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RESUME

Dans la nature, les embryons végétaux des graines dites orthodoxes
entrent dans une période de vie ralentie lorsqu’ils ont atteint la pleine maturité. Cette
phase de latence leur permet de différer la germination jusqu’a ce que la température,
I’humidité et la luminosité du milieu extérieur soient favorables au développement de la

jeune plante.

Au contraire, les embryons cultivés in vitro germent au sein du milieu de
culture sans passer par cette période de repos observée au sein de la graine. Ce
phénoméne de germination en culture rend la manipulation et la conservation des
embryons produits i vitro particuliérement délicates. La germination précoce des
embryons matures provoque également I’arrét du développement des jeunes embryons
qui sont présents en méme temps qu’eux dans le milieu de culture. De ce fait, le
pourcentage d’embryons capables de germer et de devenir une plante adulte dépasse

rarement 10 % du total des embryons produits.

' L’objectif principal de ce projet de recherche visait donc & limiter la
germination en culture d’embryons somatiques de carotte produits en bioréacteur. Dans
un premier temps, nous avons cherché a synchroniser le développement des embryons
lors de la production afin d’éviter les blocages développementaux et d’augmenter la
qualité des embryons produits (réduction du pourcentage d’anormalités et augmentation
du pourcentage de conversion en plantes). Dans un deuxiéme temps, les populations
synchrones d’embryons obtenues ont été soumises a divers traitements visant a limiter,

voire a éliminer, le phénomeéne de germination en culture.

Un nouveau procédé de production “par paliers de densité” a été mis au

point afin de synchroniser le développement des embryons in vitro. Ce procédé utilise le
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phénoméne d’auto-inhibition pour bloquer réversiblement la croissance des embryons a
deux stades précis de leur développement, soit le stade des masses pro-embryonnaires et

le stade globulaire (stades immatures).

Le procédé comporte quatre étapes distinctes qui sont : la culture des
cellules embryogeénes, la production des masses proembryonnaires (MPE), la formation
des embryons globulaires (EG) et enfin la maturation des embryons globulaires en
embryons torpilles (ET) préts a étre récoltés. Les trois premiéres étapes sont effectuées
en flacons agités alors que la phase de maturation des EG en ET est opérée en

bioréacteur a doubles rubans hélicoidaux.

L’utilisation conjointe de la nouvelle méthode de production par paliers
de densité (MPD) et d’une nouvelle lignée cellulaire embryogéne a permis de multiplier
la productivité par 25 par rapport a la méthode de production classique (2 x 10° et 51 x
10° emb.I" j* respectivement). Simultanément, le pourcentage final de germination en
culture a diminué de 85 % a 28 %. La qualité des embryons produits a également été
améliorée, ce qui se traduit par une diminution du pourcentage d’anormalités (de 50 % a
moins de 10 %) et par une augmentation du pourcentage de germination en sol stérile

qui passe de 13 % a 96 % (embryons encapsulés dans des billes d’alginate).

Il existe un lien direct entre la densité d’inoculation en embryons
globulaires lors de la derniére étape du procédé MPD et la durée d’opération nécessaire
pour obtenir la concentration maximale en embryons torpilles. Par exemple, on obtient le
maximum de production (824 ET.ml"* produits) au bout de 4 jours si on inocule 4 5 g
EG.I" (en matiére humide) et au bout de 13 jours en inoculant a2 10 g EG.I" (1032
ET.ml"! produits). On peut donc, simplement en faisant varier la densité d’inoculation,
choisir de privilégier soit une faible durée d’opération du bioréacteur soit la qualité et la
quantité des embryons produits. En MPD, les populations synchrones d’embryons

torpilles ou globulaires peuvent étre conservées au moins trois semaines a haute
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concentration embryonnaire, ce qui permet de différer le semis. Cette flexibilité de la
technique par paliers de densité en fait un outil de production unique en embryogenése

végétale.

Les résultats obtenus par paliers de densité ont démontré que plusil y a
d’embryons torpilles dans le milieu de cuiture, moins le pourcentage de germination en
culture est élevé (45 % de germination a 200 ET.mi™ contre 1 % de germination a 2000
ET.mI™"). De ce fait, la densité d’inoculation en embryons globulaires lors de la derniére
étape de production influence directement le pourcentage de germination en culture. En
flacons agités par exemple, il est possible de maintenir le pourcentage de germination en

culture en dega de 5 % en utilisant des densités d’inoculation de 10 g.1" (en matiére

humide) et plus.

Afin de limiter la germination lors des cultures inoculées a basse densité
d’inoculation (10 gI" et moins en bioréacteur), les embryons ont été soumis a divers
traitements pendant la phase de maturation des EG en ET. Il n’a pas été possible de
démontrer I'influence de I’acide abscissique (ABA) sur la germination en culture en
MPD. Par contre, les résultats prouvent que I’ABA inhibe le développement des
embryons globulaires, ce qui diminue significativement le nombre d’embryons torpilles
produits. De plus, les embryons torpilles produits dans un milieu contenant de ’ABA
ont un pourcentage de germination post-récolte inférieur a celui des témoins (cultivés

sans ABA).

L’utilisation d’un milieu de production sans Fe-EDTA lors de Ila
maturation des embryons globulaires en embryons torpilles provoque une diminution du
pourcentage de germination en culture de 28 a 3 % (milieu avec et sans Fe-EDTA
respectivement). Parallélement, la production en embryons passe de 1000 a 3000

embryons torpilles par ml (bioréacteurs inoculés a 10 g.I™).
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Enfin, I’augmentation de la concentration en sucrose du milieu de 30 g.I"
a 90 gl lors de la maturation des embryons globulaires en embryons torpilles a
totalement supprimé la germination en culture, tout en multipliant par S la production
d’embryons torpilles (300 et 1400 emb.mI’ a 30 gl! et 90 gI' de sucrose
respectivement, pour des bioréacteurs inoculés a 5 g.I''). Ce traitement & haut potentiel
osmotique a donc été le plus efficace afin de controler la germination au sein des
cultures opérées a basse densité d’inoculation. Notons que ni le retrait du Fe-EDTA du
milieu de culture, ni I’augmentation de la concentration en sucrose n’ont eu d’influence

sur le pourcentage de germination post-récolte des embryons traités.

La synchronisation du développement des embryons cultivés in vitro
constitue une avancée importante en matiére d’embryogenése somatique. La mise au
point de la technique de production par paliers de densité a permis a la fois d’améliorer
la productivité du bioprocédé, de contrdler la germination en culture et d’augmenter
significativement la qualité des embryons produits. Pour la premiére fois, on dispose
d’une méthode simple de contrdle de la germination en culture, qui permet de retarder le
semis des embryons produits sans altérer leur germinabilité post-récolte. Ce nouveau
procédé de production d’embryons somatiques posséde de plus une flexibilité qui en fait

un outil de choix en vue d’une future application industrielle.



ABSTRACT

In so called “orthodox™ seeds, the growth of zygotic embryos stops as
soon as they reach full maturity, at the torpedo stage. This resting period is the key of
the embryos survival during winter. waever, somatic embryos produced in vitro never
show this quiescent state and germinate in the culture medium immediately after they
reach the torpedo stage. This precocious germination, which occurs before embryo
harvest, makes their handling and conservation difficult. Moreover, the germination of
somatic torpedo stage embryos during production is responsible for developmental
abnormalities among the immature embryos. Therefore, no more than 10 % of total

embryos produced actually reach the torpedo stage.

The main objective of this work was to suppress the precocious
germination of carrot somatic embryos produced in bioreactor. Since asynchrony is
believed to be responsible for abnormal development of cultivated embryos, we first
attempted to improve their quality by synchronizing their growth during production.
Subsequently, we tested various treatments to prevent somatic embryo germination in

the culture medium.

A new production process was developed which allowed a better
synchronization of embryo development and enhancement of their morphological
normalcy. This process uses the auto-antagonism phenomenon to reversibly stop
embryo development during production. This process is subdivided into four stages: the
culture of embryogenic cells, the proembryo masses (PME) production, the globular
stage embryos (GE) formation and finally the globular embryos maturation into torpedo
stage embryos (TE) ready to be harvested. The first three stages were carried out in
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agitated flasks while the maturation of synchronized GE’s into torpedo stage embryos

was performed in a helical ribbon impeller bioreactor.

Using this new “multi” stage production process” (MSPP) and a new
Daucus carota embryogenic cell line, productivity was increased 25 fold as compared to
the conventional production process (CPP) ( 2 x 10° versus 51 x 10° for MSPP and
CPP, respectively). In addition, the final germination rate during production decreased
from 85 % to 28% using MSPP as compared to CPP. Furthermore, embryo quality was
improved as indicated by fewer abnormalities (10% versus 50%) and increased
conversion rate into plants (from 13% to 96% in a sterile soil) of embryos encapsulated

in alginate beads.

A direct relationship was established between the globular embryo
inoculation rate of bioreactor cultures and the time required to reach the maximum TE’s
concentration using this novel MSPP process. For example, maximum production was
reached after 4 days when the medium was inoculated with S g wet weight GE.I"' (824
TE.mlI" produced) whereas 13 days were required with 10 g GE.I"' (1032 TE.m!I™
produced). Thus, we can either favour a shorter bioreactor operation time or maximize
the quality and quantity of the embryos produced by simply varying the last stage
inoculation concentration. Furthermore, the synchronized torpedo and globular somatic
embryos can be kept at a high embryo concentration for at least three weeks, which

permits to postpone seedling.

Results showed that, using the MSPP method, germination during
production decreased as the torpedo embryo (TE) concentration increased (45 %
germination rate as 200 TE.mI” versus 1 % at 2000 TE.ml"). Therefore, GE’s
inoculation density of the last production stage is directly proportional to the precocious
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germination rate. Therefore, it is possible to maintain this germination rate below 5 % by

using inoculation rates of 10 g GE.I"' (wet weight) or more in agitated flasks.

In order to limit precocious germination during cultures inoculated with
low GE density (i.e. bioreactors inoculated with 10 g GE.I' or less) the embryos were
submitted to various treatments during the last production stage. It was not possible to
demonstrate abscissic acid (ABA) effects on precocious germination during MSPP
production. However, supplementing the culture medium with ABA significantly
decreased productivity using both CPP and MSPP production methods. On the other
hand, precocious germination was reduced from 28 % to 3 % using a Fe-EDTA free
medium, while production increased from 1000 TE.mI" to 3000 TE.ml" (10 g GE.I"
inoculation concentration). Finally, increasing the sucrose concentration from 30 to 90
g1 totally inhibited embryo precocious germination and increased production fivefold
(from 300 to 1400 TE.mI™, 5 g GE.I'" inoculation rate). Neither Fe-EDTA removal from
the culture medium nor high sucrose concentration affected post-harvest germination

rates.

The synchronization of in vitro embryo developement is a major advance
for somatic embryo production. The multi stage production process developed during
this work allows, at the same time, an increase of process productivity, better control of
precocious germination and higher quality of the embryos produced. It is now possible
to control germination during production and postpone seedling without decreasing
embryo post-harvest germinability. Moreover, MSPP’s unique flexibility makes it an

indispensable production tool for the industrial use of somatic embryogenesis.
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1. INTRODUCTION

L’émergence au début des années 70 du génie génétique et de la biologie
moléculaire a donné naissance a une nouvelle génération de super-plantes: les plantes
transgéniques. Ces plantes élites issues d’hybridations inter-espéces ou de
manipulations génétiques possédent d’étonnantes capacités comme la résistance au gel,
a la sécheresse, aux herbicides et 4 de nombreuses autres agressions environnementales.
Cependant, ces plantes modifiées sont incapables de transmettre leur patrimoine
génétique par voie sexuée. Leur multiplication est donc tributaire des techniques de
propagation clonale in vitro comme !’organogenése et la culture de méristéme (Raven et
col. 1992b, Zryd 1988).

Jusqu’a présent, la commercialisation a grande échelle de la majorité de
ces nouvelles plantes a été vouée a I’échec en raison de la faible productivité des
techniques de micro-propagation classiques (Nouaille et Petiard 1988). L’embryogenése'
somatique, une technique de propagation clonale a haute productivité découverte a la fin
des années 50, a donc suscité un regain d’intérét de la part de I’industrie agronomique
dans les années 80.

L’embryogenése somatique permet en effet d’obtenir en quelques mois
plusieurs millions d’embryons parfaitement identiques a la plante mére. Ces embryons
somatiques, issus de cellules prélevées sur le corps de la plante mére, possédent les
mémes caractéristiques que les embryons zygotiques issus de la reproduction sexuée. Il
est donc désormais possible de produire un grand nombre de clones identiques en un
minimum de temps, ce qui constitue un des atouts majeurs de I’embryogenése

somatique par rapport aux autres techniques de propagation clonale.

Les nombreuses équipes qui ont travaillé sur cette technique prometteuse
depuis sa découverte se sont cependant heurtées a de nombreux problémes. Bien que
des embryons somatiques aient été obtenus chez prés de 100 espéces réparties dans une
trentaine de familles de plantes, certaines espéces végétales comme la tomate restent



aujourd’hui encore récalcitrantes a toute tentative. De plus, la qualité des embryons
produits /n vitro est médiocre et les pourcentage de germination en sol sont encore bien
décevants en comparaison de ceux des graines (moins de 50 % contre 95 % pour les

graines classiques).

Ce manque de qualité a été attribuée a des variations génétiques
incontrélées qui se produisent lorsque des cellules végétales sont maintenues en culture
sur de longues périodes (Caligari et Shohet 1993, Lee et Philipps 1988, Reisch 1983).
Le manque de synchronisme du développement des embryons cultivés pourrait
également étre responsable pour une grande part des anormalités et des arréts
développementaux qui sont observés in vitro.

Les procédés de production actuels possédent une autre lacune
importante : I’impossibilité de conserver les embryons somatiques produits sans altérer
leur germinabilité post-récolte. Alors que dans la graine, le développement de I’embryon
zygotique cesse lorsqu’il atteint sa pleine maturité, les embryons cultivés in vitro
poursuivent leur croissance et germent en culture dés que le développement

embryonnaire est achevé.

Cette germination en culture provoque P’arrét du développement des
embryons immatures présents dans le milieu de culture, ce qui diminue significativement
la productivit¢ du procédé. Mais surtout, elle rend la manipulation des plantules
particuli¢rement difficile et implique leur repiquage immédiat aprés leur récolte. En
pratique, il est cependant impossible de produire les embryons directement sur leur lieu
de plantation. Une méthode de conservation des embryons avant leur germination est

donc nécessaire afin de pouvoir en différer le semis.

Jusqu’a présent, deux voies ont été principalement explorées afin de

conserver les embryons somatiques a I’état non germé. La premiére implique I’ajout



d’acide abscissique, une phytohormone qui inhibe la division et I’élongation cellulaire,
dans le milieu de culture (Attree 1991, Iida et col. 1992, Von Amold et col. 1988,
Walton 1977). D’autres auteurs se sont plutot intéressés a une méthode de conservation
par séchage des embryons avec ou sans traitement a I’ABA (Attree 1991, Iida et col.
1992, Seneratna et col. 1990). Cependant, ces traitements provoquent une diminution
significative du pourcentage de germination post-récolte des embryons traités, qui sont 2
a 20 fois inférieurs a ceux des embryons non-traités (Carman 1989). De plus, le moment
ou ils sont appliqués est crucial pour assurer leur efficacité aussi bien que la survie de

I’embryon.

Avant d’essayer de contrdler la germination en culture, il semble donc
primordial de synchroniser au préalable la production des embryons. Cette
synchronisation reste cependant délicate puisqu’aucune des différentes techniques
utilisées jusqu’ici (tri des inocula, traitements chimiques, chocs anoxiques ou

osmotiques) n’a jusqu’a présent été couronnée de succes.

Dans ce contexte, ce projet de recherche vise a contrdler la germination
avant récolte des embryons produits in vitro, qui constitue un obstacle majeur a
I’utilisation industrielle éventuelle des embryons somatiques. Pour atteindre cet objectif,
le travail expérimental a été orienté dans deux voies distinctes mais complémentaires.
Dans un premier temps, nous avons cherché a synchroniser le développement des
embryons lors de la production par I’intermédiaire de techniques simples et faciles a
mettre en oeuvre. Une fois cette étape franchie, nous avons étudié I'effet de divers
traitements sur la germination en culture de la population d’embryons synchrones

obtenue.



2. KETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1. POURQUOI PRODUIRE DES EMBRYONS SOMATIQUES ET
COMMENT ?

2.L1__LAMAGIE DE ["EMBRYOGENESE SOMATIQUE

Les plantes supérieures possédent une des propriétés les plus
énigmatique et fascinante du monde vivant : la capacité de recréer un individu entier a
partir d’une seule cellule, sans avoir recours i la reproduction sexuée. Cette propriété
des cellules de plantes, la totipotence, est i 'origine d’embryons provenant du corps
méme de la plante, que I’on appelle des embryons somatiques (du grec soma, signifiant
corps) en opposition aux embryons zygotiques (du grec zygo, oeuf) qui sont issus de la

reproduction sexuée.

Bien que la présence dans la nature d’embryons somatiques (ES) ait été
rapportée depuis la fin du 19°™ siécle chez les agrumes et le pissenlit, il fallut attendre
les années cinquante, et les progrés constants effectués dans le domaine de la culture de
cellules de plante depuis le début du siécle, pour qu’enfin Stewart et coll. en 1958 et

Reinert en 1959 obtiennent les premiers embryons somatiques de carotte in vitro.

212, INTERE e

Les progrés effectués dans le domaine du génie génétique lors des
derniéres décennies permettent aujourd’hui la création de nouvelles plantes élites
capables de résister aux insectes ravageurs, a la sécheresse, au gel et & nombre
d’agressions environnementales (Demarly et Sibi 1989, Le Deunff 1993).

