de I’agent plasmolysant : le mannitol.

Pour les parties 3.2 ; 3.3 et 3.4 les feuilles utilisées sont prélevées sur des vitrosemis agés
de 1 mois (FJ : feuilles jeunes) et 4 mois (FA : feuilles adultes) ; et les cals friables (CF) et
durs (CD) sont &gés de 63 jours.

Du fait que les cellules d’'un organe ne réagissent pas de la méme fagon aux chocs
osmotiques, on a testé les concentrations de mannitol de : 0,4 M, 0,5 M, 0,6 M, 0,7 M et
0,8 M.

Les limbes des feuilles de vitrosemis et les cals sont finement coupés et ajoutés dans
10 ml de solution de macération a pH 5 précédemment citée (avec la cellulase Trichoderma
longibrachiatum), mais avec les différentes concentrations de mannitol. La solution est mise
en agitation a 100 rpm pendant trois heures a 27°C + 1°C (dans un incubateur).

3.3. Concentration des enzymes

Essai avec la cellulase : Tout en fixant la concentration de la macérozyme a 0,01%, et
celle du mannitol a 0,5 M, quatre concentrations de cellulases Trichoderma longibrachiatum
sont testées : 0,5% - 1% - 1,5% et 2% pour les feuilles et les cals.

Les autres composants de la solution ainsi que les conditions de macération restent
les mémes que précédemment.

Essai avec la macérozyme : quatre concentrations de macérozyme R-10 (Rhizopus
sp) sont étudiées (0,005% - 0,01% - 0,015% - 0,02%) selon le méme protocole utilisé pour

25



Isolement, Purification et culture de protoplastes de Datura stramonium L.

3.4.

la cellulase (Trichoderma longirbachiatum) tout en retenant la meilleure concentration de
cette derniére lors du précédant essai sur chaque type de tissu.

Les autres composants de la solution ainsi que les conditions de macération restent
les mémes que précédemment.

PH de la solution de macération.

3.5.

Deux pH de la solution de macération : 5 et 5,6 sont étudiés. Les différentes concentrations
enzymatiques utilisées (d’apres les résultats des parties précédentes) sont :

1,5% de cellulase (T. longibrachiatum) et 0,02% de macérozyme R-10 pour les
feuilles adultes (04 mois)

1% de cellulase (T. longibrachiatum) et 0,02% de macérozyme R-10 pour les feuilles
jeunes (01 mois)

1,5% de cellulase (T. longibrachiatum) et 0,01% de macérozyme R-10 pour les cals
durs.

2% de cellulase (T. longibrachiatum) et 0,01% de macérozyme R-10 pour les cals
friables.

Les autres composants de la solution ainsi que les conditions de macération restent les
mémes que précédemment.

Découpage ou non du matériel végétal.

3.6.

Les protoplastes sont isolés a partir de feuilles (agées de 4 et 1 mois) et des cals (durs et
friables agés de 63 et 21 jours respectivement) découpés ou non découpés.

La solution de macération étant composée du milieu MS a pH 5 et 0,5 M de mannitol.
Les concentrations des enzymes ainsi que les conditions de macération restent les mémes
que précédemment (partie 3.4).

Nature du tissu et age des feuilles.

Pour la nature du tissu, sont utilisés: des feuilles (découpées) issues de vitrosemis agés
de 04 mois (feuilles adultes) et 1 mois (feuilles jeunes) et des cals durs (découpés)
d’hypocotyles (63 jours) ainsi que des cals friables (21 jours).

Pour I'age des feuilles, sont pris en considération : les feuilles agées de 4 et un mois.

Les composants de la solution ainsi que les conditions de macération restent les mémes
que précédemment (voire partie 3.4)

4. Etude de quelques facteurs influencant la
purification des protoplastes de feuilles de Datura
stramonium.
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Les feuilles agées de 04 mois découpées sont retenues pour le reste des essais vu la
supériorité des rendements en protoplastes totaux et viables obtenus par rapport aux autres
types de matériel végétal utilisés.

Aussi la solution de macération retenue est composée du milieu MS ; 0,5 M de mannitol ;
1,5% de cellulase ; 0,02% de macérozyme avec un pH de 5.

La purification des protoplastes de feuilles s’est faite en deux temps : d’abord une
prépurification durant laquelle la solution enzymatique est filtrée et débarrassée des gros
débris, puis la purification proprement dite sur gradient discontinu ou monocouche de
saccharose qui permet la récupération des protoplastes uniquement.

Ces deux opérations se sont déroulées en conditions stériles :

Stérilisation de la solution de macération : le milieu MS additionné de 0,5 M de
mannitol au pH 5 est stérilisé par autoclavage puis, les enzymes sont additionnés par
microfiltration, a I'aide du filtre Nalgen 0,22um, sous hotte.

Travail réalisé, avec verrerie et matériels stérilisés, sous la hotte a flux laminaire.

4.1. Prépurification.

Durant I'étape de la prépurification, sont étudiés : le nombre de tours et le temps de
centrifugation. Trois vitesses de centrifugation sont testées avec une centrifugeuse a rotor
conique (120 - 150 et 200 x g) et trois temps (2, 5 et 8 minutes) (Saxena et King, 1985 ;
Saxena et al., 1990 ; Pan et al., 2003).

Les protoplastes de feuilles de vitrosemis obtenus aprés 03 heures de macération selon
le protocole précédemment décrit, subissent la prépurification suivante :

Elimination des gros débris et des fragments de feuilles non encore digérés, par
filtration sur un tissu en nylon stérilisé (maille 350 um).

Centrifugation du filtrat a différentes vitesses et a différents temps.

Reprise du culot dans 10 ml de la solution de lavage composée d’'un milieu MS
additionné de 0,5 M de mannitol et 50 mg/lI de CaClsg, Puis centrifugation de nouveau.

Le CaCly sert a stabiliser la membrane des protoplastes (Potrykus et al., 1977 in
Eriksson , 1986).

Répétition de I'opération (3) trois fois.

Reprise du dernier culot dans 10 ml de solution de lavage.

Les protoplastes sont alors préts pour la purification finale.

4.2. Purification finale

Durant cette étape on a testé trois concentrations de saccharose : 20% - 30% et 40% en
gradient discontinu puis sur monocouche.

Sur gradient de saccharose : Deux millilitres de solution contenant les protoplastes
prépurifiés sont déposés sur un gradient discontinu de saccharose 20% - 30% - 40% (2 ml
pour chaque couche) et centrifugés, avec une centrifugeuse a rotor libre, a 80% durant 8
minutes. Le saccharose étant dilué dans le milieu MS afin d’obtenir la concentration voulue
(20, 30 ou 40%).
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Sur monocouche de saccharose : La purification des protoplastes sur monocouches
de saccharose (20%- 30%- 40%) a été réalisée en essais indépendants selon le protocole
suivant : Les 2 ml de solution de protoplastes prépurifiés sont déposés sur la monocouche
contenant 2 ml de la solution de saccharose (20% - 30% ou 40%). Le tout est centrifugé
(avec une centrifugeuse a rotor libre) a 80% /8 min. Les protoplastes purifiés forment une
bande a l'interphase d’ou ils sont récupérés a 'aide d’'une micropipette pasteur stérile, puis
déposés dans une solution de survie de méme composition que la solution de lavage.

5. Parametres mesurés.

Deux parameétres sont considérés : le nombre moyen de protoplastes totaux par gramme
de matiére fraiche (MF), et le pourcentage de viabilité (nombre de protoplastes viables par
rapport au nombre de protoplastes totaux), ce dernier est calculé selon la formule suivante :

Mombre de protoplast es vivants

Yo de wabiite = x 100

MNombre de protoplast es totauz

Durant I'étape de la purification, le pourcentage de protoplastes récupéré (nombre de
protoplastes vivants apreés purification par rapport au nombre de protoplastes vivants avant
purification) est aussi considéré et calculé selon la formule suivante :

Wotnbre d toplast vatit : ificats
% de protoplast esrécupérés = Oribre B protup-ast ee v_wan 5 Apres puﬂ_ td - o 100
Mombre de protoplast es wivants avant punficatt on

Les dénombrements des protoplastes sont effectués a l'aide d'une cellule de
MALASSEZ.

6. Principe du comptage.
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La cellule deMALASSEZ (Figure 1) est un hématimétre qui permet de compter les cellules
en suspension dans une solution. Il s’agit d’'une lame en verre sur laquelle un quadrillage
est gravé de 25 rectangles contenant eux-mémes 20 petits carreés.
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10 rectangles

¥

Rectangle non quadnllé

Rectangle quadrillé verticalement H

Rectangle quadnllé horzontalement 10 rectanghes

-
e

Rectangle subdivise
en 20 petits camés —™t 1

Figure 1. Schéma de la partie graduée de la cellule de malassez.

La totalité de la partie graduée est composée de 100 rectangles dont les dimensions
sont :

Longueur = 0,25 mm.
Largeur = 0,20 mm.
Profondeur =0,20 mm.

Le volume total de la cellule est de 1 mm3 , le quadrillage est donc constitué de 10
bandes verticales de 0,25 mm de long et de 10 bandes horizontales de 0,20 mm de large,
formant ainsi 100 rectangles. On compte les protoplastes dans 10 des 25 rectangles non
contigus pris au hasard dans la cellule (c’est-a-dire 10 répétitions). On ne prend en compte
que les protoplastes placés a lintérieur du rectangle. On a comptabilisé le nombre de
protoplastes dans 10 rectangles quadrillés dont le volume d’un seul est de 0,01 ul. En

comptant 10 rectangles, il suffit de multiplier le résultat par 105 pour avoir le nombre moyen

de protoplastes par ml, et comme le volume utilisé durant I'essai était de 10 ml, on multiplie
ce résultat par 10. Par exemple si 30 protoplastes sont observables sur 10 rectangles, on

obtient un total de 3 x 106

g il suffit de le rapporter au gramme, donc 6 x 10

protoplastes. Comme le poids utilisé pour les feuilles était de 0,5

6 proto./g MF.

7. Test de viabilité

Afin d’évaluer 'état des protoplastes a chaque étape du travail on a utilisé le bleu de
méthyléne a une concentration de 0.01%. Ce dernier indique lintégrité du plasmalemme
(Hooley et McCarthy, 1980 in Slaoui, 1990). En effet si les protoplastes sont vivants, il
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est réduit et vire du bleu au jaune brillant, sinon si les protoplastes sont non viables, le
cytoplasme s’'imprégne de la coloration bleu.

8. Essais de culture des protoplastes de feuilles de
Datura stramonium

Les protoplastes mis en culture proviennent de feuilles de vitrosemis de D. stramonium agés
de 04 mois préalablement purifiés sur monocouche de saccharose 20%.

Le milieu de base est composé du milieu MS semi solide, gélifié avec 3,5 g d’agarose +
50 mg/l de CaCls et 292 mg/I de glutamine. Différentes combinaisons hormonales associant

ANA, BAP et 2,4-D sont étudiées (Nagata et Takebe, 1970 ; Nagy et Maliga, 1976 ;
Tabaeizadeh et al., 1984 ; Shahin, 1985).

Aussi, différentes combinaisons de mannitol, de glucose et de saccharose sont testées.
Cette association de sucres a été recommandée pour la culture des protoplastes (Rangil et
Gordon, 1986 in Khelifi et Favre,1995), car elle est composée d’'un sucre métabolisable le
glucose, et d’'un agent osmotique le mannitol, et le saccharose comme source de carbone.

Le pH du milieu est ajusté au pH voulu, puis autoclavé a 120°C pendant 20 min. Une
fois 1égérement tiédi il est coulé dans des boites de pétri stérile a raison de 10 ml de
milieu par boite. La solution de protoplastes préalablement diluée avec différentes densités
est délicatement prélevée a l'aide d’'une pipette pasteur, et ensemencée sur le milieu.
Par la suite, les boites sont délicatement remuées afin d’homogénéiser et d’'imprégner les
protoplastes avec le milieu.

Elles sont par la suite scellées avec du papier film et mises dans 1'obscurité a 23 £ 2°C. Des

observations sont effectuées tous les 4 jours a ’aide d 'un microscope inversé.

Aprés 15 jours de mise en culture, du milieu liquide frais est ajouté avec quelques
gouttes de bleu de méthyléne afin d’évaluer I'état et la survie des protoplastes. Dans ce
nouveau milieu, la combinaison mannitol + glucose et saccharose est remplacée par du
saccharose a 0,14 M.

8.1. Etude de quelques facteurs influengcant I’entrée en divisions.

30

L'initiation des premiéres divisions ainsi que la formation des microcals sont tributaires de
plusieurs facteurs dont les plus influents ; la densité de semis et la composition du milieu de
culture (Nagy et Maliga, 1976 ; Chupeau et Bourgin, 1980 ; Buiteveld et Creemers-Molenaar,
1994 ; Davey et al., 2005). Durant notre travail, quelques essais de cultures des protoplastes
de feuilles de vitrosemis sont réalisés tout en essayant de faire varier quelques facteurs.

8.1.1. Densité de culture

Deux densités de semis sont testées lors de notre travail : la densité 104 et 105 protoplastes/
ml. Les protoplastes sont cultivés dans un milieu composé de : milieu de base + 0,18 M de
mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14 M de saccharose + 0,2 mg/l d’ANA + 0,5 mg/l de BAP
+ 0,2 mg/ | de 2,4-D. Le pH du milieu est ajusté a 5.
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Les protoplastes sont mis en culture selon le protocole cité précédemment (voir partie7).
8.1. 2. Composition et pH du milieu de culture.

a. Concentration des sucres et pH.

Dans un méme essai deux pH : 5 et 5,9 sur trois milieux de balances glucidiques différentes
sont testés :

Milieu MO (témoin) : milieu de base + 0,18 M de mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14
M de saccharose.

Milieu M1 : milieu de base + 0.18 M de mannitol.
Milieu M2 : milieu de base + 0,35 M de mannitol + 0,075 M de glucose + 0,075 M de
saccharose.

Les trois milieux contiennent 0,2 mg/l d’ANA + 0,5 mg/l de BAP + 0,2 mg/ | de 2,4-D (Nagata
et Takebe, 1970).

Les protoplastes sont cultivés a une densité de 104 proto./ml. La mise en culture est
réalisée selon le protocole cité précédemment.

b. Concentration des hormones.

Trois milieux différant par leur balance hormonale sont testés :

Milieu HO (témoin) : milieu de base + 0,2 mg/l d’ANA + 0,5 mg/l de BAP + 0,2 mg/l de
2,4-D.

Milieu H1 : milieu de base + 0,5 mg/l de BAP + 0,2 mg/l de 2,4-D.

Milieu H2 : milieu de base + 0,2 mg/l ’ANA + 0,2 mg/l de 2,4-D.
Les trois milieux contiennent 0,18 M de mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14 M de
saccharose.

Le pH de la solution est ajusté a 5. Les protoplastes sont mis en culture selon le méme
protocole cité antérieurement (partie a).

c. Concentration du nitrate d’ammonium (NH 4 NO 3 )
Trois milieux différant par la concentration de NH4NO3 des macroéléments sont utilisés :
Milieu NO (témoin) : milieu de base avec la concentration standard de NH4NO3 4y

milieu MS soit 1650 mg/l.
Milieu N1 : milieu de base avec la concentration de NH4NO3 /2 soit 825 mg/I.

Milieu N2 : milieu de base avec la concentration de NH4NO3 /4, soit 412,5 mg/l.

Le pH du milieu est ajusté a 5. La culture des protoplastes a été réalisée selon le méme
protocole cité précédemment.

Les trois milieux contiennent 0,18 M de mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14 M de
saccharose + 0,2 mg/l dANA + 0,5 mg/l de BAP + 0,2 mg/l de 2,4-D.

Le milieu de base contient le milieu MS + 50 mg/l de CaClo + 292 mg/l de glutamine
et 3,5 g/l d’agar.
31



Isolement, Purification et culture de protoplastes de Datura stramonium L.

8.2. Parameétres mesureés.

Les paramétres mesurés durant ces essais de mise en culture, sont le pourcentage de
viabilité et la fréquence d’entrée en divisions (cellules ayant donné au moins une mitose),

exprimée en % du nombre total de protoplastes mis en culture qui exprime I'aptitude a initier
une activité mitotique.

9. ANALYSES STATISTIQUES.

L'analyse de la variance (ANOVA) et le test 95% de Newman & Keuls sont utilisés pour les
analyses statistiques de nos résultats.
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Résultats et discussion

1. Callogénese

L’effet de trois balances hormonales sur la croissance des cals issus de fragments de feuilles
et d’hypcotyles a été étudié :

T1: MS + 0,2 mg/l d’ANA.

T2 : MS + 0,2 mg/l ’ANA +1 mg/l de BAP.

T3 : MS + 0,2 mg/l ’ANA +2 mg/l de BAP.

La figure 2 A et B montre que la croissance des cals, traduite par 'augmentation de leur
surface, s’active a partir du 35°Me jour de culture pour les cals sur fragments d’hypocotyles

pour les trois traitements, et a partir du 45°Me jour pour les cals sur fragments de feuilles
pour le traitement T2.

L'analyse de la variance au 65°Me jour de culture révele un effet trés hautement
significatif des balances hormonales du milieu MS sur la surface moyenne des cals de D.
stramonium en fonction du type de tissus (feuilles ou hypocotyles) (Annexe 1). Le test 95%
de Newman & Keuls (Annexe 2) montre que c’est la combinaison T1-hypocotyle (group a)

qui donne les meilleurs résultats avec une surface moyenne de 382,9 mm2, suivie par T3—
2

141,3 mm2), et enfin les combinaisons T1-feuilles et T3-feuilles (groupe d : 67,5 mm2 et

59,5 mm?2),

Les hypocotyles sont donc plus réactifs aux hormones que les feuilles. En effet,
les surfaces moyennes les plus importantes enregistrées concernent les cals obtenus
sur fragments d’hypocotyles. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Rodrigues et
al. (1991), Demeyer et al. (1992) et Slaoui et al. (2006). En effet, les meilleur résultats
obtenus par ces derniers sont enregistrés, aprés 75 jours de culture, pour les fragments

hypocotyle (groupe b : 248,8 mm2), T2-hypocotyle et T2-feuilles (groupe c : 158,9 mm*~ et

d’hypocotyles (265 mm2) cultivés sur milieu MS contenant seulement 0,2 mg/l d’ANA (=T1),

et pour les fragments de feuilles (236 mm2) sur le milieu MS contenant 0,2 mg/l d’ANA et
1 mg/l de BAP (= T2).

Indépendamment de la balance hormonale, on a observé deux types de cals : des
cals friables et des cals durs aussi bien sur les fragments de feuilles que sur ceux des
hypocotyles (Planche 2).
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Figure 2. Evolution de la surface moyenne des cals en
fonction de la balance hormonale et du temps chez D. stramonium.

A : cals d’hypocotyles. B : cals de feuilles.
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Planche 2. Callogénese chez D. stramonium. (Aprés 63 jours de culture).
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Planche 2. Callogénese chez D. stramonium. (Apres 63 jours de culture).
Cals sur fragments de feuilles de vitrosemis : A1 (G : x 10), A2 (G : x 7), A3 (G : x 4).
Cals sur fragments d’hypocotyles de vitrosemis : B1 (G : x 5), B2 (G : x 5).
Cals friables : C (G : x 3).

Calsdurs: D (G : x 2).

2. Isolement des protoplastes.

2.1. Nature de la cellulase et durée de macération : essai préliminaire.

La solution de macération contient 10 ml de milieu MS avec 0,5 M de mannitol, 0,01% de
maceérozyme, une des deux cellulase et ajusté au pH 5.
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La figure 3 | et Il montre la supériorité de la cellulase de Trichoderma longibrachiatum
(1,5%) par rapport a Aspergillus niger (1,5%) pour I'isolement des protoplastes. En effet, le
nombre moyen en protoplastes est 4 fois plus élevé chez T. longibrachiatum. Cette figure
révéle que les feuilles sont un matériel végétal trés réactif a I'activité enzymatique des
cellulases par rapport aux cals.

L’analyse de la variance montre que la nature de la cellulase et la durée de macération
ont une influence trés hautement significative sur le nombre moyen des protoplastes et leur
viabilité (Annexe 3).

Le test 95% de Newman & Keuls révéle que la combinaison Trichoderma - 3 a 4 heures
de macération (groupe a) donne les meilleurs résultats en terme de viabilité et du nombre
moyen des protoplastes chez les feuilles (Annexe 4). En effet, le meilleur nombre moyen

en protoplastes est de 7,4 x 106 proto./g MF avec les feuilles (dont 97% sont viables) alors

qu’ilestde 2,1 x 106 proto./g MF (dont 95% sont viables) chez les cals traités avec la méme
enzyme soit un rapport de 3,5.

La performance de la cellulase de T. longibrachiatum est due a 'aptitude a dégrader
les liaisons C1-C4 qui est caractéristique du groupe Trichoderma (Selby et Maitland, 1967).