Cependant, ces super-plantes obtenues par le biais d’hybridations inter-
especes (fusion de protoplaste) ou par transfert de génes (génie génétique) sont



incapables de transmettre leurs nouvelles aptitudes par voie sexuée. Afin de propager
ces plantes transformées, il faut par conséquent avoir recours 3 des techniques de
multiplication clonale comme le bouturage ou I’organogenése in vitro.

L’exploitation de certaines plantes transgéniques, comme le blé
transformé et plus généralement toutes les espéces cultivées en plein champs, se heurte
donc aujourd’hui aux faibles rendements des techniques de micro-propagation
classiques qui augmentent les coits de production bien au dela du seuil de rentabilité. 11
en est de méme pour toutes les espéces dont la reproduction sexuée est difficile et pour
lesquelles la micro-propagation est trop coiiteuse, comme les arbres ligneux forestiers
(i.e. I’épinette) et certains arbres fruitiers (i.e. le bananier) (Bazinet 1994, Nouaille et
Petiard 1988).

L’embryogenése somatique constitue donc, entre autre, le passage obligé
vers I’exploitation future des nombreuses ressources du génie génétique végétal. Cette
technique de micro-propagation clonale permet d’obtenir des embryons génétiquement
identiques a la plante mére (des clones) qui possédent toutes les qualités et capacités
des embryons zygotiques, c’est-a-dire une structure bipolaire avec un méristéme a

chaque extrémité qui deviendra respectivement la tige et la racine de la future plante.

Contrairement aux diverses autres techniques de propagation végétative
(bouturage, drageonnage, marcottage, organogenése in vitro, etc.), les rendements de
I’embryogeneése somatique sont élevés. Cette technique permet en effet 1I’obtention
rapide de plusieurs millions de jeunes plants identiques, ce qui en fait la plus productive
de toutes les techniques de micro-propagation connues a ce jour (Ammirato 1986,
Ammirato et Styer 1985, Levin et col. 1988).

De nombreux travaux s’orientent également vers la production de
graines artificielles (les “synseeds” de I’anglais SYNthetic SEEDS) 3 partir d’embryons



somatiques. Les embryons produits in vitro sont alors encapsulés et pelliculés de fagon
a recréer les tissus accessoires (enveloppe et réserves alimentaires) présents dans la

graine et qui permettent aux embryons zygotiques de se développer de fagon autonome.

Les embryons somatiques encapsulés pourraient ainsi étre traités de
maniére a présenter les mémes caractéristiques de conservation et de conversion en
plantes que les vraies graines, ce qui permettrait de propager en masse des plantes
modifiées dont la propagation végétative était jusqu’ici impossible parce que trop chére.
Le coiit de revient d’une semence artificielles obtenue a partir d’un embryon somatique
pourrait étre équivalent a celui d’une graine de tomate hybride (Nouaille et Petiard,
1988). Ce coiit devra cependant étre encore abaissé afin de pouvoir commercialiser des

semences de céréales et d’autres plantes de plein champs.

La possibilité de produire une grande quantité d’embryons au méme
stade de développement ouvre également des portes du point de vue de la recherche
fondamentale et appliquée. Jusqu’a présent, les aspects métaboliques et biochimiques de
I’embryogenése végétale in vivo demeurent trés mal connus car il est pratiquement
impossible de recueillir des données in situ sans modifier I’environnement de I’embryon
(Zryd, 1988). L’embryogenése in vitro constitue donc un outil de recherche
exceptionnel afin d’appréhender le comportement morpho-génétique et biochimique des
embryons végétaux (Gray et Purohit 1991). Elle permet, entre autres, d’accumuler des
données sur les événements biochimiques et moléculaires qui ont lieu lors de

I’embryogenése, la maturation des embryons et l1a germination.

2.L.3._EMBRYON ZYGOTIOUE QU SOMATIQUE: QUELLE DIFFERENCE 2
La principale différence qui existe entre les embryons zygotiques et
somatiques est leur provenance respective. Les embryons zygotiques sont le résultat de

la fécondation d’'un ovule par un spermatozoide pour donner un troisiéme individu



différent et unique, issu de la reproduction sexuée. L’embryon somatique lui, est le sosie

rigoureusement identique de sa mére: un clone issu de la reproduction végétative.

Mais d’un point de vue physiologique et morphologique, qu’est-ce qui
différencie ces deux types d’embryons? De nombreux auteurs ont constaté que les
embryons somatiques (ES) produits in vitro se développent différemment des embryons
zygotiques (EZ) rencontrés in vivo. Les embryons obtenus in vitro peuvent ainsi
présenter un certain nombre d’anormalités qui sont inexistantes dans la nature, comme
un nombre aberrant de cotylédons, la formation de plusieurs embryons li€s en amas, une
morphologie anormale ou un arrét du développement de I’embryon a un stade immature
(Huang et col. 1992).

D’autres auteurs, comme Halperin et Wetherell en 1964, ont surtout mis
I’accent sur les similitudes qui existent entre les différents stades morphologiques de
I’embryogenése zygotique et somatique in vitro. Ils ont constaté que, sortis de 1a poche
protectrice de I’ovule, les embryons zygotiques cultivés in vitro rencontrent les mémes
blocages et anormalités rapportés i tort comme étant spécifiques aux embryons
somatiques (Gray et Purohit 1991).

Amnsi, bien plus que des différences entre la nature somatique ou
zygotique des embryons, ce sont plutét les différences entre les environnements
rencontrés in vivo et in vitro qui sont responsables des anomalies de développement
observées chez les embryons cultivés. Dans la graine, le milieu et les conditions
environnementales s’adaptent en continu aux besoins changeants de I’embryon au cours
de son développement. Comparé a la grande vanabilité des régimes nutntionnels et
hormonaux des embryons zygotiques dans le temps et selon les espéces, les trois ou
quatre milieux de culture synthétiques utilisés in vitro semblent bien insuffisants (Gray
et Purohit 1991). En fait, les conditions de cultures employées en embryogenése
somatique sont encore trés largement empiriques et demandent encore un gros travail

d’optimisation (Carman 1989).



C’est au prix de cette optimisation que disparaitront les nombreux
blocages développementaux, les anormalités, les faibles pourcentages de germination et
de conversion en plantes constatés aujourd’hui au sein dc?s populations d’embryons
somatiques produits in vitro. C’est enfin grice a une meilleure compréhension des
processus impliqués lors de I’embryogenése, de la maturation et de la germination que
I’on réussira & produire des semences artificielles présentant cette phase de vie ralentie
(la quiescence) qui fait actuellement défaut aux embryons cultivés et qui permet
pourtant la conservation des embryons dans la graine.

214, LA CAROTTE: UN MODELE

Depuis les premiers travaux de Stewart et coll. (1958) et Reinert (1959),
la carotte (Daucus carota L.) a servi de modéle pour la compréhension des mécanismes
complexes liés a I’embryogenése des plantes dicotylédones. Un nombre impressionnant
de travaux ont ainsi été menés sur cette ombellifere depuis quelques décennies, ce qui

en fait un des végétaux les plus étudiés au monde.

L’embryogenése somatique a été décrite chez une centaine d’espéces
végétales parmi lesquelles des céréales (le blé (Carman 1989), I’orge (Vasil et col.
1990, Norstog et Klein 1972)), des espéces forestiéres (I’épinette, I’épicéa, le pin), des
plantes tropicales récalcitrantes (le bananier, le manguier (Litz et col. 1993)) des
Iégummeuses (le pois, le haricot (Kysely et jacobsen 1990)) et d’autres ombelliféres (le
persil, le céleri (Nadel et col. 1989)).

De ces nombreux travaux, il ressort qu’en matiére de culture de cellules
et d’embryogenése végétale, toute généralisation d’une espéce a I’autre, d’une variété a
I'autre et méme d’une lignée cellulaire a I’autre reste délicate (Ammirato 1983).
Néanmoins, la carotte constitue un modéle de choix pour étudier le développement des

embryons végétaux, parce qu’elle se préte exceptionnellement bien a I’embryogenése in



vitro et qu’elle reste une espéce végétale largement étudiée dans des domaines aussi

variés que la culture de cellules, le génie génétique et Ia biologie moléculaire.

2.15. LES LIMITATIONS DE L'EMBRYOGENESE IN VITRO

2.1.5.1. Les espéces récaicitrantes

Bien que des embryons somatiques aient été obtenus parmi une trentaine
de familles différentes de plantes, il demeure des espéces récalcitrantes qui se prétent
difficilement aux technique d’embryogenése somatique. La tomate est par exemple de
celles-la, ainsi que nombres d’espéces de légumineuses, de graminées et plus
généralement la majorité des plantes monocotylédones (Ammirato 1983, Nouaille et
Petiard 1988).

De fait, I’embryogenése somatique ne semble pas constituer un
phénoméne commun a toutes les espéces végétales. Aujourd’hui encore, on ne sait pas
si ces difficultés sont li€es a des conditions de culture mal adaptées ou a une incapacité
intrinséque de certaines espéces ou varétés végétales a produire des embryons
somatiques. Quoi qu’il en soit, ’utilisation de I’embryogenése somatique reste limitée a

un nombre relativement restreint d’espéces.

2.1.5.2. La mauvaise qualité des embryons produits

La production d’embryons in vitro est aujourd’hui encore largement
tributaire de méthodes empiriques. Les méthodes classiques de production et les milieux
employés sont en général mal adaptés aux besoins spécifiques des embryons qui, en
conséquence, sont loin d’étre aussi robustes et vigoureux que les embryons issus de

graines (Gray et Purohit 1991).

On constate en effet au sein des populations d’embryons produits in

vitro de trés nombreuses anormalités, des blocages développementaux (Huang et col.
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1992), de la germination précoce (germination en culture des embryons immatures) et
des pourcentage de germination aprés récolte plutét médiocres (le plus souvent moins
de 50 % contre prés de 95 % pour les graines conventionnelles (Molle et col. 1993)).

De plus, certains auteurs comme Caligari et Shohet (1993) ont détecté
des anormalités chromosomiques au sein de populations d’embryons pourtant obtenues
a partir du méme explant, donc de la méme plante mére. Ces faux clones seraient le
résultat de varations génétiques incontrolées qui surviendraient pendant la phase
d’induction du procédé de production. Chez le céleri et la carotte, on estime que prés de
80 % des cellules cultivées in vitro présentent un contenu chromosomique anormal

aprés six mois de culture (Smith et Street 1974).

Ces variations génétiques (appelées variations somaclonales) seraient
dues a la présence d’agents mutagénes dans le milieu, comme le 2.4-D, une
phytohormone synthétique utilisée pour stimuler la prolifération des cellules végétales in
vitro (Peschke et Philipps 1992). Elles ont aussi été attribuées a la mauvaise formulation
des milieux de cultures utilisés et aux méthodes de repiquage des cellules qui
favoriseraient la sélection des cellules anormales (Caligari et Shohet 1993, Peschke et
Philipps 1992).

Ce manque d’umiformité des cultures d’embryons ajoute encore a la
mauvaise qualité générale des embryons produits. Or I’obtention d’embryons de qualité
est le premier critére a satisfaire pour parvenir un jour a la production en masse de
graines artificielles uniformes (Nouaille et Petiard 1988, Onishi et col. 1994). Afin de
rencontrer cet objectif, il est donc impératif de mieux cemer les besoins nutritionnels et

environnementaux des embryons a chacuns des différents stades de leur développement.
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2.1.5.3. La fragilité des embryons somatiques

Ceontrairement a ce qui se passe in vivo ou les embryons zygotiques sont
protégés par I’enveloppe de la graine et alimentés par les tissus nourriciers jusqu’a ce
qu’ils soient devenus une jeune plante autonome, les embryons cultivés sont
particuliérement fragiles et démunis a la sortie du procédé de culture.

Dans la nature, il existe trois principaux types de graines. Les graines
dites exalbuminées, comme le pois et le haricot, sont composées majoritairement de
I’embryon entouré de son enveloppe. Chez ces espéces, I’embryon posséde dans ses
cotylédons toutes les réserves nécessaires a sa germination et il peut donc se développer
de fagon autonome. Ce type d’embryon est le candidat parfait pour devenir une graine

artificielle dans la mesure ou il est capable de subvenir seul a ses besoins nutritionnels.

Par contre, chez les graines a périsperme (comme le blé, le mais et la
betterave) et les graines albuminées (comme la carotte et le céleri), I’embryon ne
représente qu’une infime partie de la graine. Pour ces espéces, la majorité des réserves
nécessaires a la germination de 1’embryon sont contenues dans les tissus nourriciers qui

I’entourent (Lafon et col. 1985).

L’embryon nu (sans les tissus accessoires) tel qu’il est produit in vitro
ne peut donc pas germer et se développer en plante par lui-méme. 1l faut recréer pour lui
des tissus accessoires artificiels capables de le nourrir et de le protéger. La phase de
production des embryons n’est donc que la premiére étape conduisant a I’obtention

d’une semence artificielle a part entiére.

2.1.5.4. La conservation des embryons

Le développement des embryons produits in vitro ne cesse pas a la fin
de la période de maturation, comme c’est le cas dans la graine. Au contraire, les
embryons cultivés poursuivent leur croissance et germent en culture sans observer de

période de repos. Pour poursuivre leur développement et devenir une plante adulte, ils
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doivent donc étre immédiatement repiqués dans des conditions adéquates. Cependant, il
est parfois nécessaire de différer les semis, ce qui suppose la mise au point de méthodes
pour limiter la germination en culture et pour conserver les embryons récoltés (Nouailles
et Pétiard 1988). Bien que plusieurs méthodes aient été enviségées pour stopper le
développement des embryons (cryopréservation, modification de [’environnement
gazeux, traitement 3 I’ABA, déshydratation, etc), elles provoquent toutes une
dimmution significative de leurs capacités germmatives a court ou moyen terme
(Nouaille et Pétiard 1988, Molle et col. 1993).

2.1.5.5. Le maintien de la biodiversité

L’embryogenése somatique produit des clones rigoureusement
identiques a la plante mére. Elle permet donc la multiplication a grande échelle de plants
élites, au détriment d’autres, moins performants. Ainsi, si dans le futur cette technique
de micropropagation se généralise, elle peut en peu de temps appauvrir
considérablement le patrimoine génétique des espéces végétales cultivées. Afin de
préserver la biodiversité de ces espéces, il est donc important de conserver les cultivars
de moindre intérét agronomique qui peuvent néanmoins présenter des avantages

génétiques cachés (Gray et Compton 1993).

Plus que jamais, il est de la responsabilité des biotechnologues et des
agronomes de constituer de vastes banques de génes afin de conserver la biodiversité
des espéces domestiques et sauvages. L embryogenése somatique peut alors permettre
de multiplier presque a I’infini les copies du génome des espéces a préserver, et ce bien
plus fidélement et rapidement que par la reproduction sexuée. Les coiits de constitution
et de maintenance des banques de génes s’en trouveraient ainsi considérablement

réduits, permettant la sauvegarde de plus d’espéces.
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2.2. EMBRYOGENESE DE LA CAROTTE IN VIVO

2.2.1.EVENEMENTS MORPHOLOGIOQUES

Dés que la pollinisation a eu lieu, une cascade d’étapes
morphogénétiques prend place au sein de I’ovule. Les deux zygotes issus de la double
pollinisation ont des destinées différentes, e zygote principal donnant I’embryon et le
suspenseur (tissu qui relie I’embryon au reste de la plante pendant les premiéres phases
du développement) alors que le zygote accessoire donne naissance a I’albumen ou a
I’endosperme de la graine (tissus accessoires). L’ovule, quant a lui, deviendra
Penveloppe de la graine.

Les différentes €tapes de I’embryogenése zygotique chez les plantes
dicotylécones ont été classées selon des stades morphologiques distinctifs (voir figure
2.1). Les cellules embryonnaires entrent tout d’abord dans une phase de division active
(étape de prolifération) pour donner naissance a un embryon globuleux composé de
cellules indifférenciées (stade globulaire). Puis, le rythme des divisions cellulaires
diminue. L’embryon commence a se différencier (étape de morphogenése) et les
différents tissus de la plante se mettent en place. L’embryon s’allonge selon un axe a
chaque extrémité duquel apparaissent les futurs méristémes apical et racinaire. Les
cotylédons prennent forme et ’embryon adopte alors la forme d’un coeur (stade

cordiforme).
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Figure 2.1: Représentation schématique des différents stades du développement

des embryons zygotiques chez Ia carotte

L’embryon amorce alors une troisiéme phase (étape de maturation)
pendant laquelle les cellules s’allongent et les tissus et organes ébauchés au stade coeur
finissent de se développer (stade Torpille). A la fin de cette étape, la graine accumule
dans les cotylédons ou dans les tissus accessoires les réserves qui lui seront nécessaires
lors de la germination. L.’embryon, qui a acquis sa forme et son poids définitifs, se
desseche progressivement et son développement cesse (période de quiescence) jusqu’a

la germination (Raven et col 1992%).

222 R , .

2.2.2.1. Généralités sur les phytohormones

Contrairement a, ce qui se passe chez les animaux, les tissus et les
organes des plantes (feuilles, tiges, racines et organes reproducteurs) se développent
aprés la germination et non pas durant I’embryogenése. La régulation de ces processus

nous est encore largement inconnue, mais il apparait clairement que le développement
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normal des plantes dépend de nombreux facteurs externes (1a lumiére, la température, la

longueur du jour, etc.) et internes.

Les principaux facteurs internes mis en jeux lors de la régulation de Ia
croissance et du développement des plantes sont de nature chimique. Ces composés
organiques hydrosolubles appelés phytohormornes (ou régulateurs de croissance) sont
actifs en trés faibles concentrations (de ordre de quelques pg par kg de matériel
végétal) et agissent le plus souvent en combinaison (Damell et col. 1988, Raven et col.
1992°). Leur action dépend non seulement de leur concentration mais aussi de la fagon
dont ils sont interprétés par la cellule, puisqu’une méme concentration de phytohormone

peut provoquer une réponse différente selon la nature et I’age du tissus cible.