Le nombre moyen des protoplastes et leur viabilité sont étroitement liés a l'activité
spécifique des enzymes (Kamoun-Mehri, 2001). Cette derniére est également en fonction
du type de tissus et du temps de macération selon nos résultats. En effet, les protoplastes de
feuilles présentent un taux de viabilité de plus de 70% méme aprés 6 heures de macération
avec T. longibrachiatum et de 0% pour A. niger.
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Figure 3. Effet de la nature de la cellulase et du temps d’agitation sur le nombre
moyen et la viabilité des protoplastes de feuilles et de cals de D. stramonium.

| : cellulase de Trichoderma longibrachiatum . II: cellulase d’Aspergillus niger. PTF:
protoplastes totaux issus des feuilles. PTC : protoplastes totaux issus des cals. Protoplastes
totaux :

fF =993 4di" | proba. 10,000 ***]; viabilité | [F= 138,2 ; 44" ;proba. : 0,000 *¥** ],

Le temps de macération est un facteur déterminant sur le nombre moyen et la viabilité
des protoplastes (Uchimiya et Murachige, 1974 ; Park et Han, 1986 ; Chabane et al.,
2007). Le meilleur temps de macération pour une viabilité maximale des protoplastes de D.
stramonium est en générale de 3 heures pour les deux types de tissus. L’agitation permet
de séparer les agrégats des tissus mettant ainsi une plus grande surface en contact avec
'enzyme. Les temps en dessous de 3 heures semblent insuffisants, et les temps supérieurs
a quatre heures paraissent excessifs (6 heures par exemple), car ils entrainent la destruction
des protoplastes.
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Ces résultats rejoignent ceux obtenus par d’autres chercheurs sur plusieurs espéces
telles que Nicotiana tabacum et D. innoxia (Benbadis et Baumann, 1973 ; Yamada et
Nakaminami, 1973 ; Uchimiya et Murashige, 1974).

La planche 3 montre I'aspect des protoplastes issus de fragments de feuilles ou de cals
selon les deux types de cellulases utilisées.

Ainsi, on a retenu selon cet essai préliminaire la cellulase de T. longibrachiatum (1,5%)
et une durée de 3 heures de macération pour la suite de I'expérimentation.

2.2. Concentration du mannitol.
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En fixant la concentration de la cellulase T. longibrachiatum a 1,5% et celle de la
maceérozyme a 0.01% on a fait varier la concentration du mannitol.

La figure 4 | et Il montre que les concentrations en dessous ou au dela de 0,5 M,
induisent une diminution du nombre moyen et de la viabilité des protoplastes quelque soit
le type de tissus utilisé. On ne note pas une influence importante de la concentration du
mannitol entre les cals durs et friables pour les mémes concentrations du mannitol. Les
protoplastes issus de ces deux types de tissus, pourtant de structure différente, semblent
avoir un comportement identique vis-a-vis des concentrations du mannitol.

L'analyse de la variance révele un effet trés hautement significatif des concentrations
du mannitol sur le nombre moyen et la viabilité des protoplastes sur 'ensemble des tissus
testés (Annexe 5). Le test de Newman & Keuls 95% montre que les feuilles adultes et la
concentration 0,5 M donnent statistiquement les meilleurs résultats (Annexe 6). En effet,

le nombre moyen de protoplastes est 1,0 x 107 proto./g MF (groupe a) pour les feuilles

adultes (dont 98% sont viables) contre 7,0 x 106 proto./g MF (dont 86% sont viables) pour
les feuilles jeunes (groupe b) soit un rapport de 1,4.
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Planche 3. Protoplastes de D. stramonium.

A : Protoplastes obtenus a partir de cals durs a l'aide de Trichoderma longibrachiatum
(G x 200).

B : Protoplastes obtenus a partir des feuilles adultes a l'aide d’Aspergillus niger (G x
500).

C : Protoplastes obtenus a partir des feuilles adultes a 'aide de Trichoderma
longibrachiatum (G x 500).
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La concentration du mannitol dépend généralement de I'age du tissu (Gamborg et
Mailler, 1973 ; Smith et al., 1984). Cela ne semble pas étre le cas dans nos conditions
expérimentales, car les mémes tendances sont observées entre feuilles adultes et jeunes
avec un pic a 0,5 M de mannitol. Toutefois, les feuilles adultes présentent un nombre moyen
et une viabilité plus importante que les feuilles jeunes pour la méme concentration du
mannitol. Les protoplastes issus des jeunes feuilles sont moins viables, ils présenteraient
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donc une certaines fragilité par rapport aux phénomeénes de la turgescence et de la
plasmolyse.

Pour les cals, c’est aussi la concentration de 0,5 M de mannitol qui donne les meilleurs
résultats (nombre de protoplastes totaux et viabilité) quelque soit le type de cal.

La concentration 0,5 M a été rapportée par plusieurs auteurs, comme étant I'une des
meilleures pour les solanacées (Solanum tuberosum, Nicotianna tabacum et D. innoxia)
(Uchimiya et Murashige, 1974 ; Furner et al., 1978 ; Saxena et King, 1985). En effet, le
parenchyme foliaire commence a plasmolyser a partir de 0,5 M de mannitol (Furner et al.,
1978 ; Smith et al., 1984 ; Saxena et King, 1985; Ellouz et al., 1994).Ceci expliquerait
que les protoplastes éclatent en deca de cette concentration. Ainsi, le nombre moyen et
la viabilité des protoplastes diminuent au dela cette concentration, probablement a cause
d’'une plasmolyse sévere des protoplastes suivie de leur dégénérescence.

De plus, certains auteurs rapportent qu’une concentration de 0,6 M sur le tabac entraine
un retard de dédifférenciation cellulaire et une réduction du taux de la prolifération cellulaire
lorsque les protoplastes sont mis en culture (Meyer et Abel, 1975).

Ainsi, c’est la concentration 0,5 M de mannitol qui est retenue pour la suite de
I'expérimentation.

2.3. Concentration de la cellulase.

En fixant la concentration du mannitol & 0.5M et celle de la macérozyme a 0.01% on a fait
varier la concentration de la cellulase

La figure 5 | et Il montre que des nombres moyens trés proches de protoplastes
sont observés chez les feuilles adultes et les feuilles jeunes, mais a des concentrations
différentes. En effet, les jeunes feuilles semblent réagir a de faibles concentrations de
cellulase par rapport aux feuilles adultes. L'analyse de la variance de l'influence de la
concentration de la cellulase est statistiquement trés hautement significative sur le nombre
moyen et la viabilité des protoplastes quelque soit le type de tissu utilisé (Annexe 7).

41



Isolement, Purification et culture de protoplastes de Datura stramonium L.

42

I —&— FTFA, —i— FTJF
---= - iabilits PFA g+ diabilité PRJ
12
T 100
0 1
= a0
T z
= 5
Ew - TED
w o BT =
zd o
o 1 =
58 af a0
B
[=
2T rz0
0 t t } i
L] 1 14 z
Concertration de |a celldase [%4)
o —o—PTCO —— FTCF
------ Wiabilité FCO -e-zee- Wiakilité PCF
12
8 b B ICR o
10 1 . .P.
™ . -] + &0
= 1 - —_—
H o 8 g 3
g ;‘b_ = KO 5
2 3 3
Eom o
5% 5
I =+ 40 =
4
£B &
E. 2 & + 20
& R [
0 & f E— = 0
03 1 1a z
Concertration de la cell dase [%4)
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nombre moyen et la viabilité des protoplastes de D. stramonium.

I: Feuilles jeunes et adultes, IT @ cals durs et friables, Protoplastes totaux | fF

=18, 44, ; proba. (0,000 ¥**J vigbiliteé : [F=192; 44 ,proba. ;. 0,000

Le test de Newman & Keuls révéle que les feuilles jeunes traitées avec 1% de cellulase
(groupe a) et les feuilles adultes traitées avec 1,5 % de cellulase (groupe a) donnent les
meilleurs résultats avec respectivement 8,2 x 106 proto./g MF (dont 98% sont viables) et
7,2 X 106 proto./g MF (dont 99% sont viables) (Annexe 8).

Chez les solanacées, la concentration de la cellulase utilisée généralement est de 1%

a 1,5% (Uchimiya et Murashige, 1974 ; Kikuta et al., 1983 Ellouze et al., 1994). Ceci est
confirmé par nos résultats.
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La concentration enzymatique dépend de I'dge du tissu, et ceci est confirmé par nos
résultats, car 'age du tissu influencerait la complexité de la structure de la paroi cellulaire.
En effet, chez les tissus agés la paroi cellulaire se caractérise par la présence d’une paroi
secondaire faite de strates plus ou moins épaisses (Eriksson, 1986). Ceci fait que le tissu
exigerait une concentration plus élevée de cellulase pour dégrader le matériel pariétal
cellulosique comparé au tissus jeunes qui réclament de basses concentrations d’enzymes
(Shahin, 1985 ; Buiteveld et Creemers-Molenaar, 1994 ; Assani et al., 2001 ; Assani et al.,
2002 ; Sinha et al., 2003 in Davey et al., 2005 ; Davey et al., 2005).

Quant aux cals, bien que la concentration de cellulase ne semble pas trop influencer
le nombre moyen de protoplastes, ce sont les concentrations 1,5% pour les cals durs

et 2% pour les cals friables qui donnent les meilleurs résultats (1,6 x 106 et 1 x 106

respectivement).

La viabilité des protoplastes semble trés bonne quelques soit le type de tissus et
la concentration de cellulase. On note toutefois une diminution de la viabilité chez les
protoplastes obtenus a partir des feuilles jeunes pour la concentration 2%.

Ainsi, les concentrations de cellulase retenues pour la suite de I'étude sont :
1% pour les feuilles jeunes.
1,5% pour les feuilles adultes et les cals durs.
2% pour les cals friables.

2.4. Concentration de la macérozyme.

D’aprés la figure 61, le nombre moyen des protoplastes obtenu chez les feuilles jeunes
et adultes augmente avec la concentration de la macérozyme. Il semblerait que la dose
maximale de macérozyme testée qui est de 0,02%, ne permet pas de trancher vis-a-vis des
feuilles jeunes et adultes.
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Par contre, chez les cals durs, on observe un pic a 0,01% puis une diminution au-dela
de cette concentration, probablement due a une dégénérescence des protoplastes (Figure
6l1). En général, la viabilité des protoplastes semble étre Iégérement affectée a partir de la
concentration de 0,01% de macérozyme (Figure 6 | et Il). En effet, lorsqu’elle dépasse ce
seuil, dans nos conditions expérimentales, elle porte préjudice a l'intégrité et a la viabilité
des protoplastes.