Cinq groupes principaux de phytohormones ont été identifiés jusqu’a
présent : les auxines, les cytokinines, 1’éthyléne, 1’acide abscissique et les gibbérellines.
Dans la plante, ces molécules agissent ensembles, créant des équilibres et des
déséquilibres hormonaux qui régulent la croissance et le développement. Les principales
propriétés des phytohormones dont il sera souvent question dans le reste du texte sont

présentées en annexe 1.

2.2.2.2. Différenciation et morphogenése

Le passage du stade globulaire (embryon indifférenci€) au stade coeur
(embryon différencié) est une étape cruciale du développement embryonnaire des
plantes & graines. Lors de ce processus, certains groupes de cellules continuent a se
diviser activement a certains sites spécifiques de I’embryon alors que d’autres ne se
divisent plus, ce qui donne naissance a Ia forme en coeur. En méme temps, les cellules
centrales de ’embryon se différencient pour former un tissus vascularisé tout le long de

|I’axe embryonnaire.
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Bien que les processus impliqués lors de la régulation de Ila
différenciation soient encore mal connus chez les plantes, de nombreux travaux ont
démontré le role déterminant des phytohormones dans ce phénoméne. Entre autre, 1l a
été¢ démontré que des gradients de concentration en auxine et en sucrose contrélent le

degré de différenciation des cellules chez le lys (Raven et col. 1992°).

Ces mémes auxines sont capables d’mitier la formation de racines
adventives a faible concentration et de I'inhiber a forte concentration. Différentes
concentrations en auxine, cytokinine et gibberelline sont capables d’induire soit la
formation de feuilles, soit la formation de racines ou encore la prolifération
indifférenciée chez des explants de feuille de tomate (Kartha 1976). Comme chez
I’animal, la différenciation et la division cellulaire chez les plantes semblent donc
contrdlées par les différentes concentrations en hormones et en substrats regues par

chacune des cellules.

En 1992, dans leur tentative de formuler un modéle morphogénétique du
développement embryonnaire, Vits et ses collaborateurs ont réussi a simuler la
formation d’un embryon cordiforme a partir d’une structure globulaire. Pour ce faire, ils
ont émis I’hypothése selon laquelle la diffusion des substrats de I’extérieur vers
I’intérieur de I’embryon globulaire devient limitante lorsque ce dernier atteint un certain
diamétre. Cette limitation en substrats provoquerait I’arrét de la division des cellules du
centre de I’embryon et I’émission par celles-ci d’une phytohormone (probablement une

auxine) qui diffuserait dans le reste de I’embryon.

Les gradients de concentration en phytohormones ainsi créés seraient
surimposés avec les gradients de substrats déja existants et provoqueraient I’arrét de la
division de certaines cellules (prés du méristéme apical), la division active d’autres
cellules plus éloignées (cellules des cotylédons et de I'extrémité racinaire) et enfin la
différenciation des cellules centrales de I’embryon (apparition du tissus vasculansé le

long de I’axe embryonnaire). Cette bande de tissus vascularisés permettrait alors a
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I’embryon d’alimenter en substrats ses cellules centrales et de poursuivre son

développement.

Ces hypothéses, par ailleurs ¢tayées par nombre de preuves
expérimentales, proposent un mécanisme basé sur le fait que la forme en coeur est due
aux taux de croissance cellulaires différents de chacuns des tissus de I’embryon. 1l reste
cependant de larges zones d’ombre. Comment par exemple I’axe embryonnaire tige-
racine prend-t-il naissance au sein de I’embryon globulaire, qui posséde une symétrie
radiale? Si I’influence du suspenseur et des champs électriques entourants I’embryon a
été évoquée, beaucoup reste encore a faire pour valider une quelconque hypothése.

2.2.3. NUTRITION ET ENVIRONNEMENT DE L’EMBRYON

On connait peu de choses sur I’environnement hormonal et nutritionnel
de 'embryon in vivo. Dans la graine, ’embryon baigne dans un liquide dont la
composition change constamment pour s’adapter a ses besoins (Gray et Purohit 1991).
Les tissus accessoires jouent en quelque sorte le role de réservoir tampon entre la plante
nourriciére et I’embryon, de fagon a ce que les conditions extérieures influent le moins

possible sur le développement embryonnaire.

2.2.3.1. L environnement in ovulo

Lorsqu’un embryon se développe dans ’ovule, il est trés étroitement
dépendant pour sa nutrition des tissus maternels, mais il devient progressivement
autonome au cours de la formation de la graine. Quelques caractéristiques physico-
chimiques du milieu dans lequel baigne I’embryon in vivo sont connues pour des plantes
a gros ovules. Ces données révélent que ['osmolarit¢ varie tout au long du
développement de I’embryon. Il est maximal dans I’ovule non fécondé (0,4 a 0,5
osmole, ce qui correspond a 130 gl de sucrose) et diminue peu a peu jusqu’a un
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potentiel osmotique presque nul ou méme positif pour I’embryon mature prét a germer
(Zryd 1988, Ryczkowsky 1969, Wang et col. 1987 et Yeung et Brown 1982).

2.2.3.2. Les échanges gazeux

Dans les graines matures, les tissus accessoires et 1’enveloppe
constituent une barriére a la diffusion des gaz (Black 1972, Gray et Purohit 1991, Khan
1977). Les concentrations en oxygéne disponibles in ovulo ont été estimées a I’aide de
modéles mathématiques (Collis-George et Melville 1974). Ces modéles prédisent que
les concentrations en oxygéne dissous (DO) dans les graines sont susceptibles de limiter
la respiration aérobie (phosphorylation oxydative). L’équilibre qui s’établit dans la
graine entre les phénoménes de diffusion et de respiration dépend, entre autres, de la
composition du liquide ovulaire qui affecte la solubilité de I’oxygéne, de I’dge de

I’embryon qui affecte sa demande en oxygeéne et de la température.

Le liquide ovulaire étant particuliérement riche en composés
osmotiquement actifs au moment de la fécondation et le jeune embryon possédant
encore relativement peu de cellules dans les premiers jours de son développement, on
considére que I’initiation et la différenciation des embryons zygotiques a lieu a de

faibles concentrations en oxygéne (Collis-George et Melville 1974).

2.2.3.3. Les phytohormones

La fécondation provoque une séric de modifications trés rapides du
milieu ovulaire. Chez le blé, la concentration en cytokinine passe en quatre jours de
presque O a 180 pmolel’ en équivalent zéatine, ce qui stimule la formation de
I’endosperme nécessaire au développement de I’embryon. Par la suite, la concentration
in ovulo de cytokinines décroit en méme temps que I’embryon se différencie et que les

réserves sont consommees. Cette étape achevée, les concentrations en auxine et acide
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abscissique augmentent et la graine commence a stocker des protéines de réserve
(Carman 1989).

Chez la carotte, Ia concentration en ABA augmente dans la graine a
partir du stade coeur (Kamada et Harada 1981). Cette synthése d’ ABA est corrélée avec
le début de la péniode de stockage des réserves et la diminution de la teneur en eau de
I’embryon (début de la dessiccation).

2.3. EMBRYOGENESE DE LA CAROTTE IN VITRO

2.3.1._PRODUCTION D’EMBRYONS IN VITRQ

En culture en milieu liquide, les embryons somatiques se développent a
partir d’amas cellulaires denses: les masses proembryonnaires (MPE). Ces amas sont
composés de petites cellules rondes ayant les mémes caractéristiques que des cellules
méristématiques (cellules indifférenciées en division qui sont a I’origine des tiges et des
racines). Elles possédent un gros cytoplasme, un gros noyau et peu ou pas de vacuoles
(Bazinet 1994, Lafon et col. 1985).

En présence d’auxines, ces cellules se développent en amas
indifférenciés d’une vingtaine de cellules. Le milieu de culture est alors composé d’un
mélange de MPE et de cellules trés vacuolées isolées ou en amas de quelques cellules,
qui ont des caractéristiques de cellules différenciées (forme allongée ou géométrique,
petit noyau, peu de cytoplasme, une ou deux grosses vacuoles et de nombreux

amyloplastes).

Le processus d’embryogenése peut étre induit de diverses fagons (voir
section suivante), et notamment en transférant les cellules dans un milieu dépourvu de
2,4-D. Environ trois jours aprés le début de I’induction, les cellules des MPE entrent en

phase de division active et donnent naissance a un embryon globulaire semblable a ceux
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obtenus in vivo, qui posséde méme parfois un pseudo-suspenseur (Halperin et Wetherell
1964). Les embryons cultivés passent alors par les mémes stades morphologiques déja
décrits pour les embryons zygotiques (stade cordiforme, stade torpille, voir fig. 1.2).

A E—— -

Figure 2.2: Photographies des principales étapes du développement d'un embryon
somatique de carotte,

A: Amas proembryonnaire (MPE); B: Embryon globulaire; C: Embryon coeur; D: Embryon torpille.

(1a barre représente 50 pm).

1l existe cependant des différences majeures entre le développement des
embryons in vivo et in vitro. Généralement, les embryons cultivés in vitro sont plus gros
et présentent des anomalies morphologiques par rapport aux embryons in vivo
(Ammirato 1987, Zryd 1988). Dans bien des cas, seule une faible proportion des
embryons cultivés parviennent a2 compléter leur cycle de développement jusqu’au stade
torpille, et un plus petit nombre encore parvient a devenir une plante autotrophe (Molle
et col. 1993).
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En fait, chez la carotte qui est pourtant une espéce se prétant bien a
I’embryogenése somatique, seules 20 % des MPE parviennent a produire des embryons
matures normaux (Ducos et col. 1993) et moins de 50 % de ces demiers produisent
ensuite une plante normale (Molle et col. 1993). Les autres MPE voient leur
développement bloqués 4 un stade de développement immature ou souffrent
d’anormalités les rendant incapables de poursuivre leur développement (Chee et
Cantliffe 1989, Michaux-Ferriére et Schwendiman 1992). '

Au sein de la graine, les embryons arrivés au terme de leur maturation se
déshydratent progressivement et entrent en phase de quiescence. Leur métabolisme est
alors considérablement ralenti, ce qui leur permet d’économiser leurs réserves et
d’attendre des conditions favorables a la germination. Les embryons cultivés in vitro,
quant A eux, ne passent pas par cette phase de déshydratation et de vie ralentie. Ceux
qui parviennent au stade torpille germent le plus souvent en culture, ce qui rend leur

manipulation des plus malaisée et leur conservation quasiment impossible.

2.3.2. INDUCTION DE L’ EMBRYOGENESE IN VITRO

Il existe plusieurs moyens d’induire le processus d’embryogenése au
sein d’une culture cellulaire. Toutes les méthodes employées ont cependant un point
commun, elle visent toujours d provoquer un stress auquel les cellules semblent réagir
en initiant I’embryogenése. Il est d’ailleurs bien connu en agronomie que les plantes
stressées tendent a produire des graines plutot que des feuilles ou des tiges. Lors de ces
situations de stress, les cellules produisent de ’ABA endogéne qui jouerait un réle

majeur, bien que mal connu, dans I’induction de I’embryogenése.
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2.3.2.1. Induction par un stress physique

Certains auteurs ont eu recours avec succés a un choc osmotique pour
induire le processus d’embryogenése au sein d’une culture cellulaire. Chez le céler, il
suffit de placer les cellules dans un milieu contenant 3 % de mannitol ou 12 % de
sucrose pendant 72 heures pour initier I’embryogenése (Nadel et col. 1989). Chez la
carotte, un traitement plasmolysant en présence de 0,5 a 1,0 M de sucrose (180 a
360 g1'™") permet d’arriver au méme résultat (Wetherell et col. 1984, Zryd 1988). Le
choc osmotique peut également étre réalisé en présence de molécules osmotiquement
actives mais non assimilables comme le polyéthyléne glycol (PEG) ou les sucres
aromatiques (sorbitol, etc.). Les meilleurs résultats ont néanmoins été obtenus avec le

sucrose (Kamada et col. 1993), qui est I’osmoticum le plus employé par les plantes.

Outre les chocs osmotiques, certains auteurs ont également induit
I’embryogenése en soumettant les cellules a un choc thermique ou mécanique, mais ces

méthodes sont peu utilisées en manipulation de routine.

2.3.2.2. Induction par un stress chimique

L’embryogenése peut également étre induite en soumettant les cellules a
un choc toxique. L’ajout de métaux lourd (comme AgNO;, CoCl,, NiCl,, CdClL,, etc.)
ou de 24-D (a Vorigine un herbicide) dans le milieu stimule I’induction de
I’embryogenése somatique chez la carotte (Roustan et col. 1989) et l’épicéa'(Kong et
Yeung 1995). Chez la carotte, les embryons sont le plus souvent produits simplement en
transferant les cellules embryogénes d’un milieu contenant du 2,4-D a un milieu qui en

est dépourvu.

2.3.2.3. Mécanismes d'induction

Deux théories s’affrontent quant aux mécanismes impliqués lors de

I'induction de I’embryogenése in vitro : le redéterminisme et le prédéterminisme. La
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théorie du redéterminisme affirme que dans certaines conditions (par exemple en
présence de 2,4-D), les cellules différenciées de I’explant entameraient un processus de
dédifférenciation et redeviendraient des cellules méristématiques (non différenciées et
embryogénes). Les cellules végétales seraient donc capables de'tembobiner la cassette
de leur programmation génétique pour revenir a leur forme juvénile indifférenciée.
Placées dans le milieu de production, les cellules redémarreraient leur programme
génétique remis a4 zéro pour donmer naissance a un embryon somatique (Carman et
Campbell 1990, Zryd 1988°).

D’autres auteurs proposent plutét un autre scénario selon iequel
certaines cellules de I’explant conserveraient leur nature méristématique et seraient
capables de redomner des organes ou des individus entiers lorsque les conditions sont
favorables. L’ajout et le retrait des auxines dans le milieu permettrait donc a certaines
cellules prédéterminées de I’explant d’exprimer leur potentiel intrinséque a produire des
embryons somatiques (Thorpe 1988, Nadel et col. 1989). Cette deuxiéme théorie
permettrait d’expliquer la présence conjointe de cellules embryogénes et non

embryogénes dans des cultures provenant pourtant d’un méme explant.
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2.3.3.1. Les phytohormones

De plus en plus de travaux démontrent I'importance du role des
phytohormones dans le controle de P’embryogenése, de la maturation et de la
germination des plantes. In vitro cependant, I’ajout de phytohormones dans le milieu
d’induction ou de production des embryons est souvent de peu d’intérét dans le cas de
cultures asynchrones, c’est-a-dire lorsque tous les stades embryonnaires sont présents

en méme temps dans le milieu de culture (Carman 1989).
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Par exemple, la simulation in vitro des niveaux de cytokinines observés
in vivo n’améliore pas sensiblement la production d’embryons (Carman et col. 1988,
Carman et col. 1988°, Papenfuss et Carman 1989). Diverses phytohormones, parmi
lesquelles des auxines, des cytokinines, des gibbérellines, ' I’ethyléne et 1’acide
abscissique, inhibent |’initiation et/ou du développement des embryons lorsqu’elles
sont ajoutées au milieu de production (Fujimura et Komamine 1975, Kamada et Harada

1981, Tissera et Murashige 1977).

Le 2,4-D, par exemple, bloque le développement des embryons au stade
des MPE et favorise la prolifération cellulaire (Halperin et Wetherell 1964). De méme,
I’éthyléne inhibe fortement I’embryogenése somatique des cals de carotte (Tissera et
Murashige 1977, Biddington 1992) et la germination. A I’inverse, I’inhibition de la
synthése d’éthyléne (en présence d’acide salicylique, d’acide acétylsalicylique ou de
cations de métaux lourds) stimule la production d’embryons (Roustan et col. 1990).

Dans leurs travaux publiés en 1981, Kamada et Harada se sont
intéressés aux concentrations en ABA endogéne (ABA.d,) présentes dans des
embryons somatiques de carotte produits in vitro. Ils ont constaté que les concentrations
en ABA.n4, sont trés faibles dans les MPE et les jeunes embryons jusqu’a ce qu’ils
atteignent le stade coeur. Lorsque la phase de différenciation est achevée, la
concentration augmente alors rapidement et atteint un maximum de 40 ng.g” (matiére

humide) au stade torpille pour ensuite diminuer.

Pourtant, I’ajout d’ABA exogéne (ABAL,) dans le milieu de production
diminue le nombre total d’embryons et le nombre d’embryons torpilles formés, et ce
d’autant plus que I’ajout est effectué tardivement (diminution du nombre d’embryons
torpilles de 16 % pour un ajout continu, 4 % pour un ajout pendant les 7 premiers jours
et 24 % pour un ajout effectué pendant les 7 demniers jours (Kamada et Harada 1981)).
En 1988, Carman a démontré qu’en simulant les concentrations d’ABA in ovulo chez le
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blé pendant I’induction, le pourcentage d’amormalités et de germination précoce
diminuait mais le nombre total d’embryons formés également (Carman et col. 1988°).

2.3.3.2. L 'oxygéne et le dioxyde de carbone

A la lecture des nombreux travaux effectués jusqu’a ce jour en
embryogenése somatique, on constate que la quantité d’oxygéne requise pour induire la
production d’embryons varie énormément d’une espéce a "autre et méme, d’une lignée

cellulaire a I’autre.

Pour le poinsettia et 1°alfalfa, la majorité des auteurs ont utilisé des
concentrations en oxygene dissous (DO) de I’ordre de 60 a 70 % (Preil et col. 1988;
Stuart et col., 1987). Pour d’autres espéces comme chez Eschscholtzia californica par
exemple, le nombre et la qualité des embryons produits sont meilleurs 3 20 % de DO
qu’a 60 % (Archambault et col. 1994).