L'analyse de la variance de l'effet de la concentration de la macérozyme sur I'isolement
des protoplastes est statistiquement trés hautement significative pour I'ensemble des
parameétres mesurés (Annexe 9). Le test de Newman & Keuls au seuil de 95% réveéle que les
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meilleurs résultats sont obtenus avec les feuilles adultes et les feuilles jeunes avec 0,02%

de macérozyme (groupe a, Annexe 10). Les feuilles adultes donnent 7,4 x 106 proto./ g

MF (dont 99% sont viables) et les feuilles jeunes donnent 8,2 x 106 proto./ gMF (dont 99%
sont viables).

Le test de Newman & Keuls (95%) révéle que la concentration 0,01% de macérozyme
est la meilleure aussi bien pour les cals friables que les cals durs (Annexe 10). Les cals durs

et friables donnent respectivement 3,3 x 106 proto./ g MF (dont 100% sont viables) et 3,10

X 106 proto./ g MF (dont 90,32% sont viables).

Selon nos résultats, la mécrozyme semble affecter la viabilité des protoplastes méme a
de faibles concentrations quelques soit le tissus utilisé. Les concertations de macérozyme
utilisées chez les solanacées pour un meilleur nombre moyen en protoplastes viables,
issues des cals ou des feuilles, varient de 0,01% a 0,2% (Uchimiya et Murashige, 1974 ;
Kikuta et al., 1983 ; Ellouze et al., 1994). Certains auteurs rapportent que les jeunes tissus
nécessitent de faibles concentrations d’enzymes (Xu et al., 1982 ; Glimelius, 1984 ; Sinha et
al., 2003 in Davey et al., 2005). Ceci ne ressort pas dans nos résultats car en effet, la méme
concentration 0,02% de macérozyme s’est avérée meilleure aussi bien pour les feuilles
jeunes que les feuilles adultes. La méme tendance est observée pour les cals friables et
durs. En effet, c’est la concentration 0.01% de macérozyme qui semble étre Iégérement plus
efficace que les autres concentrations pour les deux types de cals. Ainsi, nos résultats ne
mettent pas en évidence une nette différence sur I'interaction « macerozyme-age du tissus »
pour les feuilles et l'interaction «macérozyme-structure du tissus » pour les cals.

Pour la suite de I'expérimentation, les concentrations de macérozyme retenues sont :

0,01% pour les cals (durs et friables).
0,02% pour les feuilles (adultes et jeunes).

PH de la solution de macération.

Dans les parties précédentes c’est le pH de 5 qui a été utilisé.

D’aprés la figure 7 I, I, Il et IV, il semblerait que le pH influe sur le nombre moyen
de protoplastes surtout chez les feuilles. Cet effet n'est pas trés marqué pour les cals.
Cependant, le taux de viabilité semble étre affecté par le pH pour tous les types de tissus
testés.

Les nombres moyens pour les feuilles adultes sont de 6,4 x 106

6

(dont 81% sont viables)
(dont 98% sont viables) pour le pH 5 ; et 2,9 x 106 (dont 97%

sont viables) pour le pH 5 a 1,5 x 106 (dont 60% sont viables) pour le pH 5,6 concernant
les cals durs.

pour le pH 5,6 a 9 x 10

L’analyse de la variance montre que I'effet du pH de la solution de macération est trés
hautement significatif sur le nombre moyen des protoplastes et leur viabilité (Annexe 11).
Le test 95% de Newman & Keuls révéle que les meilleurs résultats sont obtenus avec les
feuilles et un pH 5 (groupe a pour les feuilles jeunes et adultes) (Annexe 12).

Selon les travaux de Uchimiya et Murashige (1974) et de Saxena et King (1985) sur
le tabac et le Datura respectivement, le pH optimal de la solution de macération pour un
nombre moyen et une viabilité maximals se situe entre 4,7 et 5,8. Les valeurs inférieures ou
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dépassant cette marge sont responsables de la diminution des rendements en protoplastes
et de leur viabilité.

Dans nos conditions expérimentales le pH 5 fournit les meilleurs résultats (nombre
moyen de protoplastes et viabilité) par rapport au pH 5,6.

En effet, le pH de la solution affecte aussi I'activité enzymatique et donc le rendement
en protoplastes (Hohe et Reski, 2002 ; Sinha et al., 2003 ; Chabane et al., 2007). Ceci
dépendrait aussi de la nature du tissu selon nos résultats.

Ainsi, le pH 5 est retenu pour la suite de I'étude.
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Figure 7. Effet du pH de la solution de macération sur le
nombre moyen et la viabilité des protoplastes de D. stramonium.
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2.6. Effet des prétraitements : découpage ou non du matériel végétal.

Dans les parties précédentes, on a utilisé du matériel végétal découpé.

D’aprés la figure 8l, 11, 1l et IV, Les tissus découpés donnent de meilleurs résultats par
rapport aux tissus non découpés en nombres moyens de protoplastes et de viabilité.

L'analyse de la variance révéle un effet trés hautement significatif du découpage du
matériel végétal sur le nombre moyen des protoplastes isolés et leur viabilité (Annexe 13).
Le test 95% de Newman & Keuls (Annexe 14) révéle que le meilleur nombre moyen des

protoplastes est obtenu avec les feuilles adultes découpées (groupe a) : il est de 1,04 x 107
proto./g MF (dont 87% sont viables).

Le taux de viabilité des protoplastes est meilleur lorsque les tissus sont découpés. Il
oscille entre 80% et 90% pour 'ensemble des tissus découpés. Il apparait que le découpage
des feuilles facilite I'action des enzymes pour I'isolement des protoplastes. En effet, |l
est recommandé de découper le matériel végétal ou d’enlever I'épiderme dans les cas
des feuilles des monocotylédones avant les traitements enzymatiques mettant ainsi une
meilleure surface du matériel végétal en contact avec les enzymes (Harisha, 2007).

Par contre, I'effet du découpage est non significatif sur l'isolement des protoplastes a
partir des cals et surtout ceux qui sont friables car il ne leur est pas nécessaire, vu leur
structure (méme groupe d).

Ainsi on a retenu le :

découpage pour les feuilles (adultes et jeunes) et les cals durs.
Non découpage pour les cals friables.
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Figure 8. Effet des prétraitements (découpage ou non du tissus) sur
le nombre moyen et la viabilité des protoplastes de D. stramonium.
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2.7. Effet de la nature du tissu
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La figure 9 montre que les protoplastes des feuilles découpées présentent le nombre moyen
et le taux de viabilité le plus élevée (97%, groupe A), elles sont suivi par les cals durs
(découpés) et les cals friables (90%, groupe B).

L'analyse de la variance révéele un effet trées hautement significatif de I'effet de la nature
du tissu sur le nombre moyen et la viabilité des protoplastes (Annexe 15). Le test de Newman
& keuls au seuil 95% révéle I'existence de deux groupes homogeénes : les feuilles forment le
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groupe a (8,8 x 106 proto./g MF) et les cals durs et friables appartiennent au méme groupe
b(2,7et1,6x 106 proto./g MF respectivement) (Annexe 16).

Les feuilles sont le type de tissus le plus propice pour I'isolement des protoplastes par
rapport aux cals durs et friables. Nos résultats rejoignent ceux obtenus par Roy et De (1973)
sur le tabac.

2.8. Effet de I’age des feuilles.

La figure 10 illustre biens la supériorité des feuilles adultes (issues de vitrosemis agés de 4
mois) par rapport aux feuilles jeunes (issues de vitrosemis &gés de 1 mois) pour le nombre
moyen des protoplastes et le taux de viabilité.

En effet, 'analyse de la variance met en évidence un effet trés hautement significatif de
I'effet de I'age des feuilles sur le nombre moyen de protoplastes et leur viabilité (Annexe 17).

Le nombre moyen enregistré est de 9,8 x 106 et 7 x 106 proto./g MF respectivement

pour les feuilles adultes et les feuilles jeunes. Les meilleurs pourcentages de viabilité sont
également enregistrés avec les protoplastes issus de feuilles adultes avec une valeur de
92% contre 85% pour les feuilles jeunes.

L'’age du tissu reste un facteur déterminant sur le rendement et la viabilité des
protoplastes. Ce sont toujours les jeunes tissus qui fournissent les meilleurs résultats
(Shahin, 1985 ; Buiteveld et Creemers-Molenaar, 1994 ; Assani et al., 2002).

Alors que lors de nos observations, les solutions de macération des jeunes feuilles
contenaient beaucoup de déchets et de protoplastes éclatés mélées aux protoplastes
intacts, ce qui impliquait un nombre moyen inférieur et une viabilité réduite par rapport aux
feuilles adultes. Les protoplastes issus des jeunes feuilles seraient donc plus fragiles que
ceux issus des feuilles adultes.

Ainsi, ce sont les feuilles adultes qui sont retenues pour la suite de I'expérimentation.
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Figure 9. Effet de la nature du tissu sur le nombre
moyen et la viabilité des protoplastes de D. stramonium.
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Figure 10. Effet de I'age du tissu sur le nombre
moyen et la viabilité des protoplastes de D. stramonium.
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Figure 10. Effet de I'age du tissu sur le nombre
moyen et la viabilité des protoplastes de D. stramonium.
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3. Purification des protoplastes.

3.1. Prépurification.

Les feuilles issues de vitrosemis agés de 4 mois découpées sont mises dans la solution de
maceération composée du milieu MS contenant 0,5 M de mannitol ; 1,5% de cellulase ; 0,02%
de macérozyme avec un pH de 5. Aprés 3 heures de macération a une vitesse d’agitation de
100 rpm, les protoplastes sont préts pour la prépurification. Trois vitesses de centrifugation
(120, 150 et 200 x g) en combinaison avec trois temps (2, 5 et 8 minutes) sont testés.

La figure 11 | révéle qu’avec la vitesse de centrifugation de 120 x g, bien que le nombre
de protoplastes récupérés augmente avec le temps de centrifugation, il demeure faible
a la 8°™M€ minutes (18%). Concernant la vitesse 200 x g, on assiste a une diminution
progressive du nombre de protoplastes récupérés et qui reste faible méme pour des temps
de centrifugation courts (26,5% dont 33% sont vivants a la 2tme
(figure 11 1lI).

minute de centrifugation)
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L'effet de la vitesse et du temps de centrifugation sont trés hautement significatifs sur
la purification des protoplastes selon I'analyse de la variance (Annexe 18). Le test 95% de
Newman & Keuls révéle que c’est la combinaison 150 x g et 5 min de centrifugation qui
donne les meilleurs résultats pour le nombre de protoplastes recupérés et viables (figure 11
I1)(Annexe 19). Elle a permis de récupérer 55,8 % de protoplastes dont 58,5% sont viables.