Dans le cas de la carotte, Kessel et Carr (1972) ont rapporté que des DO
inférieures a 16 % stimulent la production d’embryons somatiques de carofte en
présence de lait de coco (qui contient des concentrations importantes en cytokinines),
alors que des DO supérieures‘ a 16 % stimulent P’apparition de racines et inhibent
I’embryogenése. Cependant au cours de ces expériences, seulement 10 embryons par ml
de culture ont été obtenus en bioréacteur a 16 % de DO au bout de 50 jours de culture.

Lavoie (1997) a également démontré que la production en embryons
somatiques est supérieure lorsque la DO du milieu de culture est maintenue a 20 % (en
bioréacteurs, milieu dépourvu d’hormones), en comparaison avec des cultures en
flacons agités ou la DO est variable et toujours supérieure a2 20 %. La production en

bioréacteur atteignait 300 embryons torpilles par ml.

Certains auteurs présentent cependant des résultats contradictoires. En
1992, Jay et ses collaborateurs ont démontré que des DO voisines de 100 % stimulent la
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production d’embryons de carotte dans un milieu dépourva d’hormones. Plus
récemment, les travaux de Terashima et Nishimura (1991) ont démontré que chez la
carotte, I’embryogenése est stimulée par des concentrations élevées en oxygéne dissous.
Ainsi, 384 emb.mI" ont été produits a 88 % de DO contre seulement 19 emb.ml™ a 18
% de DO. Des résultats similaires ont été obtenus chez le blé (Carman et Campbell
1990) et I’ alfalfa (Stuart et col. 1987).

2.3.3.3. Le milieu de culture

La composition du milieu de culture influence directement le
développement des embryons cultivés in vitro. De nombreux auteurs ont constaté une
augmentation de la qualit¢é des embryons et / ou de leur nombre en modifiant la
composition des milieux de culture (augmentation des concentrations en NO;™ et PO,
(Carman 1989), augmentation de la concentration en NH," (Lavoie 1997), modification
des concentrations en sucrose (Verma et Dougall 1977, Smith et Krikorian 1988),
suppression du PO,* et Ca>* (Tazawa et Reinert 1991, etc)).

En régle générale, le retard dans la différenciation embryonnaire est
d’autant plus faible que le milieu est plus adapté aux besoins nutritionnels de I’embryon.
Le patrimoine génétique des cellules ne peut s’exprimer que si les nutriments qui leur

sont fournis tout au long de leur développement le permettent (Zryd 1988).

Plus I’embryon est jeune et moins ses tissus sont différenciés. Les outils
qu’il posséde pour transformer son environnement et s’y adapter sont alors trés limités
(Raven et col. 1992%, Zryd 1988). En conséquence, plus I’embryon est jeune et plus il
est tributaire du milieu dans lequel il baigne. Par exemple, les concentrations en fer, en
calcium, en sucrose et en sels des milieux de culture ont un lien direct avec le taux de

survie des trés jeunes embryons excisés (extraits de graines) (Zryd 1988).
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Influence du Fe-EDTA et des ions Calcium

Le Fe-EDTA (méme a la faible concentration de 0,1 mM présente dans
les milieux MS et BS) et les fortes concentrations en sels sont toxiques pour les
embryons globulaires excisés (i.e. augmentation du taux de survie de 15 a2 75 %
lorsqu’on passe de 0,2 a 0,025 mM de Fe-EDTA (Zryd 1988)). Par ailleurs, P’ajout de
calcium, auquel on attribue souvent un rdle antitoxique, augmente les chances de survie
des jeunes embryons (survie multipliée par deux lorsqu’on passe de 1 2 6 mM de Ca*")
(Zryd 1988). Chez la carotte, lorsque la concentration en calcium passe de 1 mM dans
le milieu d’induction (avec 2,4-D) a 10 mM dans le milieu de production (sans 2,4-D),
le nombre d’embryons est multiplié par 2 par rapport au témoin (les deux milieux a 1
mM) (Jansen et col. 1990). Au contraire, I’augmentation de la concentration en fer du
milieu assure une meilleure croissance des embryons plus dgés (dés le stade

cordiforme).

Concentrations en sels et en sucres

Les jeunes embryons ont besoin d’une forte concentration en sucrose (de
’ordre de 100 gI' et plus) et d’une faible concentration en sels minéraux (milieu
Murashige et Skoog (MS) dilué 4 fois) pour survivre alors que les conditions contraires
(concentration en sucrose inférieure a S0 gl' et concentration en sels minéraux du

milieu MS non dilué) favorisent le développement des embryons agés (Zryd 1988°).

Influence des différentes sources d’azote

Les milieux utilisés en culture d’embryons contiennent diverses sources
d’azote sous forme ionique (NHs" et NOs> ) ou sous forme d’acides aminés. La
présence d’ions ammonium semble essentielle aussi bien lors de P'initiation que lors de
la maturation (Halperrin et Wetherell 1965, Kamada et Harada 1978, Zryd 1988) mais
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n’est pas suffisante pour assurer seule le bon développement des embryons lorsque le
pH de la culture n’est pas régulé (Dougall et Verma 1978, Kamada et Harada 1978).

Chez la carotte, la différenciation (i.e. formation de racines) est stimulée
lorsqu’on place des fragments de tige dans un milieu contenant du NOs> comme seule
source d’azote. Au contraire, on observe la formation d’embryons somatiques lorsque
les segments sont placés dans un milieu contenant a la fois du NH;" et du NO;>
(nombre d’embryons maximal avec le milieu MS, soit 21 mM de NH," et 39 mM de
NO;?, Kamada et Harada 1978). Lavoie (1997) a également prouvé que la production
d’embryons chez la carotte est multipliée par 3 lorsqu’on ajoute 15 mM de NH;" au
milieu BS qui contient déja 25 mM de NOs> (composition des milieux a I’annexe 2).
Des résultats similaires ont été obtenus chez le blé (Carman 1989) et le bouleau (Nuutila
et col. 1991).

Les besoins en azote des embryons changent au cours de leur
développement. Ainsi, chez la carotte sauvage, les MPE, les embryons globulaires et les
plantules ont des besoins en NH," supérieurs a ceux des embryons différenciés
(Halperin et Wetherell 1965). Les acides aminés stimulent la formation des embryons
chez la carotte cultivée, mais n’ont pas d’effet sur les taux de conversion du stade
globulaire au stade torpille (Kamada et Harada 1978).

Influence du pH

Le pH semble également jouer un rdle important lors du processus
d’embryogenése. Ainsi, chez la carotte, le nombre d’embryons produits est maximal a
pH 4,3 mais leur développement est bloqué au stade globulaire. A pH 5,3 par contre, le
nombre d’embryons globulaires formés est divisé par 3 (par rapport a la culture a pH
4,3) mais le blocage développemental semble levé et une partie de ces embryons
parviennent jusqu’au stade torpille (Jay et col. 1994, Dougall et col. 1983). Les résultats
d’une étude de Smith et Krikorian (1990) ont également démontré que les MPE de
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carotte sont capables de se développer a pH 4,0 mais que leur développement est stoppé
avant d’atteindre le stade globulaire.

Certains auteurs (Jay et col. 1994, Martin et Rose 1976, Wetherell et
Dougal 1976) ont constaté que le pH du milieu de culture affecte I’absorption des sucres
et des ions, notamment du NH;" et NO;", ce qui influence la différenciation et le
développement des cellules.

Ces exemples montrent 3 quel point les conditions de culture influencent
le développement embryonnaire in vitro. En plus des paramétres de culture que nous
avons évoqués dans cette section, de nombreux autres tels que les concentrations en
PO,> et en micronutriments peuvent également jouer un réle lors du processus
d’embryogenése. Les données accumulées jusqu’a présent ne sont cependant pas encore

assez significatives pour pouvoir dégager des tendances claires a leur sujet.

I1 apparait cependant qu’un seul milieu de culture ne peut pas satisfaire
les besoins de tous les stades embryonnaires. Seul un milieu dynamique et évolutif, a
I’'image du milieu ovulaire, alli€ a4 une technique de synchronisation, permettra la
production d’embryons de qualité.

2.3.3.4. Le matériel végétal

En matiére d’embryogenése végétale, la nature de I’explant conditionne
en grande partie le succés des opérations. Une suspension cellulaire est composée d’un
mélange de MPE embryogénes et de cellules trés vacuolées non embryogénes. La
capacité d’une suspension a produire des embryons (son potentiel embryogéne) est lie
a la proportion de MPE qu’elle contient. Bien que de nombreux types d’explant se
soient révélés capables de produire des embryons somatiques, il apparait néanmoins que

le potentiel embryogéne des jeunes tissus (tiges de jeunes plants venant de germer,
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bourgeons foliaires, ovules, etc.) est nettement supérieur a celui des tissus différenciés

(feuilles matures et racines par exemple).

De plus, le potentiel embryogéne d’une lignée cellulaire diminue dans le
temps au fil des repiquages successifs (Murashige et Nakano 1965, Reinert 1959,
Halperein et Wetherell 1965, Thomas et Street 1970). Ce phénoméne est di a4 un
appauvrissement de la suspension en cellules embryogénes (diminution du nombre de
MPE) au profit des cellules non embryogénes. Plusieurs théories s’affrontent quant aux
raisons de cette diminution du potentiel embryogéne en fonction du temps.

Certains auteurs (Sussex et Frei 1968, Reinert et Black 1968) affirment
que les cellules végétales sont capables de s’adapter progressivement aux conditions de
culture in vitro et qu’elles se différencient alors malgré la présence de 2,4-D dans le
milieu. Ces cellules, dites habituées, perdraient leur embryogénicité en méme temps

qu’elles se différencient.

D’autre auteurs (Torrey 1958, Murashige et Nakano 1965, Smith et
Street 1974) avancent que la culture prolongée des cellules en présence de 2,4-D
favoniserait 1’apparition d’anormalités chromosomiques (appelées variations
somaclonales) qui seraient a I’origine des cellules non embryogénes. Chez le céleri et la
carotte, on estime qu’aprés seulement 6 mois de culture prés de 20 % des cellules d’une

suspension ont déja un contenu chromosomique anormal (Smith et Street, 1974).

Quelque soit I’origine des cellules non embryogénes, les résultats de
I’étude de Smith et Street (1974) confirment qu’elles possédent un avantage sélectif vis-
a-vis des cellules embryogénes. Cet avantage entraine I’appauvrissement progressif des
suspensions en cellules embryogénes et engendre donc une diminution du potentiel

embryogéne des suspensions cellulaires.
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2.3.3.5. La densité cellulaire

Outre I’'importance de la nature de ’explant utilisé et de I’age de la
suspension cellulaire, le nombre de cellules présentes dans le milieu de culture joue
également un rOle primordial dans la régulation de I’embryogenése. De nombreux
travaux (Ammirato 1983, Ducos et col. 1993, Molle et col. 1993, Teng et col. 1994) ont
démontré I’existence d’un lien direct entre la densité celiulaire initiale de la culture, le
nombre d’embryons produits, le degré de maturation de la population d’embryons et le

pourcentage d’embryons anormaux produits.

En général, plus la densité d’inoculation du milieu de production est
élevée (10° cellules par ml et plus) et plus le nombre total d’embryons est important,
mais moins ils sont différenciés. Inversement, plus la densité d’inoculation du milieu de
production est basse (moins de 10° cellules par ml) et plus le nombre d’embryons
torpilles obtenus est élevé mais plus le pourcentage d’anormalités de ces embryons est
important (Teng et col. 1994). Par ailleurs, lorsque la densité d’inoculation est trop
faible ou trop importante, I’embryogenése somatique est totalement inhibée (Ammirato
i983, Teng et col. 1994). Ces résultats viennent confirmer ceux déja présentés par
Ducos et col. 1993, Molle et col. 1993 et Zryd 1988.

L’initiation, la différenciation, la maturation, la germination et plus
généralement tout les processus impliqués lors de I’embryogenése in vitro sont
directement liés au nombre de cellules présentes dans le milieu. La encore, il semble que
les différents stades embryonnaires aient des besoins différents en matiére de densité
cellulaire. Ainsi, la présence d’un grand nombre de cellules est absolument nécessaire a
la formation des MPE (phase d’initiation de I’embryogenése) mais la conversion de ces
MPE en embryons torpilles ne peut se faire qu’a basse densité embryonnaire en culture
asynchrone (Halperin 1967, Hari 1980).

Par exemple, chez la carotte, le nombre total d’embryons augmente de
0,3 x 10° emb.I' 2 3,0 x 10° emb.l" lorsqu’on augmente la densité d’inoculation du
milieu de production de 0,4 4 4,0 g.I'' (en poids humide, Molle et col. 1993). Mais, dans
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le méme temps, le pourcentage de conversion des embryons globulaires en embryons
torpilles passe de 25 a 3 % (Molle et col. 1993). Ce phénoméne d’auto-inhibition
semble lié a Ia présence dans le milieu de protéines extracellulaires dont nous parlerons
au paragraphe suivant (De Vries et col. 1988). L’auto-inhibition est par ailleurs un
phénomeéne réversible. Par exemple, une population d’embryons bloqués au stade coeur
peuvent poursuivre un développement tout a fait normal pour peu qu’ils soient dilués
suffisamment (Ducos et col. 1993, Molle et col. 1993).

2.3.3.6. Les protéines extracellulaires

Beaucoup de travaux ont démontré que ['utilisation d’un milieu
conditionné (ayant déja contenu des embryons) lors de I’initiation et de la maturation
permettait d’améliorer ou méme de restaurer le potentiel embryogéne de certaines
cultures cellulaires (De Vries et col. 1988, Hari 1980, Von Amold et col. 1995). Ces”
propriétés du milieu conditionné ont été attribuées a la présence de protéines
glycosylées a hauts poids moléculaires qui sont habituellement liées ioniquement aux
parois végétales mais qui, in vitro, se retrouvent a I’état libre dans le milieu de culture.

En fait, une grande diversité de protéines extracellulaires (PE) ont été
identifiées dans divers milieux conditionnés, parmi lesquelles des péroxydases, des
phosphatases, des protéases et, en général, une grande variété d’enzymes hydrolytiques.
Ces PE permettraient, entre autre, aux cellules végétales de modifier leur environnement
physico-chimique afin de favoriser I’absorption des nutriments (notamment au niveau
des racines) et de modifier les propriétés de leurs parois pecto-cellulosiques pour

permettre I’expansion cellulaire (Clarkson 1985).

D’autres PE présentes sur la paroi des cellules semblent jouer un rdle
majeur comme modulateur de la communication cellule-cellule (Zryd 1988). Elles
pourraient, entre autre, jouer le role de signaux pour contréler la différenciation, la
dédifférenciation et la croissance cellulaire. Ces protéines & trés hauts poids

moléculaires (> 100 kDa) et glycosylées a plus de 90 % sont appelées protéines
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arabinogalactanes (ou APG). Comme chez les cellules animales, ces protéines seraient

la base de la reconnaissance et de la communication intercellulaire.

En 1976, Kartha a démontré que la différenciation cellulaire est
étroitement régulée par la balance des différentes phytohormones présentes dans le
milieu. D’autre auteurs ont depuis constaté que la différenciation cellulaire est corrélée
avec la présence de PE glycosylées dont la synthése est régulée par les différentes
phytohormones du milieu (De Vries et col. 1988, Van Engelen et De Vries 1992, Von
Hamold et col. 1995).

D’aprés les travaux de Hendricks et de Vries (1995), chaque tissu
végétal posséderait a la surface de ses cellules des APG spécifiques. 11 ont ainsi prouvé
qu’il est possible de modifier le développement de cellules en culture en les mettant en
présence d’ APG spécifiques a une autre lignée cellulaire. Par exemple, en ajoutant des
APG issus d’une culture de cellules embryogénes a une autre culture cellulaire non

embryogéne, il est possible d’obtenir des embryons et vice-versa.

Comme tout processus de différenciation, I’embryogenése est donc
régulée par I’intermédiaire de protéines extracellulaires spécifiques. Si on compare le
profil de synthése des protéines in vitro de cellules embryonnaires avec celui de cellules
différenciées, on constate qu’il reste pratiquement inchangé en ce qui concerne les
protéines intracellulaires alors que le profil de synthése des PE est profondément
modifié.

Jusqu’a maintenant, peu de liens ont été clairement établis entre les PE
présentes dans le milieu de culture et les étapes morphologiques de I’embryogenése.
Parmi les trois PE qui ont été identifiées par Hendricks (1995) comme ayant un réle
spécifique lors de I’embryogenése chez la carotte, deux ont un réle direct avec la
formation du protoderme de I’embryon globulaire. Leur absence dans le milieu

provoque un blocage du développement embryonnaire au stade globulaire, comme si la
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phase de différenciation avait échoué. Les autres études sur le sujet se contentent pour
la plupart d’énumérer les différentes PE présentes dans le milieu et de noter les
différences de sécrétion entre différents types cellulaires.

Il existe de nombreuses différences entre le développement des

embryons cultivés et celui des embryons /n vivo. Ces différences ont été depuis
longtemps attribuées au fait que I’environnement auquel est soumis un embryon cultivé
en laboratoire est radicalement différent de ’environnement qu’il aurait connu s’il

s’était développé dans la graine (Gray et Purohit 1991)

Dans sa revue sur I’environnement in ovulo parue en 1989, Carman
compare la composition des milieux les plus utilisés en culture d’embryons ( les milieux
MS et BS notamment) avec la composition du liquide dans lequel baignent les embryons
de blé de 20 jours et plus.

Il apparait dans cette étude que tous les milieux de culture synthétiques
sont carencés en azote (particuliérement en acides aminés) et en phosphore. Carman
constate également que plus la composition du milieu de culture se rapproche de celle
du liquide ovulaire, plus le nombre et la qualité des embryons sont élevés. De méme,
des embryons globulaires extraits de graines de carotte se développent anormalement
(pas de formation de cotylédons, obtention d’embryons massifs et informes) lorsqu’on
les place dans du liquide de KNOP (contenant seulement de 1’azote, du phosphate, du
potassium et du sucre) alors qu’ils passent au stade cordiforme lorsqu’ils sont transférés
dans une solution minérale équilibrée (milieu synthétique complet contenant des
minéraux, des vitamines et du sucre)(Zryd 1988).
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Les concentrations en facteurs de croissance et en protéines
extracellulaires du milieu dans lequel baigne I’embryon sont également trés différentes
in vitro et in vivo. Les phytohormones par exemple, sont hydrosolubles, et diffusent
rapidement dans le liquide qui entoure I’embryon. Dans la grainc, cette émission de
phytohormones permet a I’embryon de communiquer avec les tissus accessoires, de
controler I’activité des enzymes du liquide ovulaire et de modifier les propriétés de ses
parois cellulaires. Le niveau en phytohormones du liquide ovulaire est régulé par leur
taux de dégradation (dégradation par oxydation qui dépend de la concentration en
oxygéne dissous, Walton 1977) et par le taux de diffusion dans les tissus de I’embryon
et de I’endosperme.

Mais, alors que dans la graine la quantité de liquide entourant 1’embryon
est limitée, ce demier baigne in vitro dans une grande quantité de liquide agité dans
lequel les phytohormones et les PE sont immédiatement diluées. En culture en milieu
liquide, I’embryon est donc privé d’outils qui lui sont indispensables pour agir sur le
milieu qui entoure et pour réguler son développement. Ce phénoméne est encore
amplifié par le fait que la culture d’embryons est pratiquée a faible densité cellulaire
(densité d’inoculation souvent inférieur 4 1 g.I"' en poids humide contre 10 4 100 g1 en

culture de cellule classique).

De plus, alors que dans la graine I’embryon est seul, il se retrouve lors
d’une production in vitro en présence de plusieurs milliers d’autres embryons qui ne
sont pas tous au méme stade développemental que lui. Chaque stade libére alors dans le
milieu des signaux spécifiques, a des concentrations spécifiques. Or, la sensibilité des
embryons a ces signaux change en fonction de leur dge. Les trés jeunes embryons (stade
globulaire et précédents) réagissent a des concentrations en phytohormones qui n’ont
aucune incidence sur le développement des embryons plus dgés. C’est pourquoi 1’étape
de différenciation est si critique in vitro: une fois ce stade franchi, I’embryon peu

poursuivre sa croissance sans trop souffiir des imperfections de son environnement.
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Avant cela, son développement étre perturbé par la présence de PE issues d’embryons
plus agés, ce qui provoque les anormalités et les blocages que 1’on a décrit plus haut.

On pourrait ainsi énumérer un grand nombre de différences entre
I’environnement des embryons cultivés et celui des embryons naturels, par exemple le
manque de barriére mécanique a I’expansion de I’embryon (Gray et Purohit 1991), le
métabolisme respiratoire, etc. En résumé, I’environnement in ovulo est restreint et
dynamique pour rencontrer les besoins changeants de I’embryon, alors que le milieu in
vitro est ouvert, mal adapté et non-régulé. Il est en plus surchargé de signaux parasites
(provenant de I’ensemble des embryons) qui couvrent les signaux individuels de chaque
embryon. II n’est donc pas étonnant que la grande majorité des embryons restent
bloqués au stade globulaire lorsque le développement de la population embryonnaire est
asynchrone.

24. LE PROBLEME DE LA SYNCHRONISATION DES
EMBRYONS IN VITRO

2.4.1.POQUROUOISYNCHRONISER LES CULTURES D'EMBRYONS 2

Les besoins nutritionnels, respiratoires, osmotiques et hormonaux des
différents stades embryonnaires sont totalement différents. De plus, la présence dans
une méme culture d’embryons a des stades de développement différents provoque des
blocages de croissance et des anormalités qui nuisent a la qualité des embryons
produits. Enfin, la survie des embryons aux différents traitements utilisés pour limiter
leur germination en culture (par exemple les traitement a I’ABA et la déshydratation)
dépend de leur age et de leur degré de maturation (voir section 2.5.).
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Pour toutes ces raisons, la synchronisation du développement des
embryons lors de la production est absolument nécéssaire a la production d’embryons
de qualité. Les conditions de culture pourraient alors étre adaptées en continu aux
besoins des embryons tout au long de leur développement. I serait de plus possible
d’appliquer trés précisément divers traitements aux embryons et surtout d’éviter I’étape
du triage en sortie de réacteur, qui implique une machinerie compliquée et coiiteuse. Ces
facteurs, parmi bien d’autres, ont poussé certains auteurs a rechercher des moyens de

synchroniser la production des embryons somatiques

242 1 o .

La désynchronisation du développement des embryons observée
actuellement lors de la production in vitro proviendrait du manque d’uniformisation de
I'inoculum, c’est-a-dire de la taille variable des MPE produites lors de I’induction de
I’embryogenése. Ainsi, aprés son transfert dans le milieu de production, un amas
comptant 4 cellules mettrait 20 jours avant de parvenir au stade globulaire (formé
d’environ 500 a 1000 cellules). Un amas comptant 20 cellules mettrait, quant a lui,
seulement 5 jours pour parvenir au méme résultat. Chaque embryon poursuivrait alors
son développement en conservant les avances et les retards accumulés lors des premiers
Jjours, donnant naissance a une culture asynchrone contenant simultanément tous les

stades embryonnaires (Fujimara et Komamine 1979, Zryd 1988).

Afin de synchroniser le développement des embryons, certains auteurs
ont donc cherché a uniformiser la taille des MPE présentes dans le milieu d’induction.
Pour ce faire, ils ont principalement eu recours a deux techniques, soit la filtration des

mocula et les chocs anoxiques.
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2.4.2.1. Chocs anoxiques répétés

Une synchronisation partielle de la division des cellules d’une culture
peut étre obtenue en les privant périodiquement d’oxygéne. Ainsi, lorsqu’on fait buller
de I’azote dans le milieu de culture a raison de 90 minutes toutes les 30 heures, le cycle
de division des cellules se synchronise peu & peu. Au bout de quelques jours, la majorité
de la population cellulaire se divise en méme temps toutes les 30 heures (Constabel et
Kurz 1982).

En théorie donc, si I’on part d’'une suspension embryogéne composée de
cellules isolées (par exemple des protoplastes) il devrait étre possible d’obtenir, par une
suite de chocs anoxiques, des MPE de taille uniforme, donc un développement
synchrone des embryons. Cependant, Ia mortalité des cellules est trés importante avec
cette technique qui n’a pas, jusqu’a présent, permis d’obtenir des embryons de fagon
reproductible.

2.4.2.2. Tri al'aide de tamis et de gradients de densité

Le criblage des suspensions cellulaires 3 I’aide de tamis de différents
maillages devrait en théorie permettre une uniformisation immédiate des inocula ainsi
que I’élimination des cellules non embryogénes. Cette technique pourrait en effet
permettre de trier les MPE d’aprés leur taille et d’inoculer les milieux de production
avec des amas cellulaires standardisés qui poursuivraient leur développement de fagon

synchrone.

Dans la pratique, cette standardisation est loin d’étre aussi simple qu’il y
parait. En fait, les cellules embryogénes ont tendance a sédimenter en couche dense sur
les tamis, ce qui compromet ’efficacité du tri des inocula. De plus, les MPE sont de la
méme taille que certaines cellules non embryogénes et il est donc impossible de les
séparer a ’aide de tamis. La densité des cellules embryogénes étant supérieure a celle

de leur consoeurs non embryogeénes, il faut alors avoir recours a une technique de
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séparation par gradients de densité pour obtenir une population de MPE pure de taille a
peu prés uniforme (Bazinet 1994, Fujimara et Komamine 1979). Toutes ces étapes
doivent se faire dans des régles strictes d’asepsie. Dans ces conditions, la multiplication
du nombre d’étapes augmente d’autant les risques de contamination. De plus, le degré
de synchronisation obtenu reste bien médiocre en comparaison des efforts fournis. Les
MPE semblent réagir différemment au stress induit par les opérations de tri et si
certaines reprennent immédiatement leur développement, d’autres par contre observent
une période de latence, ce qui désynchronise une nouvelle fois la culture.

D’autres auteurs se sont plutét intéressés au tri des embryons 3 un stade
plus tardif de leur développement (Guiliano et col. 1983, Rodrigez et col. 1990, Warren
et Fowler 1977). Le tn est alors plus aisé en raison de la nette différence de taille entre
les embryons et les cellules non embryogénes. De plus, un tri plus tardif assure un
metlleur pourcentage de survie car les embryons sont moins sensibles au stress que les

MPE.

Les résultats concemant la synchronisation du développement des
embryons aprés le tri sont cependant contradictoires. Dans leurs travaux publiés en
1991, Gray et Purohit ont filtré une population asynchrone d’embryons a travers
différents tamis dont le maillage allait de 864 a 234 um. IIs ont ensuite remis en culture
les différentes classes d’embryons obtenues (embryons globulaires, coeurs et torpilles
séparés par taille) pour constater qu’ils poursuivaient leur développement de fagon

synchrone.

Au contraire, Nadel et col. (1990) ont constaté que des embryons
cordiformes de céleni de taille uniforme placés sur milieu solide ne se développent pas
de fagon synchrone. Il ressort de leurs travaux que seuls les embryons globulaires sont
capables de maintenir un semblant de synchronisme sur milieu solide, et que leur

croissance est considérablement ralentie par rapport au procédé de culture asynchrone.
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En 1993, Molle et son équipe ont mis au point une technique compliquée
de tri continu des embryons en cours de production. Pour ce faire, ils ont utilisé deux
réacteurs en série reliés par des filtres servant a trier les embryons. Les embryons
torpilles €taient ainsi séparés en continu du reste de la culture et placés dans le
deuxiéme réacteur. Cette technique leur a permis d’obtenir une culture composée de
90 % d’embryons torpilles au bout de trois semaines (159 000 embryons produits) et
d’augmenter significativement la qualité de ces embryons (pourcentage de conversion

en plante de 77 %).

2.4.2.3. Phytohormones

L’utilisation de phytohormones constitue une autre approche visant cette
fois une synchronisation du développement des embryons en régulant leur état
physiologique. Une synchronisation partielle du développement des embryons peut étre
obtenue a I’aide d’un traitement a I’ABA a basse concentration chez les coniféres (Von
Amold et Hakman 1988), la carotte (Ammirato 1983) et le céleri (Nadel et col. 1990)
mais pas chez le raisin (Gray et Compton 1993, Ammirato 1986, Nadel et col. 1990).

Par exemple, lorsqu’on place une population d’embryons globulaires de
céleni dans un milieu contenant 0,5 uM d’ ABA pendant une semaine puis qu’on retire
cet ABA, on obtient au bout de 2 sematnes une culture composées de 80 % d’embryons
torpilles (contre 40 % pour la culture témoin non traitée) (Nadel et col. 1990).
Cependant, la présence d’ABA dans le milieu de culture au moment de la
différenciation (passage du stade globulaire au stade coeur) peut diminuer
significativement le pourcentage de germination post-récolte des embryons traités
(Carman et Campbell 1990).
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La synchronisation chez la carotte peut également étre obtenue en
ajoutant 0,1 uM de zéatine dans le milieu de production. Environ 90 % des embryons
globulaires se forment alors en méme temps mais la présence de la zéatine inhibe le

développement des embryons au dela du stade globulaire (Komamine et col. 1992).

2.4.2.4. Choc osmotique

En plus de stimuler I’'induction de I’embryogenése chez de nombreuses
espéces végétales (voir chap. 2.3.2.1), les traitements induisant un choc osmotique
permettent également d’améliorer la synchronisation des cultures d’embryons. Chez la
carotte par exemple, Wetherell (1984) a constaté que 80 % des embryons atteignent Ie
stade coeur en méme temps lorsqu’on ajoute 180 gl de sucrose dans le milieu de
production.

2.4.2.5. Régulation du pH

On a vu au paragraphe 2.3.3.3 que le pH joue un rdle important lors du
développement des embryons in vitro. Il est notamment possible de bloquer une
population embryonnaire a un stade précis de son développement en régulant le pH du
milieu de culture. A pH 4,0 par exemple, les embryons sont bloqués au stade globulaire
(Smith et Knkorian 1990) alors qu’ils sont bloqué au stade coeur a pH 4,3 et qu’ils
poursuivent leur développement jusqu’au stade torpille a pH 5,8 (Jay et col. 1994).

Une valeur de pH inférieure a 4,5 provoquerait en fait des modifications
de la perméabilité des membranes plasmiques et une diminution de I’absorption des
nutniments. La consommation en azote et en sucres des embryons est alors trés faible
(Jay et col. 1994) et ne permet peut-étre pas la transition au stade torpille, ce qui
provoque un blocage réversible. La modification du pH permettrait alors une reprise
synchrone du développement des embryons.
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2.5. LA GERMINATION ET SA PROBLEMATIQUE
2.5.1. _DORMANCE ET QUIESCENCE

2.5.1.1. Définitions

Dans la nature, certaines graines peuvent rester a I’état sec pendant de
longues périodes lorsque les conditions environnementales (température, humidité,
luminosité, etc.) sont défavorables a leur germination. Dans ces graines dites
quiescentes, les embryons vivent au ralenti, ce qui leur permet d’économiser leurs
réserves en vue de la germination. Dés que les conditions deviennent favorables au
développement des jeunes plantules, la quiescence est rompue et le processus de

germination s’amorce.

Certaines graines pourtant refusent de germer, méme lorsque toutes les
conditions environnementales semblent favorables. Les gréines de carotte par exemple,
ne germent pas tant qu’elles n’ont pas subi les froids de I’hiver (ou un minimum de 40 a
60 jours en dessous de 10 °C (Molle et col. 1992)). Ces graines, que I’on qualifie de
dormantes, sont le résultat d’une longue évolution des plantes des climats tempérés. La
dormance permet au jeune plant de ne pas émerger lors d’un automne trop clément pour
ensuite mourir a I’apparition des premiers gels. De plus, le degré de dormance étant
légérement différent d’une graine a I’autre, la germination est dispersée dans le temps,

ce qui augmente les chances de survie des jeunes plantules.

Si la dormance assure dans la nature la survie des espéces végétales, elle
constitue cependant un véritable casse téte pour 1’agronome. L’entrée et la sortie en
dormance des embryons végétaux est en effet sous I’influence complexe de paramétres
génétiques, environnementaux et hormonaux dont I’importance varie en fonction des

espéces végétales (Bewley et Black, 1982°).
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2.5.1.2. Dormance, ABA et métabolisme respiratoire

L’ABA semble jouer un rdle clef, bien que contesté, dans I’ensemble des
processus impliqués lors de la dormance. Chez certaines espéces comme le rosier, le
degré de dormance est directement corrélé avec la quantité d’ABA extractible des
graines. Les traitements utilisés empiriquement pour rompre la dormance (maintien au
froid, trempage, grattage de ’enveloppe des graines, etc.) provoquent chez ces espéces
une diminution de la concentration en ABA des graines (Black 1972). De plus,
I’application d’ABA exogéne inhibe la germination d’un grand nombre de graines non
dormantes (Walton 1977).

Mais chez d’autres espéces (i.e. le pommier, le noisetier, le pois), on n’a
pu établir aucune corrélation entre la concentration en ABA libre ou lié des graines et la
régulation de la dormance. Par exemple, parmi des graines de pois contenant des
quantités identiques d’ABA, certaines germent alors que d’autres sont dorman-tes‘ De
méme que 1’abaissement de la concentration d’ABA n’est pas nécessaire pour casser la
dormance de certaines graines (Walton 1977), une concentration nulle d’ABA ne suffit
pas pour la briser (Bewley et Black 1982°).

Le métabolisme respiratoire des embryons semble également de toute
importance lors de la dormance. Bien que I’intensité respiratoire (mmole de CO, rejeté
par unité de temps) et le quotient respiratoire (RQ, rapport des quantités de CO; et de
O, échangées pendant le méme intervalle de temps) des graimes dormantes et non
dormantes ne soient pas significativement différents, plusieurs études ont établi un lien

entre les voies métaboliques respiratoires et la dormance.

On a par exemple constaté que les agents qui brisent la dormance
augmentent généralement la contribution de la voie des pentoses phosphates (voie
secondaire du métabolisme du glucose qui produit des précurseurs utilisés pour
biosynthése des protéines, des acides gras, de I’ADN, etc.) au dépend de la glycolyse
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(voie principale du métabolisme du glucose qui permet le stockage d’énergie sous forme
d’ATP) (Bewley et Black 1982°). Ainsi, la majorité des inhibiteurs de la chaine
respiratoire (inhibiteurs chimiques, haute concentration en CO, (supérieure a 0,03 %),
basse concentration en O, (inférieure 4 20 %), etc.) provoquent le bris de la dormance.

2.5.1.3. Conservation des embryons cultivés: Dormance ou

quiescence ?

In vitro, le développement des embryons est continu, c’est-a-dire que la
croissance se poursuit sans période d’arrét entre le stade torpille et le stade plantule.
Etant continuellement alimentés en eau et en nutriments, les embryons germent dés
qu’ils ont achevé leur maturation (stade torpille), ce qui rend leur manipulation et leur
conservation trés délicates. Or, P'induction d’une période d’arrét de croissance des
embryons produits in vitro est une étape primordiale pour la production et la

conservation des semences artificielles.

Dans la nature, les plantes ont recours i deux procédés complémentaires
pour assurer [a conservation des embryons : la dormance et la quiescence. La dormance
reste un processus mal connu et difficilement contrélable. I1 semble donc préférable
d’induire la quiescence des embryons cultivés (arrét immédiatement réversible de la
croissance des embryons juste avant la germination) qui est mieux comprise, plus facile

a mettre en place et mieux controlable.