Chezle D. innoxia, Saxena et al. (1990) ont obtenu une bonne purification de la solution
de protoplastes a 120 x g /5 min de centrifugation.

La centrifugation a faible vitesse (100 x g pendant 7 a 10 min) induit la sédimentation
des protoplastes du parenchyme foliaire de solanacées (Kikuta et al., 1983 ; Eriksson, 1986).
Concernant nos résultats, la vitesse de centrifugation 120 x g ne permet pas bien de
séparer les débris. Cette vitesse serait insuffisante pour observer une formation efficiente
du culot afin de récupérer les protoplastes. Le pourcentage des protoplastes récupérés
est par conséquent faible quelque soit le temps de centrifugation. La forte vitesse de 200
X g provoquerait I'éclatement des protoplastes, c’est ce qui expliquerait la diminution du
pourcentage de protoplastes purifiés au cours du temps de centrifugation.
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Résultats et discussion

Figure 11. Effet de la vitesse et du temps de centrifugation sur
le taux de viabilité et des protoplastes récupérés de D. stramonium.

Frotoplastes totaux récuperés [ [vitesse dagitation | F = 4,93 ; g4

proba, (0,000 ¥ - rarnns dagitation | F= 984 ;) gar | proba, = 0,000 ¥
vitesse x ternps dagitation | F= 745, gq [ p= 0,000 ¥¥] Vighilité [vitesse
d'agitation | F = 4,34 gai ; proba, (0,01 ¥ termps d'agitation  F= 91,1 ;
ddir ;b o= 0,000 ¥ - yitesse x temps d'agitation | F= 675 4o ;| p= 0,0001

La viabilit¢ des protoplastes diminue en fonction du temps et de la vitesse de
centrifugation. Cette diminution serait due a une destruction mécanique des protoplastes.

Ainsi, aprés trois lavages par centrifugation a 150 x g pendant 5 min, les protoplastes
récupérés sont préts a étre purifiés sur gradient ou monocouche de saccharose.

La planche 4 montre I'aspect global des protoplastes de feuilles adultes avant et aprés
prépurification a 150 x g durant 5 min.

53



Isolement, Purification et culture de protoplastes de Datura stramonium L.

Planche 4. Prépurification des protoplastes
de feuilles adultes de D. stramonium (G x 500).

A : avant prépurification. B : aprés prépurification a 150 x g durant 5 min.

3.2. Purification finale.
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La purification finale des protoplastes sur gradient discontinu 20% - 30% - 40% de
saccharose a 80% pendant 8 minutes n’a permis de récupérer que 10% protoplastes. De
plus les protoplastes récupérés (entre la couche 20%-30%) sont mélés a un grand nombre
de cellules et de gros débris. Cette méthode de purification a été donc abandonnée.

La purification finale sur monocouche s’est avérée beaucoup plus efficace. A cette
étape du travail, on a recherché la meilleure concentration de saccharose qui permet de
récupérer un nombre appréciable de protoplastes viables destinés a étre mis en culture.

Plus la concentration du saccharose augmente dans le milieu, et plus le pourcentage
des protoplastes récupérés apres centrifugation a l'interphase de la monocouche diminue.
Il en est de méme pour la viabilité (figure 12).

L’analyse de la variance de I'effet des concentrations des monocouches de saccharose
révéle un effet trés hautement significatif sur la purification des protoplastes (Annexe 20).
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C’est la monocouche de 20% de saccharose qui donne les meilleurs rendements selon le
test 95% Newman & Keuls (groupe a) (Annexe 21). Elle permet aussi de préserver I'intégrité
des protoplastes de feuilles de D. strtamonium lors de la purification (figure 13).

Les protoplastes de tabac et du D. innoxia flottent dans une solution de saccharose
d’'une concentration qui se situe entre 15 et 22% (Evans et al., 1973 ; Saxena et King,
1985 ; Saxena et al.,, 1990). En effet, la monocouche 20% de saccharose a permis la
récupération de 55% de protoplastes avec un taux de viabilité de 71%. Pour les deux
autres concentrations testées 30% et 40% de saccharose, les protoplastes dégéneérent
probablement a cause d’une forte plasmolyse. Ceci expliquerait la diminution du rendement
en protoplastes et de leur viabilité.

Ainsi, c’est la purification sur monocouche de saccharose 20% avec une centrifugation
a 80% / 8 minutes qui est retenue pour la suite de I'étude.
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Figure 12. Effet de la concentration de la monocouche de
saccharose sur les taux des protoplastes récupérés et de leur viabilité.

Protoplastes totaux récuperés [ [F = 22,50 ; gar. | proba, (0,000 #E%]

Viabilité | [F = 25,02 ; 44, | proba, 0,000 **]
Figure 13. Purification des protoplastes de feuilles adultes de D. stramonium sur

monocouche de saccharose 20% avec centrifugation & 80% pendant 8 minutes (G x 500).
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Figure 13. Purification des protoplastes de feuilles adultes de D. stramonium sur

monocouche de saccharose 20% avec centrifugation a 80% pendant 8 minutes (G x 500).

4. Culture de protoplastes.

4.1. Effet de la densité des protoplastes mis en culture.
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Les protoplastes sont isolés a partir des feuilles adultes (4 mois) purifiées (sur monocouche
de sacharose 20% a 80%/ 8 min) et cultivés dans le milieu MS solidifié par 3,5 g /| d’agarose
et contenant : 0,18 M de mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14 M de saccharose + 0,2 mg/ |
d’ANA + 0,5 mg/l de BAP + 0,2 mg/l de 2,4-D + 50 mg/l de CaClp + 292 mg/| de glutamine.

Deux densités de culture de protoplastes : D1 (104 proto./ml de milieu de culture) et D2
(10° proto./ml) sont étudiées.

La densité D1 semble étre meilleure que la D2. En effet, 80% des protoplastes de la
D1 restent viables jusqu’au 12°me jour de culture contre 54% pour la D2. La fréquence
d’entrée en divisions des protoplastes de la D2 est faible (0,07%) par rapport a la D1 (3%).

Au 12°M€ jour de culture, I'analyse de la variance révéle que l'effet de la densité de
protoplastes est trés hautement significatif (Annexe 22).
Afin de réussir la culture de 50% a 90% des protoplastes de solanacées (tabac, D.

innoxia), il est nécessaire de les cultiver a une densité de 5 x 104 a 105 protoplastes par
millilitre de milieu de culture (Chupeau et Bourgin, 1980 ; Saxena et King, 1985 ; Sahgal et
al., 1994 ; Pan et al., 2003 ; Sun et al., 2005).
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Il semble que pour D. stramonium (dans nos conditions expérimentales), les fortes
densités ne conviennent pas a la culture des protoplastes. Une forte densité de culture peut
donc avoir un effet défavorable au maintien de la viabilité des protoplastes probablement
liee a une concurrence nutritionnelle entre les protoplastes. Nos résultats se rapprochent
de ceux obtenus par Galbraith et al. (1984) concernant le tabac. En effet, des densités de

culture allant de 1 a 4 x 104 de protoplastes du tabac par ml de milieu de culture sont
suffisantes pour que 70% des protoplastes restent viables et synthétisent une nouvelle paroi
aprés 48 heures de culture.

4.2. Effet du sucre et du pH du milieu de culture.

Les protoplastes de D. stramonium isolés a partir de feuilles adultes sont cultivés a une
densité de 104 proto./ml sur trois milieux avec trois combinaisons glucidiques différentes:

MO = MS + 0,18 M de mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14 M de saccharose.
M1 =MS + 0,18 M de mannitol,

M2 = MS + 0,35 M de mannitol + 0,075 M de glucose + 0,075 M de saccharose.
D’aprés les observations faites au 12Me jour de culture, il apparait que le milieu MS
supplémenté avec seulement du mannitol (M1) est un milieu défavorable pour la viabilité
(46.15% pour le pH 5 et 30% pour le pH 5,9) et I'entrée en divisions des cellules (0,71% et
0,4% pour le pH 5 et le pH 5,9 respectivement) par rapport aux deux autres milieux. Bien
gu’a des degrés moindres que le milieu M1, des concentrations fortes en mannitol et une
réduction des concentrations en glucose et en saccharose (M2) influent aussi négativement
sur la viabilité des protoplastes (45,45% et 35,71% pour le pH 5 et le pH 5,9 respectivement)
et I'entrée en divisions des cellules (1,17% pour le pH 5 et 0,8% pour le pH 5,9).

L'analyse de la variance, au 1p€Me jour de culture, révele que I'effet du sucre et du
pH du milieu de culture est trés hautement significatif (Annexe 23). Le test 95% Newman
& keuls révéle que les meilleures conditions pour la culture de protoplastes de feuilles de
D. stramonium avec un taux de viabilité et une fréquence d’entrée en divisions maximale
est le milieu MO ajusté a un pH 5 (groupe a) (Annexe 24). Dans ces conditions, le taux de
viabilité est de 80% et la fréquence d’entrée en divisions est de 3% des protoplastes des
eme

feuilles au 12 jour de culture.

Les sucres constituent un facteur important pour l'initiation des divisions cellulaires
(Nagy et Maliga, 1976). Le saccharose utilisé seul génére un niveau élevé de toxicité dans
le milieu et inhibe les divisions cellulaires (Wallin et Eriksson, 1972 ; Eriksson, 1986). C’est
pour cela que de basses concentrations de saccharose (0,028 M) sont recommandées
pour l'initiation des divisons cellulaires chez Nicotiana glauca (Sahgal et al., 1994). Les
meilleurs résultats sont obtenus si la source de carbone consiste en une mixture de sucre tel
glucose-arabinose et xylose par exemple (Wallin et Eriksson, 1972). Une balance glucidique
constituée d’un sucre métabolisable tel que le glucose et d’'un agent osmotique comme le
mannitol est une condition satisfaisante pour l'initiation des divisions cellulaires (Eriksson,
1986 ; Rangil et Gordon, 1986 in Khelifi et Favre, 1995). Ceci est confirmé par nos résultats.

En culture, le pH influe sur la nutrition minérale (Zryd, 1988 ; Margara, 1989) et donc sur
la régénération de la paroi, la viabilité et I'entrée en divisions des cellules. Par conséquent
il apparait que le pH 5 est mieux adapté a la nutrition des protoplastes de D. stramonium,
leur viabilité et I'entrée des cellules de cette espéce en divisions par la suite.
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4.3.