2.3.2. EVENEMENTS DE LA GERMINATION

A I’échelie macroscopique, on considére généralement qu’une graine a
germé lorsque la radicelle (la premiére racine de la plantule) perce I’enveloppe. Mais de
nombreuses étapes sont nécessaires avant de parvenir a ce stade. Dés que la graine est
imbibée d’eau, les enzymes qu’elle contient sont activées et I’hydrolyse des réserves

insolubles contenues dans les tissus accessoires commence afin d’alimenter I’embryon.
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La machinerie métabolique de I’embryon se met alors en marche et de
nouveaux composants cellulaires sont synthétisés (ATP, ARN, protéines, etc.) Dans le
méme temps, les cellules de I’embryon se gorgent d’eau et s’allongent sous le controle
de ’acide indole acétique (IAA), une auxine naturelle. L’augmeniation de volume qui en
découle exerce une pression sur I’enveloppe de la graine déja ramollie par I’imbibition
et facilite ’émergence de la radicelle. Cette premiére étape a souvent lieu en anaérobie

et avant méme que la premiére division cellulaire n’ait eu lieu.

Une fois que P’enveloppe de la graine est perforée, les conditions
deviennent aérobiques et I’embryon entre en période de division active. La radicelle
s’alonge et s’ancre dans le sol pour permettre I’enracinement du jeune plant. Pendant
cette période, |’embryon se comporte comme un organisme parasite vivant au dépend
des tissus accessoires de la graine. L’amidon, les lipides et les protéines stockés dans
I’endosperme pendant la maturation sont peu i peu hydrolysés par des enzymes
synthétisées a la périphérie des tissus accessoires. L embryon contrdle la production et
I’activité de ces enzymes a I’aide d’une panoplie de phytohormones, dont I’acide
gibbérellique et ’'TAA (Black 1972). La croissance de I’embryon se poursuit donc au
dépend des tissus accessoires, la radicelle apportant quant a elle les sels minéraux et
I’eau nécessaire a son bon développement. La tige émerge alors et les cotylédons se

déploient pour permettre a la jeune plante de devenir autotrophe et indépendante.

2.5.3. REGUIATION DE LA GERMINATION

2.5.3.1. Influence de [ 'oxygéne et du CO»

Chez la majorité des espéces végétales (sauf les espéces aquatiques), le
nombre de graines qui germent diminue lorsque la concentration en oxygéne de
I’atmosphére est inférieure a 20 % ou lorsque la concentration en CO, est supérieure a
0,03 % (Bewley et Black 1982°). En fait, la présence d’oxygéne est nécessaire a

I’accomplissement du processus germinatif, méme si une courte période d’anaérobiose
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peut étre tolérée dans les premiéres héures (notamment lorsque les graines sont
submergées dans I’eau)

Ainsi, tout traitement ayant pour conséquence de limiter l’activité
respiratoire de I’embryon permet d’inhiber sa germination, et induit donc sa quiescence.
En 1992, Bhowmik et Pan ont ainsi réussi a conserver des graines de tomate pendant 8
semaines a 12°C et 4 haute humidité relative (de 85 a 98 % HRE) en les maintenant

dans une atmosphére composée de 2,5 % d’oxygéne, 5,0 % de CO; et 92,5 %o de N,.

Des conditions aérobiques semblent également nécessaires a la
germination des embryons produits in vitro. Chez le blé, les embryons formés a des
concentrations en oxygene inférieures a 9 % ne germent pas en culture (Carman,1988).
En 1972, Norstog et Klein ont déterminé que des embryons excisés d’orge cultivés sur
milieu solide ne germent pas lorsque la concentration en oxygéne de 1’atmosphére est

inférieure & S %.

2.5.3.2. Influence du potentiel osmotique du milieu et de la teneur

en eau des embryons

Lorsqu’on place des graines dans une solution de PEG a 25 gl?
(pression osmotique de 8,4 bar), leur germination est inhibée réversiblement (Khan
1977, Smith et Krikorian 1988). Cette méthode est utilisée depuis de nombreuses
années en agronomie car elle permet de synchroniser la germination d’un lot de graines

et de diminuer le temps de germination en sol.

Le principe de ce traitement empirique est simple. On a vu que
I’allongement de la racine lors des premiéres heures de germination est due a
I’élongation des cellules et non pas a leur division. Or chez les plantes, la croissance des
cellules en longueur se fait grace a la pression que la vacuole exerce sur la paroi pecto-

cellulosique. Lorsqu’on soumet les cellules a une pression osmotique élevée, la vacuole
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se vide de son eau, ce qui provoque une diminution de la pression de turgescence
(Raven et col. 1992%). L ¢élongation des cellules de I’embryon est alors inhibée, ce qui

empéche I’allongement de 1a racine, donc la germination.

Selon ce principe, Attree (1991) a démontré que la germination en
culture d’embryons d’épicéa est inhibée lorsqu’ils sont soumis a des concentrations
élevées de PEG (de 5,0 a 7,5 %). Des résultats similaires ont été obtenus chez I’orge
(Norstog et Klein 1972), le blé (Khan 1977) et la carotte (Raghavan et Srivastava 1982).
11 est également possible d’inhiber la germination des embryons cultivés en les plagant
dans des milieux riches en sucrose (100 gl' et plus) (Ammirato 1983, Smith et
Krikorian 1988, Zryd 1988). Cependant, chez certaines espéces comme le colza, la
germination n’est mhibée que si I’embryon se trouve dans un état développemental bien
précis, appelé stade de pré-dessication (Finkelstein et Crduch 1987).

Lorsqu’on place des cellules végétales dans un milieu bplasmolysant,
elles sont soumises a un stress hydrique important et leur teneur en eau diminue. Le
méme résultat peut étre obtenu en déshydratant progressivement les embryons. Chez la
carotte, la quiescence peut étre induite in vitro en soumettant les embryons encapsulés
dans du polyox (oxyde de polyéthyléne) a une déshydratation progressive. Les chances
de survie des embryons, bien qu’augmentées par un traitement préalable a haute
concentration de sucrose (120 gl') et en présence d’ABA (1 pM) ou lorsqu’on
augmente la densité cellulaire (6 gI' en poids humide contre moins de 1 g.lI*), sont
encore extrémement faibles (de I’ordre de S % au bout de 4 jours de conservation a
température ambiante) (Kitto et Janick 1985). Le stade de développement de I’embryon
au moment du traitement est, 1a encore, primordial pour sa survie ultérieure et une

parfaite synchronisation de la population est donc nécessaire.
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2.3.3.3. Le role de ['acide abscissique

Parmi la liste des substances inhibant la germination, on retrouve
notamment 1’éthyléne, des acides organiques et I’acide abscissique (Bewley et Black
1982%). D’autres auteurs citent également les auxines et leur précurseur, le tryptophane
(Khan 1977). Nous nous intéresserons principalement ict a I’ABA car il a été I’objet
d’un grand nombre d’études et qu’il est I’inhibiteur de la germination le plus utilisé.

De nombreux travaux font état de I'utilisation de I’ABA pour inhiber la
germination des embryons dans le milieu de culture. Kamada et Harada (1981) ont
démontré par exemple que le nombre d’embryons de carotte ayant germé en culture est
divisé par 3 en présence d’ABA dans le milieu de production. En fait, ’ABA est une
phytohormone reconnue pour ses effets inhibiteurs de la division et de I’élongation
cellulaire (Raven et col. 1992°). Son réle dans le conttdle de la germination
s’apparenterait donc a celui du PEG en empéchant I’allongement de la radicelle (Walton
1977, Bewley et Black 1982%). L’ABA étant également un inhibiteur de la synthése
protéique, il serait responsable in vivo d’une diminution de la disponibilité des
nutriments solubles en inhibant la synthése des enzymes hydrolytiques (Ranjan et col.
1995).

Les pourcentage de germination post-culture des embryons traités a
I’ABA sont en régle générale extrémement bas (inférieur a 10 %). Pour la majorité des
espéces, la sensibilité des différents stades embryonnaires a I’ABA diminue avec ige de
I’embryon. La bonne réussite du traitement a I’ABA dépend énormément du stade de
développement des embryons au moment du traitement (lida et col. 1992, Seneratna et
col. 1990). Le temps d’application d’un traitement a I’ABA est donc particuliérement
crucial. Appliqué trop tét, il provoque la dormance des embryons alors que trop tard, il
échoue a inhiber la germination. L’utilisation de I’ABA nécessite donc une population
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d’embryons parfaitement synchrones et une standardisation stricte des conditions de
culture et de traitement. 11 faut également étre capable de déterminer a coup sur a quel
moment les embryons ont atteint le stade précis dans lequel ils sont aptes a recevoir le

traitement, ce qui constitue tout un défi en perspective.

2.5.3.4. Le froid

La conservation par le froid, entre 5 et 10 °C, est trés largement utilisée
pour conserver les fruits et les légumes. A basse température, I’activité métabolique des
cellules (et donc leur croissance) est considérablement ralentie. Dans le cas des
suspensions cellulaires, la survie des cellules aprés un séjour a basse température
dépend, entre autre, de leur état physiologique et de la durée du traitement (Benson et
Withers 1988).

En 1987, Redenbaugh et ses collaborateurs ont conservé des embryons
d’alfalfa a 4°C et ont démontré que le pourcentage de germination n’était pas affecté par
ce passage au froid, méme aprés de longues périodes de conservation (Redenbaugh et
col. 1987). En 1989, Datta et Potrykus ont, quant 4 eux, obtenu des pourcentage de
germination de 37 % chez des embryons de Hordeum vulgare conservés pendant 6 mois
a 4°C (Datta et Potrykus 1989). Enfin, en 1993, Shigeta et son équipe ont obtenu 95 %
de germination pour des embryons de carotte encapsulés dans de I’alginate et conservés
3 mois a 4°C dans du milieu Murashige et Skoog (contre 5 % pour des embryons nus

ayant subi le méme traitement).

Certains auteurs ont également eu recours aux trés basses températures
(-196°C) pour conserver des embryons zygotiques excisés (Creaser-Pence 1991), des
embryons somatiques produits in vitro (Bajaj et Reinert 1977) et des cellules
embryogénes (Kartha et col. 1988). La descente de température s’effectue par paliers
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successifs dans des armoires a congélation programmables et en présence de

cryoprotectants (glycérol, sucrose a haute concentration, mannitol, etc.).

Bien que le pourcentage de survie des cellules embryogénes et des
Jeunes embryons soient supérieurs a 85 % sur des périodes allant jusqu’a 2 ams, ce
procédé est trop cotiteux pour permettre une utilisation a large échelle. De plus, les
embryons agés et les plantules tolérent beaucoup moins bien un séjour a trés basse
température puisque, méme avec un prétraitement adapté, seulement 40 % des

embryons congelés parviennent & germer (Tessereau et col. 1990).

2.6. ENCAPSULATION DES EMBRYONS SOMATIQUES

? 3 17

Une semence artificielle est un embryon produit in vitro et traité de
fagon a se comporter exactement comme une graine naturelle. Une semence artificielle
doit donc pouvoir étre conservée, semée en milieu non stérile et I’embryon doit étre
capable de se développer de fagon autonome jusqu’au stade adulte. Les embryons nus,
tels qu’ils sortent du bioréacteur, ne peuvent donc pas étres considérés comme des
graines artificielles a part entiére. IIs ne peuvent pas étre conservés pendant de longues
périodes ni étre semés en sol car ils sont dépourvus d’enveloppe protectrice et de
réserves nutritionnelles (sauf en ce qui conceme les embryons des espéces

exalbuminées).

Le concept de semence artificielle implique donc toute une préparation
des embryons, qui vise a induire leur quiescence et a leur fournir les réserves et la
protection dont ils ont besoin. De nombreux travaux ont été publiés depuis la fin des
années 80 sur I’encapsulation d’embryons produits in vitro dans diverses matrices
artificielles. L’enrobage doit notamment protéger I’embryon des attaques mécaniques et
biologiques et faciliter sa manipulation (Bazinet 1994, Redenbaugh et col. 1993). La
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matrice doit également maintenir la quiescence de I’embryon pendant la période de
stockage et I’alimenter durant la germination, tout en permettant les échanges gazeux.
En résumé, la capsule doit permettre de reconstituer aussi fidélement que possible
I’environnement de I’embryon dans la grame (Molle et col. 1993).

2.6.2. METHODES D’ENCAPSULATION

Le concept de semences artificielles (les synseeds, de Synthetic seeds) a
été introduit pour la premiére fois par Murashige en 1977, mais ce n’est qu’en 1985 que
Kitto et Janick ont produit les premiéres synseeds de carotte. L’enrobage des embryons
dans de I’oxyde de polyéthyléne avait alors permis d’obtenir pour la premiére fois la
germination d’embryons déshydratés.

Ces auteurs sont cependant les seuls a travailler sur des semences
artificielles déshydratées. La majorité des travaux publiés décrivent plutot des méthodes
ou les embryons demeurent a I’état hydraté. A ce titre, ’encapsulation des embryons
dans un hydrogel (gel d’agar, de carraghénanes, d’alginate, etc.) est de loin la technique
la plus utilisée. En 1986, Redenbaugh et ses collaborateurs ont par exemple enrobé des
embryons de luzerne et de céleri avec de 'alginate a 2 ou 3 %, et ont obtenus des
pourcentage de germination de 100 % et d’environ 50 % en conditions non stériles. Les
matrices d’alginates ont le double avantage d’étre faciles 4 mettre en oeuvre et de ne

pas étre toxiques pour I’embryon.

2.6.3. LES LIMITES DEL”ENCAPSULATION

Les procédés de production étant encore largement asynchrones, les
embryons produits doivent passer par une étape de triage qui permet d’éliminer les
embryons anormaux ou immatures. Aprés cette étape de sélection, les pourcentage de
germination des embryons encapsulés sont de 1I’ordre de 50 a 100 % selon les auteurs,

c’est-a-dire & peu pres €quivalents aux pourcentage de germination des embryons nus
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(Kamada et col. 1989, Li et Deng. 1990, Molle et col. 1993). Ces résultats ont
néanmoins été obtenus en conditions stériles ou les embryons baignent dans une
solution nutritive qui diffuse 4 travers I'hydrogel. Les tentatives de certains auteurs
d’inclure divers composés nourriciers au sein de Ia capsule ont été peu concluantes. Les
nutriments solubles diffusent en effet trop rapidement dans le milieu environnant et ne
sont alors plus disponibles pour I’embryon (Molle et col. 1993).

Afin de prévenir la diffusion des nutriments & I’extérieur de la bille
d’hydrogel et de limiter la déshydratation des ES, les capsules d’alginate doivent donc a
leur tour éwre recouvertes d’une couche imperméable a I’eau mais perméable aux gaz
(étape de pelliculage (Friend 1993, Tay et col. 1993, Suhaila et Saleh 1982)).
Cependant, aucune des pellicules testées a ce jour n’a encore pu remplir efficacement
toutes ces fonctions. De plus, la présence de nutriments dans la capsule en fait une cible
de choix pour les micro-organismes du sol et les divers antifongiques et antibiotiques
qui ont été test€s jusqu’a présent se sont tous révélés toxiques pour I’embryon aux

concentrations efficaces (Molle et col. 1993).

On constate donc que I’enrobage des embryons produits /n vitro est loin
d’étre au point. Le succés des semences artificielles passe avant tout par la production
d’embryons somatiques de bonne qualité. La production des synseeds en est donc a ses
balbutiements et beaucoup de travail doit encore étre accompli avant d’envisager une

éventuelle application industrielle.

2.7. RESUME DU CONTEXTE DE LA RECHERCHE

L’embryogenése somatique est une technique de propagation clonale
trés avantageuse en raison de son excellente productivité. Cependant, les embryons
produits in vitro sont de qualité trés médiocre, ce qui se traduit par un pourcentage

d’anormalités élevé et un pourcentage de conversion en plantes inférieur & 50 %.
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Surtout, il n’existe pas actuellement de technique satisfaisante
permettant la conservation des embryons produits par embryogenése somatique. Avec
les techniques actuelles de production, les embryons germent dés qu’ils ont atteint leur
maturité, ce qui augmente leur fagilité et rend leur manipulatioﬁ délicate. De plus, les
plantules doivent étre repiquées immédiatement aprés leur récolte, ce qui compromet

I’ utilisation des techniques d’embryogenése somatique a I’échelle industrielle.

Les deux techniques principalement décrites dans Ia littérature afin de
limiter la germination précoce des embryons in vitro (ajout d’ABA dans le milieu de
production et déshydratation des embryons) sont particuliérement délicates a mettre en
oeuvre et diminuent significativement le pourcentage de survie et de germination post-
récolte des embryons traités. Le peu de succés de ces traitements est largement
attribuable au manque d’uniformité des populations d’embryons produites, qui sont
composeées de stades développementaux divers. Le contrdle de la germination en culture
des embryons et I’amélioration de leur qualité passent donc principalement par la mise

au point d’une technique efficace de synchronisation de la production.

C’est dans ce contexte que vient s’inscrire ce projet de recherche, dont

les principaux objectifs sont présentés au chapitre suivant.
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3. OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE

3.1. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIF GENERAL

La germination des embryons en culture reste un des problémes majeurs
rencontrés lors de la production d’embryons in vitro. Les jeunes plantules (embryons
germés) sont particuliérement fragiles et sont souvent endommagées par le module
d’agitation ou lors de la récolte. Cette fragilité, qui les rend difficilement manipulables,
compromet leur utilisation ultérieure. De plus, la germination des embryons matures
provoque I’arrét du développement des jeunes embryons (MPE, stade globulaire et
coeur) et diminue significativement la productivité du procédé. En régle générale,
seulement 5 a 10 % des embryons formés parviennent au stade torpille. Parmi ces
embryons matures, plus de la moitié germent au sein méme du milieu de culture, ce qui

réduit dramatiquement le nombre des embryons qui peuvent effectivement étre récoltés.