Effet des hormones.

44,

Tout en fixant la densité de culture a 104 proto./ml ; le pH a 5 et la combinaison des sucres
a 0,18 M de mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14 M de saccharose, dans cette partie, trois
balances hormonales pour la culture des protoplastes sont étudiées :

HO = MS + 0,2 mg/| ANA + 0,5 mg/l BAP + 0,2 mg/l de 2,4-D.
H1=MS + 0,5 mg/l BAP + 0,2 mg/l de 2,4-D.
H2 = MS + 0,2 mg/l ANA + 0,2 mg/l de 2,4-D.

Le taux de viabilité le plus élevée est observé pour le milieu HO avec 80% de protoplastes
viables au 12°™M€ jour de culture. Le milieu H1 (sans ANA) présente 64% de protoplastes
viables. Ceci révéle I'importance de I'ANA dans la préservation de la viabilité des
protoplastes. Bien que la présence de '’ANA soit capitale, la présence de la BAP revét une
plus grande importance concernant la préservation de la viabilité des protoplastes. En effet,
on observe seulement 46% de protoplastes viables au 12°Me
H2 (sans BAP).

jour de culture dans le milieu

Au 12°M€ jour de culture, I'effet des hormones est trés hautement significatif sur
la culture des protoplastes (Annexe 25). La meilleur fréquence d’entrée en divisons est
observée pour le milieu HO (3%) (groupe a) selon le test 95% Newman & Keuls (Annexe 26).
On observe pratiquement les mémes fréquences d’entrées en divisons pour le milieu H1
(1,19%) et H2 (1,13%) (groupe b) mettant ainsi a égalité 'importance de ces deux hormones
par rapport a I'entrée en divisions (Annexe 26). Mais la présence des deux hormones dans
le milieu, comme c’est le cas pour le milieu HO, augmente la fréquence d’entrée en divisions
ce qui laisse penser a une forte interaction positive entre ces deux hormones.

La majorité des milieux de culture de protoplastes contiennent une ou plusieurs auxines
plus une ou plusieurs cytokinines. Ces hormones sont nécessaires a la formation de la paroi
cellulaire, les divisions cellulaires et a la différentiation par la suite. Le 2,4-D est remplacé le
plus souvent selon les auteurs par 'ANA et la BAP (Nagata et Takabe, 1970 ; Gamborg et
al., 1973 ; Mayer et Abel, 1975 ; Chupeau et Bourgin, 1980 ; Saxena et King, 1985 ; Shahin,
1985 ; Masson et al., 1987 ; Sahgal et al., 1994 ; Komai et al., 1996 ; Pan et al., 2003).

Nos résultats montrent, qu’en plus, la balance hormonale influe sur la préservation de
la viabilité des protoplastes mis en culture.

Les concentration du milieu HO sont dans l'intervalle préconisé pour une culture réussie
des protoplastes de solanacées avec 0,5 a 2,5 mg/l de 2,4-D ; 0,01 2 1 mg/lde BAP et 0,2 a
1 mg/l d’ANA (Nagata et Takebe, 1970 ; Nagy et Maliga, 1976 ; Mii et al., 1985 ; Tabaeizadeh
et al., 1984 ; Saxena et King, 1985 ; Shahin, 1985).

Effet de la concentration du nitrate d’ammonium (NH4NO3).
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Trois milieux sont étudiés concernant I'influence de NH4NO3 sur la culture des protoplastes
de feuilles adultes de D. stramonium. Deux dilutions de la concentration de NH4NO3 du
milieu MS plus un témoin (MS non modifié) sont étudiées:

NO (Témoin) = MS (dont NH4NO3 = 1650 mg/l) = HO;
N1 = MS dont NH4NO3/2 = 825 mg/l.
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N2 = MS dont NH4NO3/4 = 412,5 mg/l.

D’aprés les résultats obtenus au 12°Me jour de culture, il semblerait que les protoplastes
de D. stramonium ne présentent pas une toxicité vis-a-vis du NH4NO3. Les faibles taux de

viabilités obtenus avec les milieux N1 (51,85%) et N2 (41,18%) par rapport au milieu NO
(80%) seraient liés a des pertes liées aux conditions du milieu. Donc, ce dernier permet de
préserver la viabilité des protoplastes.

L’'analyse de la variance de I'effet des concentrations de NH4NO3 au 128Me jour de

culture révele un effet trés hautement significatif concernant le nombre de protoplastes
entrés en divisions (Annexe 27). En effet, les protoplastes cultivés dans le milieu NO montre
une supériorité d’entrée en divisions (3%) (groupe a) par rapport aux deux autres (0,73%
pour N1 (groupe b) et 0,13% pour N2 (groupe c)) selon le test 95% Newman & Keuls (Annexe
28).

Le NH4NO3 favorise la régénération de la paroi cellulaire (Eriksson, 1986), cependant
il est parfois défavorable pour certaines espéces (tomate, tabac et pomme de terre) surtout

concernant le NHg * (Bokelmann et Roest, 1983 ; Eriksson, 1986).

La réduction de la concentration en NH4NO3 comme c’est le cas pour les milieux N1 et

N2, semble affecter négativement I'entrée en divisions des cellules de D. stramonium. Les
protoplastes de cette espece seraient donc exigeants en NH4NOg3 pour I'entrée en divisons

des cellules dans nos conditions expérimentales.

La planche 5 montre les aspects de I'allongement, suite a la régénération de la paroi
cellulaire, et I'entrée en division des cellules de D. stramonium (stade deux cellules) sur
milieu NO.
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Planche 5. Différents stades de division des cellules issues
de protoplastes de D. stramonium sur milieu NO. (G x 500).

A : Allongement suite a l'initiation de la régénération de la paroi cellulaire (aprés 4 jours
de culture). B et C : initiation de la division (aprés 6 jours de culture). D et E : finalisation
des divisions (aprés 8 jours de culture). F : bourgeonnement.



conclusion générale

conclusion générale

Au terme de notre travail nos conclusions porteront sur l'induction de callogénése sur
fragments d’hypocotyles et des feuilles de vitrosemis de D. stramonium, I'isolement des
protoplastes des cals issus de ces derniers et des feuilles de vitrosemis, leurs purifications
et leurs cultures.

Callogénése.

Les cals sont induits sur différents explants afin de déterminer lesquels sont les plus
propices a fournir de bons rendements en protoplastes. Ainsi, chez le D. stramonium, les
meilleurs explants a partir desquels on peut obtenir des cals volumineux (et donc de bons
rendements en protoplastes) sont les hypocotyles cultivés sur le milieu MS contenant 0,2
mg/l d’ANA. Ces résultats corroborent ceux obtenus en callogénése par Rodrigues et al.
(1991), Demeyer et al. (1992) et Slaoui et al. (2006).

Isolement des protoplates

L'objectif de cette partie était d'explorer systématiquement I'importance de certaines
conditions pour l'isolement des protoplastes viables de D. stramonium a partir de divers
tissus : feuilles adultes, feuilles jeunes, cals durs, cals friables.

La cellulase Trichoderma longibrachiatum est plus performante. Cette cellulase
convient parfaitement aux feuilles de D. stramonium qui donnent les meilleurs rendements
en protoplastes viables aprés 3 heures d’agitation comparées aux cals. Les meilleures
concentrations de cellulase obtenues en fonction de la nature du tissu et de I'age varient
de 1% pour les feuilles jeunes (1 mois), 1,5% pour les feuilles adultes (4 mois) et les cals
durs (63 jours), et 2% pour les cals friables (21 jours). Les meilleures concentrations de
macérozymes observées sont 0,02% pour les feuilles (jeunes et adultes) et de 0,01% pour
les cals durs et friables.

L'utilisation de mixture d’enzymes (cellulase et macérozyme) donne ainsi de trés bons
résultats.

La meilleure concentration de [l'osmoticum observée dans nos conditions
expérimentales est de 0,5 M. Les protoplastes contenus dans une solution d’une
concentration de mannitol en dessous ou au dessus de ce seuil (0,5 M) dégénérent soit par
éclatement ou par plasmolyse. Pour les travaux futurs, il serait intéressant de travailler sur
les osmoticums salins pour évaluer la pertinence de leur utilisation chez le D. stramonium.
En effet, D’autres auteurs ont satisfait les besoins osmotiques et ont obtenu de trés bons
résultats avec des sels, tels que KNO3, KCl et CaCl2 (Schenk et Hildebrandt, 1969 ; Kameya
et Uchimiya, 1972).

L'effet du pH de la solution de macération est variable d’'un type de tissu a un autre. Le
pH influence significativement I'isolement des protoplastes a partir des feuilles adultes et des
cals durs mais pas les feuilles jeunes et les cals friables. Les rendements en protoplastes
obtenus avec le pH 5 sont meilleurs que ceux obtenus avec le pH 5,6 aussi bien pour
les feuilles adultes que les cals durs. Il apparait que le pH affecte aussi la viabilité des
protoplastes.
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Le découpage des feuilles facilite I'action des enzymes. Cependant, ce prétraitement
n‘est pas nécessaire pour les cals friables vu leur structure. Dans nos conditions
expérimentales, les feuilles adultes découpées présentent le meilleur rendement en
protoplastes viables.

Chez D. stramonium, les feuilles sont le type de tissus le plus approprié pour I'isolement
des protoplastes viables par rapport aux cals. Les protoplastes issus des jeunes feuilles
seraient plus fragiles que ceux issus des feuilles adultes. Ainsi, ce sont les feuilles adultes

qui donnent les meilleurs rendements avec 9,8 x 106 proto./ g MF dont 92% sont viables.
Purification des protoplastes

La vitesse de centrifugation lors de I'étape de la prépurification est trés importante
pour séparer les protoplastes des débris. Une faible vitesse de centrifugation (120 x g)
ou une vitesse forte (200 x g) affectent négativement la prépurification soit par manque
d’efficacité pour séparer lesprotoplastes des débris ou par leur destruction mécanique. La
meilleure combinaison dans nos conditions expérimentales est 150 x g pendant 5 min de

centrifugation donnant un rendement de 7,8 x 106 proto./ ml dont 90% sont vivants.

La purification finale des protoplastes de feuilles de D. stramonium sur monocouche
20% de saccharose est plus efficace que la purification sur gradient discontinu de
saccharose.

Culture des protoplastes

La culture des protoplastes de D. stramonium sur milieu MS a une densité de 104 proto./
ml de milieu de culture est convenable pour que les protoplastes régénerent leur paroi et
entrent en divisions.

Le milieu MS contenant 0,18 M de mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14 M de saccharose
et ajusté au pH 5 est le meilleur sur le plan de viabilité et de fréquence d’entrée en divisions
(MO).

Nos résultats montrent que la balance hormonale influe sur la préservation de la
viabilité des protoplastes mis en culture. La BAP posséde un effet plus important que 'ANA
concernant le maintient de la viabilité et I'entrée en divisions, au 126Me jour de culture.
L'étude de I'interaction de ces deux hormones dans les travaux futures est souhaitable par

le test d’autres combinaisons.

Les protoplastes de D. stramonium sont exigeants en NH4NO3. En effet, La réduction
de la concentration de NH4NO3 affecte négativement la régénération de la paroi et I'entrée
en divisions des cellules. Le milieu MS contenant la plus forte concentration de NH4NO3

testées (1650 mg/l = milieu NO) montre une supériorité par rapport aux deux autres (825
mg/l et 412,5 mg/l). Ce milieu a permis d’obtenir 3% de divisions (stade deux cellules) dont
80% des cellules restent encore vivantes aprés 12 jours de culture.

Concernant le protocole, d’isolement, de purification et de culture.

Un protocole efficace doit aboutir a un bon rendement en protoplastes viables / g MF.
De plus, il doit produire des protoplastes capables de reformer leurs parois cellulaires et
de se diviser lorsqu’ils sont mis dans des conditions appropriées de culture. Ainsi selon
les résultats obtenus durant cette étude pour Iisolement, la purification et la culture de
protoplastes D. stramonium on peut adopter le protocole suivant :
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Apres 04 mois de semis in vitro des graines, les feuilles des vitrosemis sont découpés
en bandes et mises, durant trois heures, dans une solution de macération MS ajusté a un
pH 5 et supplémenté avec 1,5% de cellulase de Trichoderma longibrachiatum, 0,02% de
macérozyme et 0,5 M de mannitol. Le tout est mis en agitation (100 rpm) a une température
de 27°C.

La phase de purification consiste en une préfiltration pour éliminer les débris volumineux
avec centrifugation a 150 x g /5 minutes. La purification finale se fait sur monocouche 20%
de saccharose avec une centrifugeuse a rotor libre a 80%/ 8 minutes.

Les protoplastes purifiés sont mis en culture a une densité de 104 protoplestes/ml dans
le milieu MS contenant : 0,18 M de mannitol + 0,18 M de glucose + 0,14 M de saccharose +
0,2 mg/l ANA + 0,5 mg/I BAP + 0,2 mg/l de 2,4-D + 50 mg de CaCls + 292 mg/l de glutamine

et ajusté a pH 5, puis solidifié avec 3,5 g/l d’agarose.

L'étude de lisolement, de la purification et de la culture des protoplastes de D.
stramonium devrait étre étudiée de maniére factorielle a I'avenir afin de mettre en évidence
les interactions entre facteurs et de déterminer les optimums. En effet, 'approche adoptée
dans ce mémoire, qui consiste a étudier systématiquement chaque facteur a part, est
inévitable et préliminaire a une étude factorielle. Ceci permet de mettre en relief les facteurs
majeurs les plus influents qui seront pris en considération lors d’un travail factoriel.

Aussi, il serait judicieux de revoir les composantes du milieu de culture surtout les
combinaisons des sucres et des hormones, ainsi que I'apport d’autres acides aminés tels
que la glycine et la proline, qui sont des constituants des protéines des structure de la paroi
primaire des cellules végétales (Calu, 2006).
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Annexes.

Les moyennes suivies par la méme lettre alphabétique sont statistiquement semblables
selon les Test 95% de Newman & Keuls.

1. Partie Callogénése.

Annexe 1. Tableau de ’ANOVA de I'effet des balances
hormonales sur la surface moyenne des cals issues
des feuilles et des cals de D. stramonium au 65 éme
jour de culture.

Source Somme des carrés|Ddl |Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 1,12399E6 5 224798, 45,80 |0,000***
Intra-groupes 412333, 84 14908,72

Total (Corr.)  1,53632E6 89

Annexe 2. Test 95% de Newman et Keuls.

Traitements Moyenne
T1 - Feuilles 67.5 d
T1 - Hypocotyle 382.8 a
T2 - Feuilles 1413 c
T2- Hypocotyle 158.8 ©
T3 - Hypocotyle 248.8 b
T3- Feuilles 59,4 d

2. Isolement des protoplastes.
2.1. Nature de Ia cellulase et durée de macération.
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Annexe 3.Tableau de ’ANOVA de ’effet de la nature
de la cellulase sur le nombre moyen de protoplastes
totaux et viables issues des feuilles et des cals.

moace motrene des carres (Ddl |Carrémoyen |F Probabilite
Protoplastes totaux

Inter-groupes 1,07435E15 23 |4,67123E13 (9931 0,0000**
Intra-groupes 1,016E14 210 |4,7037ELL

Total (Corr) 1,17508E15 239

Viabilite

Inter-orounes |1_IIIIZIE§6E1_5 123 |4_33505E13_ [138.27  [0.0000%***

Annexe 4. Test 95% de Newman & Keuls.
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Niveau

Nombre moyen
de protoplastes

totaux (x 106)

Viabilité (%)

Aspergillus 1-PC 0,09 O,OE
Aspergillus 1-PF 0,09 O,OE
Aspergillus 2-PC 0,09 O,OE
Aspergillus 2-PF 0109 010E
Aspergillus 3-PC 0,5fg 60C
Aspergillus 3-PF 1,gcde 94,7A
Aspergillus 4-PC O,ng 20 D
Aspergillus 4-PF 1,Scde 88,9A
Aspergillus 5-PC 0,5fg 20D
Aspergillus 5-PF 0,6fg 66,6C
Aspergillus 6-PC 0,0g 0E
Aspergillus 6-PF 0,Og 0E
lrcl;choderma 1 0,09 0E
Trichoderma 1-PF 2,40 91 ,6A
;rg;choderma 2 1,3def 84,6A
Trichoderma 2-PF 4,8b 95,8A
;r(gchoderma 3 2,1cd 95,2A
Trichoderma 3-PF 7,4a 97,3A
Trichoderma 4- 1 8cde 77 7AB
PC ’ ’
Trichoderma 4-PF 7,za 94,4A
;rcl:choderma 5 1,1ef 0E
Trichoderma 5-PF 4,4b 72’78
;rcl:choderma 6 111ef 0E
Trichoderma 6-PF 2,40 70,88

2.2. Concentration en Mannitol.

Annexes.

75



Isolement, Purification et culture de protoplastes de Datura stramonium L.

Annexe 5. Tableau de ’ANOVA de l’'effet des

concentrations de mannitol sur 'isolement des

protoplastes.
BOUCE worme des carrés |Ddl [Carré moyen |F Probabilite
Protoplastes totaux
Inter-groupes 1,16142E15 19 [6,11274E13 24,47 0,0000
Intra-groupes 4.496E14 130 (2,49778EL2
Total {Corr.) 1,61102E1% 199
Viabilite
Inter-ormnes [T NRSIF1S [10 T571103F13_12A A1 T0onnnn

Annexe 6. Test 95% de Newman & Keuls.
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‘Niveau |Nombre moyen | Viabilité (%)
de protoplastes
totaux (x 106)

0,4-PCD 1,5ef 66,6C
0,4-PCF 1f 90A
0,4-PFA 4.6° 95,6A
0,4-PJF 3,8Cd 84,2B
0,5-PCD 2,4def 91,6A
0,5-PCF 2 def 100A
0,5-PFA 102 98A
0,5-PJF 7b 85,7B
0,6-PCD 2,2def 77,280
0,6-PCF 1’8def 88,SB
0,6-PFA 6,4b 90,6A
0,6-PJF 4,8C 75BC
0,7-PCD 1,2ef 75BC
0,7-PCF 0’9f 66,6C
0,7-PFA 3,80d 68,4BC
0,7-PJF 2def 70 BC
0,8-PCD 0’7f 57,140
0,8-PCF 0’5f 40D
0,8-PFA 3,4cde 58,BC
0,8-PJF 1,4ef 57’10

Annexe 7.Tableau de ANOVA de l'effet des

2.3. Concentration de la cellulase.

Annexes.

concentrations de la cellulase sur ’isolement des
protoplastes.
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RInlhgel= motntne deg carés (Ddl |Carrémoven (F Probahilite
Protoplastes totaux

Inter-groupes 1,14140E15 15 (7,60096E13 (17,93 0,0000
Intra-groupes 6,095E14 144 (4,23264E12

Total (Corr ) 1, 75099E15 159

Viabilite

Inter-srmnes [108458E15 [15 [72305F13  [1920  [0.0000

Annexe 8. Test 95% de Newman & Keuls.

‘Niveau |Nombre moyen | Viabilité (%)

de protoplastes

totaux (x 10°)
0,5-PCD 0,1e 100A
0,5-PCF 0’46 75C
0,5-PFA 4,80 91,6A
0,5-PJF 6bC 96,6A
1-PCD 0,7e 85,7B
1-PCF 0’26 100A
1-PFA 4C 95A
1-PJF 8’2a 9715A
1,5-PCD 1,6de 93,75A
1,5-PCF 0’36 100A
1,5-PFA 7,2ab 100A
1,5-PJF 5,6Cb 96,4A
2-PCD 0,4e 100A
2-PCF T 100A
2-PFA 3,4Cd 100A
2-PJF 4C 85B
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Annexe9.Tableau de ’ANOVA de I'effet des
Concentrations de la macérozyme sur l'isolement des

Annexes.

protoplastes.
SOomce somme des carrés |Ddl |Carré moyen (B Probahihité
Protoplastes totaux
Inter-groupes 6,056E14 15 |4,03733E13 |11,25 0,0o00
Intra-groupes 5, 165E14 144 |3,55880E12
Total (Cotr. ) 1,1224E15 158
Viabilite
Inter-orounes 15.400MFE14 15 [3.60062E13 [8.20 [0.0000

Annexe 10. Test 95% de Newman & Keuls.

79



Isolement, Purification et culture de protoplastes de Datura stramonium L.