L’objectif global de ce travail consiste donc a :

LIMITER LA GERMINATION EN CULTURE D’EMBRYONS DE CAROTTE
PRODUITS EN BIOREACTEUR.

En poursuivant cet objectif nous cherchons, d’une part, a faciliter la
manipulation et la conservation des embryons et, d’autre part, nous espérons limiter les

blocages développementaux et améliorer la qualité des embryons produits.

La démarche employée pour y parvenir passe par la réponse a deux
questions principales : que se passe-t-il lorsque les embryons germent en culture et que

faire pour i’éviter ?
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3.2. HYPOTHESES ET STRATEGIE DE RECHERCHE

?

Les protéines excrétées (PE) dans le milieu de culture sont le reflet du
stade développemental des cellules qui les ont sécrétées. Plus que de simples marqueurs
spécifiques 4 chaque type cellulaire, ces PE jouent un role fondamental dans la
régulation du développement des cellules et des tissus. Elles sont autant de messages
qui dictent le comportement de la population cellulaire et régissent, par exemple, leur
aptitude a se diviser ou» a s’allonger. Ainsi, un ensemble hétérogéne de cellules sécréte
une grande quantit¢é de PE différentes qui sont autant de signaux contradictoires
susceptibles de perturber le développement de la communauté.

Dans le cas spécifique de I’embryogenése, plusieurs études démontrent
que les embryons sécrétent des PE différentes lors de chaque étape de leur
développement et que leur sensibilité a ces signaux varie dans le temps. Chez I’épicéa
par exemple, les embryons agés produisent cinq fois plus de PE que les jeunes

embryons (Von Arnold et col. 1995).

On sait également qu’il est possible de restaurer en partie le potentiel
embryogeéne de cellules différenciées (non embryogénes) en les plagant dans un milieu
ayant contenu des cellules embryogeénes. Les cellules embryogénes sont donc capables
de libérer dans le milieu des signaux spécifiques signifiant “divisons-nous et ne nous
allongeons plus™” qui font entrer I’ensemble de la population cellulaire en péniode de
division active pour donner naissance a des embryons somatiques. Inversement, si une
partic des cellules de la population libérent dans le milieu des signaux spécifiques
signifiant “allongeons-nous et ne nous divisons plus™, on peut supposer que 1’ensemble

des cellules cesse brusquement de se diviser et entre en période d’élongation.

On peut donc formuler I’hypothése selon laquelle les cellules en

élongation des embryons en train de germer excrétent dans le milieu des molécules
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spécifiques (comme des protéines extracellulaires ou des phytohormones) qui inhibent la
division cellulaire. Si de tels signaux sont libérés au moment ou certains des embryons
sont en phase de division active (par exemple au moment du passage des MPE au stade
globulaire), ils peuvent sérieusement perturber voire méme stopper leur développement.
Ils peuvent également provoquer la germination précoce de tous les embryons matures

en quelques heures.

Cette hypothése est étayée par de nombreuses observations
expérimentales qui montrent que la germination des premiers embryons dans le milieu
de culture provoque la germination généralisée de presque tous les embryons torpilles et
coincide avec I’arrét du développement des embryons immatures (résultats non publiés).
Ces messages aberrants pourraient ainsi é&tre responsables des pourcentage
d’anormalités élevés, des blocages développementaux et de la germination précoce

rencontrés en culture d’embryons asynchrones in vitro.

3.2.2. COMMENT FAIRE POUR L’EVITER?

La plupart des auteurs qui ont été confrontés au probléme de la
germination en culture ont tenté de le résoudre en ajoutant de I’ABA exogéne dans le
milieu de production. Comme nous I’avons vu plus t6t, les traitements a I’ABA sont
cependant loin d’étre la panacée. Si les embryons matures cessent en effet de germer en
culture, on constate également que le nombre total d’embryons produits est toujours
inférieur en présence d’ABA et que, de plus, les pourcentage de germination aprés

récolte sont également diminués.

Certains auteurs ont essayé d’imiter les graines orthodoxes et ont
pratiqué une déshydratation progressive des embryons 3 la fin de la période de
maturation. Cependant, les résultats ont été 1a aussi bien décevants et les pourcentage de

survie des embryons traités ne dépassent généralement pas 5 %.
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Devant le peu de succés des méthodes conventionnelles, une nouvelle
stratégie a été élaborée d’aprés I’hypothése formulée plus haut. Si les blocages
développementaux et les cas de germination précoce sont dus a la désynchronisation du
développement des embryons cultivés, le premier objectif de ce travail doit donc étre
de

SYNCHRONISER LA CROISSANCE DES EMBRYONS,

pour éliminer toute perturbation de leur développement.

Le second objectif sera alors de
PROVOQUER LA QUIESCENCE DES EMBRYONS

avant qu’ils ne germent, ou bien de trouver un signal physiologique permettant de les

récolter avant leur germination.

3.2.2.1. Synchronisation des cultures

L’étude bibliographique a démontré que les méthodes conventionnelles
de synchronisation étaient loin de donner les résultats escomptés. Cependant un certain
nombre de paramétres de culture, comme la densité cellulaire et embryonnaire, le pH, la
présence de phytohormones et la disponibilité de I’oxygéne dans le milieu peuvent

provoquer le blocage du développement des embryons lors de la production.
Dans la plupart des cas, on a jusqu’ici cherché a éviter ces blocages pour

augmenter la productivité des cultures. Mais que se passerait-il si on adoptait plutot la

démarche contraire, c’est-a-dire si on cherchait a bloquer réversiblement Ile
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développement des embryons? On obtiendrait alors une population d’embryons se
trouvant tous au méme stade développemental et dans le méme état physiologique. La
levée du blocage (en modifiant la densité cellulaire ou embryonnaire, le pH, etc.) devrait

alors permetire aux embryons de poursuivre leur développement de fagon synchrone.

3.2.2.2. Bloguer le développement des embryons matures

Une fois que I’on aura obtenu une population d’embryons synchrones, il
sera alors possible de leur appliquer avec le maximum d’efficacité les divers traitements
cités a la sous-section 2.5.3. afin d’induire leur quiescence, soit la modification de la
concentration en CO; et O, I’augmentation de ’osmolarité du milieu, I’ajout d’acide

abscissique ou I’abaissement de la température.

On pourra, entre autre, adapter spécifiquement le traitement en fonction
de la sensibilité et des besoins spécifiques des différents stades embryonnaires. On a
également vu au paragraphe 2.3.3.5. que le stade de maturité atteint par les embryons
est directement li€ 3 la densité embryonnaire de la culture. Cette propriété pourrait étre

utilisée pour bloquer le développement des embryons au stade torpille.
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4. MATERIEL ET METHODES
4.1. MILIEUX DE CULTURE

411, MILIEU D’ INDUCTION

Le milieu d’induction (MI) correspond au milieu B5 (Gamborg et col,
1968) dont la concentration en sucrose a été augmentée a 30 gl'. Les autres
concentrations sont inchangées par rapport au milieu BS classique, soit: 2 mM de NH;",
25 mM de NO5’, 2 mM SO,*, 1 mM de PO, et 25 mM de K*. Le pH a été ajusté a 5,5
avant autoclavage a I’aide d’une solution concentrée de KOH. Tous les milieux ont été
préparés avec de I’eau déionisée.

Le milieu est supplémenté avec 0,2 mg.l' d’acide dichlorophenoxy-
acétique (2,4-D, 0,9 mM) et 0,1 mg.I" de kinétine. La composition détaillée de ce milieu

est présentée a I’annexe 2.

4.1.2. MILIEU DE PRODUCTION

Le milieu de production (MP0Q) correspond au milieu B5 (Gamborg et
col, 1968) avec 30 g1 de sucrose et une concentration en NH,* augmentée de 2 mM a
15 mM, en accord avec les travaux de L. Lavoie (1997). Les autres composants du
milieu ont également dii étre modifiés pour obtenir des concentrations finales de 15 mM
de NH,", 25 mM de NOs, 2 mM SO, 1 mM de PO,> et 12 mM de K*. Les autres
concentrations sont inchangées. Le milieu de production ne contient pas de
phytohormones. La composition détaillée de ce milieu est présentée a I’annexe 2. Le pH

a été ajusté & 5,5 avant autoclavage a ’aide d’une solution concentrée de KOH.
4.1.3. _STERILISATION DES MILIEUX
Les milieux ont été soit stérilisés a I’autoclave a 121°C et 1x10° Pa

pendant 15 minutes, soit stérilisés par filtration (capsule de microculture 0,2 pum,

Gelman Sciences, modéle 12158) sous une hotte a flux laminaire.
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42. MATERIEL VEGETAL
4.2.1. PREPARATION DES SUSPENSIONS CELLULAIRES

4.2 1.1. Mise en culture des callus

Des graines de carotte (Daucus carota L. vaniété Six Pack (code SP), ou
variété Fancy Pack (code FP), société A_ Bourcheix et R. Charbonneau Limitée, Laval,
Canada) ont été placées pendant 2 minutes sous agitation dans une solution d’éthanol
70 %. Elles ont ensuite été stérilisées dans une solution de 20 % d’eau de Javel
commerciale (contenant 5 % d’hypochlorite) sous agitation pendant 20 minutes, puis
rincées a 3 reprises dans de I’eau distillée stérile. Les graines ont ensuite été placées
dans des boites de pétri, sur une double couche de papier filtre présténlisé et humidifié.

La germination a eu lieu a I’obscurité a 26°C en environ 10 jours. -

Le ménstéme apical des jeunes plantules (zone située a la base des deux
cotylédons) a été prélevé stérilement et placé sur du milieu d’induction gélifié avec
8 g.I'" d’agar (Sigma). A partir du deuxiéme mois, les callus a croissance rapide obtenus

ont été repiqués sur le méme milieu tous les mois.

4.2.1.2. Obtention des suspensions cellulaires

Environ 1 gramme (en poids humide) de cellules a été prélevé a partir du
callus et placé dans un flacon Erlenmeyer de 125 m! contepant 10 ml de milieu
d’induction liquide. Le flacon a ensuite été placé sous agitation a 120 rpm, dans
I’obscurité a 26°C (agitateur rotatif New Brunswick Scientific inc., série 25). Au bout
de 2 semaines, 10 mi de milieu frais ont été rajoutés et la semaine suivante, la
suspension cellulaire a été filtrée successivement sur deux filtres de 500 um et 50 pm et

ringée avec une solution de 20 g.I"' de sucrose.
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Les cellules retenues sur le filtre de 50 um ont été remises en suspension
a raison de 10 g (poids humide) par 100 ml de milieu d’induction dans des flacons
erlenmeyer de 250 ou 500 ml (ratio [volume total du flacon / volume de milieu] de 2,5)
placés sous agitation a 120 rpm, dans I'obscunité a 26°C. Aprés 2 semaines, la
suspension a €té repiquée a raison de 20 ml par 100 ml de milieu d’induction frais. Les
repiquages suivants ont eu lieu selon le méme protocole a des intervalles d’environ 10
jours.

4.2.2. PREPARATION DES SUSPENSIONS EMBRYONNAIRES

Les cellules embryogénes (voir chapitre 4.2.1.2) ont été filtrées sur un
tamis de 50 pum afin de retirer le milieu. Elle ont ensuite été ringées et remises en
suspension dans du milieu de production a raison de 50 g de matiére humide par litre.
Au bout d’une semaine, la suspension cellulaire obtenue (alors composée de MPE de
grosse taille (20 cellules et plus) et de CNE) a été filtrée successivement a travers une
sénie de tamis en Nylon de 1000, 210 et SO um, afin de retirer la majorité des cellules
non embryogénes. Les MPE retenues sur le filtre de 50 um ont ensuite été rincées et

remises en suspension a raison de 50 g de matiére humide par litre de milieu de

production (Phase de production et de synchronisation des embryons globulaires).

Au bout de 1 a 2 semaines, 1a suspension a été une nouvelle fois filtrée, &
travers deux tamis de 500 et 210 um. Les embryons globulaires retenus sur le filtre de
210 um ont été ringés avec une solution de sucrose a 20 g1’ et remis en suspension

dans du milieu de production (voir chapitre 4.4.1.2).

4.3. DESCRIPTION DU BIOREACTEUR

3.1 BIORE . . col

Dans cette étude, des bioréacteurs a doubles rubans hélicoidaux de 2 et

5 litres ont été utilisés (figure 4.1). Ces réactcurs ont été congus par Jolicoeur et col.
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(1992) dans le but de cultiver des suspensions de cellules végétales a haute densité. Le
module d’agitation & double hélice couplé a un systéme de chicanes de surface permet
d’assurer un bon transfert de masse au sein de la culture tout en limitant les forces de
cisaillement susceptibles d’endommager les cellules et les embryons végétaux.

Apreés avoir été assemblés et équipés d’un filtre a air stérile, d’un port
de prélévement, d’un condenseur, d’'une sonde a pH (Phoenix) et d’une sonde a
oxygene dissous polarograpique (Ingold, France), les bioréacteurs ont été stérilisés a la
vapeur (121°C, 1x10° Pa, 60 min).

432, CONDITIONS D'OPERATION

Les cultures en bioréacteurs ont été maintenues a 26°C, a I’obscurité et
sous agitation constante (60 rpm, dans le sens anti-horaire) pendant toute la durée
d’opération. Le gaz d’alimentation €tait fourni en aération de surface seulement aux
débits de 0,45 Lmin." et 0,15 Lmin' pour les bioréacteurs de 5 et 2 litres
respectivement. La concentration en oxygéne dissous (DO) a été maintenue a 20 % pour

toutes les cultures sauf B3 (pas de contrdle de la DO).

La stratégie de contréle de la concentration en oxygéne dissous utilisait
comme variable manipulée la pression partielle en oxygéne du gaz d’alimentation du
bioréacteur. La phase gazeuse étant a saturation et a 1’équilibre avec la phase liquide, la
différence entre la concentrations en O, de la phase gazeuse (C°) et de la phase liquide
(CL) permet de faire varier le taux de transfert en O, du bioréacteur et de combler la

demande en oxygéne de la culture.
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Figure 4.1: Bioréacteur de 2 litres & doubles rubans hélicoidaux.

A: Bioréacteur; B: Module de chauffage; C: Contrdleur de température; D: Contrdleur de vitesse; E: Port
d’échantillonnage; F: Sonde & oxygene dissous; H: Module d’agitation; I: Tuyau d’alimentation en gaz; J:
‘ Acquisition des données et contrbleur de DO; K: Analyseur de CO,.
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Pour le bioréacteur de S litres, le contréle de la composition du mélange
gazeux utilisé (mélange d’air, d’azote et d’oxygéne) se faisait a I’aide de débitmétres
massiques actionnés par un controleur de type proportionnel-intégral (PI). Dans le cas
des bioréacteurs de 2 litres, le controleur de type PI actionnait des vannes solénoides
qui s’ouvraient et se fermaient un certain nombre de secondes par minute selon les
besoins du contréleur. Le débit gazeux total variant d’environ + 20 % lors de
PPouverture et de la fermeture des vannes solénoides, les actions du contréleur ont été
limitées en alimentant les bioréacteurs de 2 litres avec des mélanges (azote / air) et
(oxygeéne / air) plutét qu’avec des gaz purs. La composition des mélanges était ajustée
manuellement tout au long de la culture. La composition globale du mélange gazeux a
I’entrée du bioréacteur pouvait ainsi s’adapter a I’évolution de la demande en oxygéne

sans nécessiter d’actions brusques de la part du controleur.

433, SUIVIANALYTIOUE ET ETALONNAGES

Pour chaque bioréacteur, le pH, la concentration en oxygéne dissous
(DO) et en CO; du gaz de sortie ont été mesurés en continu (pH et DO) ou
ponctuellement (CO.). Toutes les sondes a pH (Cole Parmer, Phoenix electrode Co.,
modele A773593) et a oxygéne dissous (Sonde polarométrique Ingold) ont été calibrées
avant autoclavage pour chaque culture. Les sondes a oxygéne dissous ont été calibrées
avec de 1’azote (0 %) et de I’air (100 %). Cet étalonnage s’est révélé stable tout au long
de la culture pour les 5 sondes testées (variation de moins de 3 % entre le début et la

fin). Les débitmétres gazeux et I’analyseur de CO, (Rosemount analytical, modéle 870)
ont également été calibrés avant chaque culture.
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44. PRODUCTION D’EMBRYONS SOMATIQUES

4.4.1. PREPARATION DES INOCULA

4.4.1.1. Inoculum constitué de cellules

La suspension cellulaire obtenue selon le protocole décrit au paragraphe
4.2.12 a été filtrée successivement sur trois tamis de 1000, 210 et 50 um et rincée avec
une solution de sucrose a 20 g.l-1. Les cellules retenues sur le filtre de 50 um ont été
remises en suspension dans du milieu de production stérilisé par autoclavage (121°C,
1x105 Pa, 15 min).

Le procédé d’inoculation des bioréacteurs et des flacons a été congu
pour que I’inoculum représente 10 % du volume total de la culture aprés inoculation. En
conséquence, la densité cellulaire de I’inoculum doit étre dix fois supérieure a celle que
I’on veut obtenir dans le bioréacteur (ou le flacon agité). Par exemple, pour obtenir une
densité d’moculation en cellules de 10 g.I-1 (matiére humide) dans un bioréacteur de 2
litres (volume utile de 1,8 litres), I’inoculum sera composé de 18 g de cellules remis en
suspension dans un flacon Erlenmeyer de 500 ml, pour obtenir un volume final de 180

ml (densité cellulaire de I’inoculum : 100 g.1-1).