Niveau Nombre moyen | Viabilité (%)

de protoplastes

totaux (x 10°)
0,005-PCD 0,48 1OOA
0,005-PCF 2,4cde 75D
0,005-PFA 3,chd 93’5AB
0,005-PJF 2cde 100A
0,01-PCD 3,3bcd 1OOA
0,01-PCF 3,1bcd 90,3AB
0,01-PFA 4,2bc 95,2AB
0,01-PJF 318bc 100A
0,015-PCD 1,5cde 86,68
0,015-PCF 2,2cde 81,BC
0,015-PFA 5,63b 85,7B
0,015-PJF 5,23b 92’:,’AB
0,02-PCD 1de 90AB
0,02-PCF 2,3cde 69,5D
0,02-PFA 7 42 91,8AB
0,02-PJF 6,82 94,1AB

2.5. PH de Ia solution de macération.

Annexe 11. Tableau de ’ANOVA de I'effet du pH
de la solution de macération sur I'isolement des

protoplastes.
SOUCE sormme des carrés (Ddl |Carrémoyen |F Probabiité
Protoplastes totaux
Inter-groupes 8,80385E 14 7 |L25TTEL4 346,06 0,0000
Intra-groupes 2511E14 721 |3,4875E12
Total {Corr. ) 1,13149E15 70
Viabilite
Inter-orones |8 37158F.14 7 11.19598F14 [32.90 [0.0000
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Annexe 12. Test 95% de Newman & Keuls.

‘Niveau  |Nombre moyen  Viabilité (%)
de protoplastes
totaux (x 106)
pH 5-PTCF 2,20 95’4A
pH5-PTCD |, oc 96,57
pH 5-PTFA 9’Oa 97,7A
pH 5-PTJF 9’8a 95’QA
g'; C5’F6 1,3 91,3"
PHOS 18° 59,2C
pH 5,6-PTFA 6,4b 80,7B
pH 5,6-PTJF 8ba 83B

2.6. Effet des prétraitements : découpage ou non du matériel végétal.

Annexe 13. Tableau de ’ANOVA de I’effet des des
prétraitements sur I'isolement des protoplastes.

BOUCE aorme deg carres (Ddl (Carremoyen |F Probabilite
Protoplastes totanx

Inter-groupes 8.461385E14 7o |1208HEL4 (42,94 0,0000
Intra-groupes 2,027E14 72 |2,81528E12

Total (Corr) 1,04359E15 70

Viabilite

Tnter-ormmes (A TRARAF 14 [7 10 A0554F13 [2A 27 [0 0000

Annexe 14. Test 95% de Newman & Keuls.
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Niveau Nombre moyen | Viabilité (%)

de protoplastes

totaux (x 10°)
decoupees-PTCD 2,5d 8OB
decoupees-PTCF 1’7d 94,1A
decoupees-PTFA 102 86,5B
decoupees-PTJF 8b 858
non decoupees- d C
PTCD 1.2 50
non decoupees- d A
PTCE 1,9 92,4
non decoupees- cb B
PTEA 7,2 83,3
non decoupees- C C
PTJF 5,8 44,8

2.7. Effet de Ia nature du tissu

Annexe 15. Tableau de ’ANOVA de I'effet de la nature
du tissu sur I'isolement des protoplastes.

BOUICE mormme des carres (Dl |Carré moven |F FProbahilite
Protoplastes totaux

Inter-groupes [3,00367E14 2 |1,50433E14 |50,71|0,0000%**
Intra-groupes [5,01E13 27 |2,96667E12

Total (Corry [3,80967E14 20

Viabilite

Inter-ormines |3 398F.14 7 11 AOOF14 [A6 SEIN NN

Annexe 16. Test 95% de Newman & Keuls.
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W PT (x 106) Viabilité (%)
feuilles 882 97’73A
cals durs 2’7b 90,08

cals friables 1,6b 90B

2.8. Effet de I’dge des feuilles.

Annexe 17. Tableau de ’ANOVA de I'effet de I’age des
feuilles sur I'isolement des protoplastes.

BOWCe sormine des carrés (Dl |Carrémoyen |F Probahilite
Protoplastes totaux

Inter-groupes [3,92E13 1 |3,92E13 23, 54|0,000]%**
Intra-groupes (2,96E13 13 |1,64444F12

Total (Corr)y [6,88E13 19

Viabilite

|Inter-orounes |4 5E13 1 [4.5E13 [45_00(0_0000%**

3.Purification des protoplastes.
3.1. prépurification : Effet de la vitesse et du temps centrifugation.

Annexe 18. Tableau de ’ANOVA de I'effet de la vitesse
et du temps centrifugation sur la purification des
protoplastes.
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SOUCE worme des carrés (Ddl |Carrémoven (F Probabilite

Protoplastes totaux récuperes

& Witesse  de 4 0345314

centrifiygation 2, 1689E+13 2 [1,0344E+13 |6 0.0085%*

B Temps de Q8. 433707

centrifiigation 4,3262FE+14 2 [2,1631E+14 |9 0.0001%**
7.45280809

AxB 6,551 1E+13 4 |1,6378E+13 (9 0.0001%**

Viabilite

& Vitesse de 4 3414096

centrifiigation 1,9467E+13 4 [9,7333E+12 |9 0.0162*

D T 114 noow . 1 & I ndamaid ol denznzlno oonises

Annexe 19. Test 95% de Newman & Keuls.

vitesse et du temps de PT Viabilité
centrifugation récupérés (%)
(%)

120 x G-2 min 3’gd 91 ,4A
120 x G-5 min 11’1d 75,28
120 x G-8 min 17’ch 65,6C
150 x G-2 min 33,4b 77,38
150 x G-5 min 55,73 58,SC
150 x G-8 min 49,62 36,0D
200 x G-2 min 26,50 33,2D
200 x G-5 min 21 ’zcd 18,0E
200 x G-8 min 16,4Cd 7,7CD

3.2. Purification finale :

84
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Annexe 20. Tableau de ’ANOVA de I'effet de la
concentration de saccharose sur la purification des

protoplastes.
RInkgel= motrne des carrés |Ddl [Carré moyen |F Prohabilite
Protoplastes totaux
Inter-groupes 1,26667E14 2 |6,33333E13 (24,50 0,0000***
Intra-groupes T.HELS 27 |2,81481E12
Total (Carr.) 2,02867E14 29
Viabilite
Inter-srounes |1.28267E14 12 16.41333E13 [25.02 [0.0000***

Annexe 21. Test 95% de Newman & Keuls.

concentration de PT récupérés Viabilité
saccharose (%) (%)
20% 54,52 71,3%
30% 14,7° 54,65
40% 4,9° 41,1€

4. Culture de protoplastes.

4.1. Effet de la densité des protoplastes.

Annexe 22. Tableau de ’ANOVA de I'effet de la densité

des protoplastes au 12¢Me jour de culture.
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moutce motme des carrés |Ddl [Carré moyen |F Probabilite

Viabilite

Inter-groupes 338000, 1 |333000, 147 67 0, 0000

Intra-groupes 41200,0 15 [2285,80

Total (Corr ) 379200, 19

Protoplastes enires en divisions.

Inter-groupes 1,07013E10 1 1,O7013E10  |7704954,6(0,0000%**
1

4.2. Effet du sucre et du pH du milieu de culture.

Annexe 23. Tableau de ’ANOVA de I'effet du sucre et
du pH du milieu de culture au 12°Me jour de culture.

SOurce Somme des carres (Ddl [Carremoyen [F Probahihité
Viabilite

Amilien 491430, 2245715, 206,68 0, 0000
BpH B4681.7 1 |646817 54,41 0, 0000k
INTERACTIONS

AR 311633 2 (155817 13,11 0, 0000k
Protoplastes entres en divisions.

Amilien |2,45021E2 |2 [1,22061E8  [A9709.97 [0,0000%**

Annexe 24. Test 95% de Newman & Keuls.
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‘Sucre x pH | Viabilité | Pourcentage de
(%) protoplastes entrés en
divisions (%)
MO-pH5 802 3A
MO - pH 5,9 60b 2,28
M1 -pH 5,9 30d 0,4D
M1-pHS 46,15 10,71P
M2-pHS 1454¢  1117C
M2 -pH 5,9 35,7d 0,8D
4.3. Effet des hormones.

Annexes.

Annexe 25. Tableau de ’ANOVA de I’'effet Effet des

hormones au 12°™M¢ jour de culture.
BOutce sotnme des carrés |ddl [Carré moyen |F Probahilite
Viabilite
Inter-groupes 2,99556E13 2|1 49778EL13  |6,37 0,0026**
Intra-groupes 2,04533E14 87 |2,35006E12
Total (Corr.) 2,344 59E 14 &9
Protoplastes entres en divisions.
Triter-ormin es [3 3155AF1 7 12 T1AS77RFIS A O [ nn f+

Annexe 26. Test 95% de Newman & Keuls.

Balance Viabilité (%) Pourcentage de

hormonale protoplastes entrés en
divisions (%)

HO 802 32

H1 64 1,19°

H2 46° 1,13°
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4.5. Effet de la concentrationde NH 4 NO 3

Annexe 27. Tableau de ’ANOVA de ’'effet Effet des
eme .

hormones au 12 jour de culture.
S OurCE motntne des carrés |Ddl [Catré moyen |F Probabilite
Viabilite
Inter-groupes 567127, 2 |2835635, 156,74 0,0000#**
Intra-groupes 41000.,0 27 [1518,52
Total (Carr.) B08137, 29
Protoplastes entreés en divisions.
Inter-orounes [7.79083E7 (2 T3&9542FE7 210352 4810 N00r**

Annexe 28. Test 95% de Newman & Keuls.

NH4NO3| Viabilité (%)| Pourcentage de
protoplastes entrés en
divisions (%)

NO 802 oA
N1 51,8P 0,738
N2 411 0,13¢

Annexe 29. Composition du milieu Murashige et
Skoog (1962).
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Eléments minéraux concentration
Nitrate d'ammonium (NH4NO3) 1650 mg/I
Acide borique (H3BO3) 6,2 mg/l
Chlorure de calcium (CaClp,H20) 440 mgl/l
Chlorure de cobalt (CoCI2,6H20) 0,025 mg/I
Sulfate de magnésium (MgSOg4,7H20) 370 mg/l
Sulfate de cuivre (CuSQOg4,5H20) 0,025 mg/I
Phosphate de potassium (KH2PQOy4) 170 mg/l
Sulfate de fer (FeSO4,7H20) 27,8 mg/l
Nitrate de potassium (KNO3) 1.900 mg/|
Sulfate de manganése (MnSOq4, 4H20) 22,3 mg/l
lodure de potassium (KI) 0,83 mg/l
Molybdate de sodium (NapoMoQyg, 2H20) 0,25 mg/l
Sulfate de zinc (ZnSQOyg, 7H20) 8,6 mg/l
EDTA (Na2EDTA, 2H20) 37,2 mg/lb
Additifs organiques communs concentration
i-Inositol 100 mg/I
Acide nicotinique 0,5 mg/l
Pyridoxine / HCI 0,5 mg/l
Thiamine / HCI 0,1 mg/l

Annexes.
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