4.4.1.2. Inoculum constitué d’embryons globulaires

Les embryons globulaires obtenus selon le protocole décrit a la sous
section 4.2.2 ont été remis en suspension, a la densité d’inoculation choisie multipliée
par 10, dans du milieu de production stérilisé par autoclavage (1x10° Pa, 15 min). Par
exemple, pour obtenir une densité d’inoculation finale en embryons de 10 g1 (matiére
humide) dans un bioréacteur de 2 litres (volume utile de 1,8 litres), 18 g d’embryons ont
été prélevés sur le filtre de 50 um et remis en suspension dans un flacon Erlenmeyer de
500 ml pour obtenir un volume final de 180 ml.
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4.4.2,  PRODUCTION D'EMBRYONS SOMATIQUES EN BIOREACTEUR

Le protocole de préparation du milieu de production pour les cultures en
bioréacteur est le suivant : une solution contenant les sels minéraux et les vitamines a
été préparée en multipliant par deux toutes les concentrations. Son pH a été ajusté a 5,5
a I’aide d’une solution concentrée de KOH. Elle a ensuite été stérilisée par filtration
(unité de filtration Millipak de 0.22 um, Millipore Inc.). Une solution de sucrose a été
préparée en multipliant par deux [a concentration puis elle a été stérilisée par

autoclavage (121°C, 1x10° Pa, 30 min.).

Pour les bioréacteurs de 2 litres, 800 ml de chacune de ces solutions de
sucrose et de sels ont €té transvasés dans le bioréacteur par gravité. L’inoculum (180
ml) a ensuite été transvasé i son tour par gravité, pour obtenir un volume final d’environ
1,8 litre. Pour les bioréacteurs de 5 litres, 2250 ml de chacune des solutions de sucrose
et de sels ont €té transvasés dans le bioréacteur par pompage. L’inoculum (500 ml) a
ensuite été transvasé a son tour par gravité, pour obtenir un volume final d’environ 5,0

litres.

Simultanément a chaque culture en bioréacteur, 4 cultures en flacons
Erlenmeyer de 500 ml (volume utile de 250 ml) ont été menées en utilisant le méme
moculum. Les flacons identifiés “F-r" (mémes conditions que le bioréacteur)
contenaient 225 ml du méme milieu utilisé pour la culture en bioréacteur stérilisé par
filtration. Les flacons identifiés “F-t” (flacons témoins) contenaient 225 ml de milieu de

production stérilisé a I’autoclave (121°C, 1x10° Pa, 15 min).

Les quatre flacons ont été inoculés avec 25 ml du méme inoculum utilisé
pour le bioréacteur puis ils ont été placés dans I’obscurité a 26°C sur un agitateur rotatif
a 120 rpm. Un des flacons de la série “F-r” a été équipé d’une sonde a oxygéne dissous

stérile (Ingold, France) afin de suivre I’évolution de ce paramétre au cours de la culture.
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4.5. ANALYTIQUE

Des prélévements ont été effectués sur les flacons et les bioréacteurs
tous les 1 & 3 jours selon les cultures. La concentration en embryons, le pH, la
conductivité, la concentration en biomasse séche, ainsi que les concentrations
résiduelles en ions et en sucres du milieu de culture ont été déterminés pour chaque

échantillon.

4.5.1. COMPTAGE DES EMBRYONS

La concentration en embryon a été mesurée en plagant 1 ml de la
suspension prélevée (aprés dilution lorsque nécessaire) sur une boite de pétri dans le
fond de laquelle des lignes ont été tracées pour faciliter le comptage. Les embryons ont
été comptabilisés par observation de la suspension embryonnaire au microscope
(Olympus modele CK2, objectif EF, 0,12 - grossissement final x10). Trois comptages

ont été effectués pour chaque prélévement.

La concentration en embryons torpilles (embryons d’apparence normale
ayant des cotylédons bien visibles et une forme allongée) ainsi que la concentration en
embryons germés (apparition d’une racine avec de grosses cellules translucides) ont été
mesurées lors de chaque prélévement. La concentration en embryons globulaires a été
déterminée lors du premier et du demnier échantillonage (récolte des embryons). La
concentration en embryons coeurs a été mesurée lors du demnier échantillonage

seulement.

Le pourcentage maximal de germination en bioréacteur (PG) et le
pourcentage de conversion des embryons globulaires en embryons torpilles (PC) ont été

calculés selon les équations 3.1 et 3.2 :
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P
PG:?:T @3.D

_ T 32
PC=G+cvT+P),, (3-2)

ou G représente la concentration en embryons globulaires, C la concentration en
embryons cordiformes, 7"1a concentration en embryons torpilles et P la concentration en

plantules (embryons germés) de la suspension.

4.5.2. COMPTAGE DES CELLULES

Un volume de 1 ml de I’échantillon a été prélevé et centrifugé pendant 2
minutes. Le surnageant a été ¢liminé et les cellules ont été remises en suspension dans
une solution de ringage (tampon citrate 0,1 M a pH 4,5 (solutions de citrate de sodium a
29 g.I'' et d’acide citrique a 21 g.I"! mélangées jusqu’a obtenir un pH de 4,5) contenant
10 g’ &’EDTA et 20 gl de sucrose). Les cellules ont alors été centrifugées une

nouvelle fois et le surnageant éliminé.

Les cellules ont ét¢ remises en suspension dans une solution
enzymatique afin de dissoudre leur paroi pecto-cellulosique et de désagréger les amas
cellulaires. La solution enzymatique était composée de la solution de ringage contenant
5 mgml' de cellulase (16 unités enzymatiques par mg, Sigma) et 16 plmil' de
pectinase (pectinase d’ Aspergillus niger, 365 unités enzymatiques par ml, Sigma). Les
cellules ont été remises en suspension dans cette solution jusqu’a obtenir un volume
final de 5 ml.

Elles ont ensuite été transférées dans un flacon Erlenmeyer de 25 ml et
placées sous agitation (100 rpm). Toutes les 20 minutes, Ia suspension a été aspirée a
I’aide d’une pipette puis replacée dans le flacon a plusieurs reprises. Cette opération

permet de détacher des cellules situées a la périphérie des amas et de mettre en contact
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les cellules situées immédiatement en dessous avec la solution enzymatique. L’ opération
de digestion enzymatique a été poursuivie jusqu’a I’obtention d’amas cellulaires d’au
maximum 5 cellules.

Ces cellules ont ensuite été centrifugées et la solution enzymatique
éliminée. Elles ont enfin été remises en suspension dans la solution de ringage jusqu’a
un volume final précis pour atteindre une concentration en cellule confortable en vue du
comptage (de I’ordre de 5 x 10* cellules par mi). Les cellules ont été dénombrées i
I’aide d’une cellule de comptage (Fushs-Rosenthal ultraplane, Hausser Scientific) et
d’un microscope (Olympus modeéle CK2 - grossissement final x100). Trois comptages

ont été effectués pour chaque prélévement.

4,53, MESURE DU POIRS SEC, DU PH ET DE LA CONDUCTIVITE

Aprés que le pH (pH métre Accumet® modéle 80SMP, Fisher) et la
conductivité (sonde a conductivité¢ ATC, Oaklon™) de ’échantilion aient été mesurés,
un volume connu de Ia suspension a été filtré sous vide (Papier filtre Whatmann type 42
prépese€). Le filtrat a été congelé en vue de la mesure des concentrations résiduelles en

ions et en sucres. Le matériel végétal retenu sur le filtre a été rincé a ’eau distillée et

placé a I’étuve pour déterminer le poids sec (80°C, 24 h).

454, MESURE DES CONCENTRATIONS EN SUCRES

Les concentrations extracellulaires en sucrose, glucose et fructose ont
été déterminées par chromatographie liquide a haute performance (HPLC, Pompe
Waters modéle 6000A, injecteur automatique Gilson modéle 231/401, détecteur a indice
réfractométrique Gilson modéle 132, Chauffe colonne Mandel Technology modéle
7980, Intégrateur Hewlet Packard modéle 3394A). La phase mobile, constituée d’eau,
était pompée au débit de 1,0 ml.min™ dans la colonne (Biorad® HPX-87C, Biorad
Aminex) maintenue a 80°C. Le volume d’injection était de 20 pl.
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4.5.5. MESURE DES CONCENTRATIONS EN [ONS

Les concentrations du milieu de culture en anions (NO;", PO,>, CI,
SO4>) et en cations (NH,*, Ca®*, K', Na*, Mg?") ont été analysées par chromatographie
ionique. Le systéme de chromatographie, constitué d’une pompe, d’un injecteur
automatique et d’un détecteur électrochimique opéré en mode conductivité (Dionex)

était contrdlé par le logiciel Dionex AI-450.

Les anions étaient séparés sur une colonne de 4 x 250 mm (IONPAC
AS4A-SC, Dionex) équipée d’un supresseur anionique (Dionex, ASRS-1). La phase
mobile €tait constituée d’une solution tampon de bicarbonate de sodium (1,8 mM
Na,CO; et 1,7 mM NaHCOs) pompée au débit de 2,0 ml.min”. Les cations étaient
séparés sur une colonne de 4 x 250 mm (IONPAC CS-12, Dionex) équipée d’un
supresseur cationique (Dionex, CSRS-1). La phase mobile était constituée d’une
solution d’acide méthasulfonique (20 mM) pompée au débit de 1,0 ml.min™.

4.6. MESURES RESPIROMETRIQUES

Le taux de consommation en oxygéne (OUR pour “Oxygen Uptake
Rate™) des cultures a été estimé en posant que le procédé est en régime pseudo-
stationnaire vis-a-vis du transfert d’oxygéne en raison des taux de respiration faibles des
cellules végétales. De ce fait, si on pose que la variation de la concentration en oxygéne
dissous (DO) en fonction du temps est négligeable, le transfert de masse de I’oxygéne

est décnt par les équations suivantes:
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ADO) _ o~ o0rR-OUR 3.3)
OTR = ka x(DO" - DO) ~ OUR (3.4)

avec OTR représentant le taux de transfert de I’oxygéne (mmolel'h™), DO Ila
concentration en oxygéne dissous dans la phase liquide (mmolel'), DO* Ia
concentration en oxygene dissous dans la phase liquide a saturation et a I’équilibre avec
la phase gazeuse (mmole.I'") et ka le coefficient de transfert en oxygéne du bioréacteur
).

Le kia des cultures en bioréacteur de 2 litres a été évalué en fonction du
volume de culture, en supposant que la viscosité du milieu varie peu du début 4 la fin de
la culture et d’aprés 1’équation 3.5 développée par D. Aubry (1996) pour les conditions
expérimentales décrites plus haut (aération de surface 0,15 Lmin™, agitation de 60 rpm

et température de 26°C):

kia=43,24 -75,84 x V+ 4520 x V> -8,98 x V* (3.5)

Avec V représentant le volume (1) de culture dans le bioréacteur. Le k;a en
flacon agité de 500 ml a été évalué a 10 h™ (Aubry 1996) pour les conditions expérimentales
décrites plus haut (Flacon de 500 ml avec 250 ml de milieu, agitation de 120 rpm et
température de 26°C). Le kia en bioréacteur de 5 litres a été évalué i 0,9 b (Aubry 1996)
pour les conditions expérimentales décrites plus haut (aération de surface 0,45 Lmin”,
agitation de 60 rpm et température de 26°C).
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4.6.2. ESTIMATION DU TAUX DE PRODUCTION DE CO»

Le pourcentage volumique de CO, contenu dans le gaz de sortie du
bioréacteur a été mesuré a I’aide d’un analyseur de CO, (Rosemount analytical, modéle
870). Le taux de production de CO, est calculé a partir de la différence entre la
concentration en CO, du gaz d’alimentation du bioréacteur et celle du gaz de sortie. La
concentration dans le gaz d’alimentation est calculée en posant que I’air contient 0,03 %
de CO; et que I’oxygeéne et I’azote n’en contiennent pas.

Le taux de production de Cdz (CPR pour “CO, Production Rate™) a été
évalué selon les équations suivantes, en supposant que le transfert du CO, entre la phase
liquide et 1a phase gazeuse est en pseudo-équilibre:

d(DCGO,)

~0=~ - 36
dr O0~CTR-CPR (3.6)

0x(CO, .-CO; ,)
CTR="p—0.0246

~CPR (.7

avec DCO,, la concentration en CO, dissous dans la phase liquide (%), CTR, le taux de
transfert du CO, (mmole.I" h™"), Q, le débit volumique total de gaz (L.h™), CO; o et
CO,in le pourcentage volumique de CO, dans les gaz de sortie et d’entrée
respectivement (%), et Vo le volume de culture (1). Le facteur 0,0246 correspond au
volume (1) d’une mmole de CO; a 1 atm. et 26°C.

4.7. ENCAPSULATION DES EMBRYONS SOMATIQUES

A la fin de la phase de production, une partie des embryons torpilles ont

été récoltés et ringés stérilement a I’aide d’une solution de sucrose a 20 g sur un
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tamis de polypropyléne de 500 um. Ces embryons ont ensuite été encapsulés selon Ia

méthode décrite par C. Bazinet en 1994 qui est résumée ci-apres.

Les embryons ont été dispersés a 1’aide d’un agitateur magnétique dans
une solution d’alginate a 1 % (Sigma, 14000 cps) préalablement autoclavée (15 min,
121 °C, 1x10° Pa). Le mélange a ensuite été aspiré par une pompe péristaltique dans un
capillaire en Téflon. Chaque embryon entouré d’alginate forme alors une gouttelette qui
se solidifie lorsqu’elle entre en contact avec une solution stérile de S0 uM de CaCl,. Les
billes ainsi obtenues sont maintenues 20 min. sous agitation dans la solution de CaCl,
pour permettre une gélification compléte. Toutes ces opérations sont effectuées en

conditions stériles.

4.8. ESSAIS DE GERMINATION
481, SURGELOSE
Lors des prélévements, une dizaine d’embryons torpilles ont été placés
stérilement sur des boites de pétri contenant du milieu B5 (composition en annexe 2)
dilué de moitié et additionné de 8 g.I"' d’agar (Sigma). Ces boites ont ensuite été placées
dans une étuve obscure a 22°C pendant 2 semaines. Le nombre d’embryons germés a

alors ét€ mesuré, de méme que le nombre de feuilles vraies et les éventuelles

anormalités.

4.8.2. EN SO RECONSTITUE

Les embryons encapsulés ont été placés stérilement dans des tubes de
culture remplis de sol reconstitué (turfass) stérile humidifié avec du milieu BS dilué de
moitié. Ces tubes ont été placés sous lumiére naturelle avec des cycles jour / nuit a

20°C. Lors des premiéres semaines, du milieu a été rajouté dans chaque tube afin

d’alimenter les plants jusqu’a ce qu’ils deviennent autotrophes.
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Par la suite, de I’eau distillée a été rajoutée chaque semaine afin de
compenser I’évaporation. Les jeunes plantules qui possédaient 4 feuilles vraies et plus
ont alors été rincées et transférées dans du terreau non stérile pour poursuivre leur

développement.
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5. RESULTATS ET DISCUSSIONS

5.1. SYNCHRONISATION DE LA PRODUCTION D’EMBRYONS

5.1.1. METHODE DE PRODUCTION CLASSIQUE

Les premiers travaux effectués dans le cadre de ce projet de recherche
s’inscrivent en continuité directe des travaux de Luc Lavoie (1997). Les 10 premiéres
cultures en bioréacteur (cuvées Bl i B8 ainsi que B14 et B16) ont été opérées selon le
procédé de production décrit dans son mémoire, avec une étape supplémentaire de

filtration de I’'inoculum (voir section suivante).

En accord avec ses conclusions, la concentration en NH;" du milieu de
production a été augmentée de 2 a 15 mM pour toutes les cuvées afin de maximiser la

production d’embryons.

3.1.1.1. Description du procédé de production classique

Le procédé de production des embryons somatiques utilisé lors des cuvées
B2 a B8, B14 et B16 est résumé a la figure 5.1. Ce mode de production est largement
décrit dans la littérature et sera référé dans la suite du texte comme étant le procédé de

production classique.

Les suspensions cellulaires ont été tamisées afin d’éliminer les cellules non
embryogénes (CNE) (voir paragraphe 3.4.1.1). Cette étape permet également de
sélectionner les masses proembryonnaires selon leur taille pour améliorer la
synchronisation de la production d’embryons. Pour ce faire, les cellules ont été filtrées
successivement sur plusieurs tamis de grosseurs de maille décroissantes (1000, 210 et 50
um successivement). Les cellules retenues sur le filtre de SO um ont été remises en

suspension dans le milieu de production & raison de 10 g.' de matiére humide (soit
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environ 0,6 g.I'"" de matiére séche), en flacon agité ou en bioréacteur. Toutes les cultures

ont été effectuées en cuvée.

Culture des cellules
embryogénes

Filtrations

Taux d’moculation:

4 2 5 semaines

Production asynchrone
des embryons

Figure 5.1: Représentation du procédé de production classique.

3.1.1.2. Résultats généraux

Les principaux résultats obtenus en mode de production classique sont

présentés en détails a I’annexe 3. Le tableau S.1 présente les résultats moyens de ces

cuvées (moyenne de S cuvées en bioréacteurs de 2 litres, 10 cuvées pour la série F-r et

12 cuvées pour la série F-t). Seuls les embryons torpilles apparemment normaux ont €té

comptabilisés. Le nombre d’embryons torpilles, les productivités, les taux de croissance

et les rendements de production ont tous été déterminés au temps d’apparition des

premiers embryons germés. L’intervalle statistique indiqué représente I’écart type

moyen.
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Tableau 5.1: Résultats obtenus par la méthode de production classique.

Bioréacteurs de 2 1 Flacons agités Flacons agités
série F-r série F-t
Durée avant
germination en 32@10 19+10 19+11
culture (j)
Pourcentage max.
de germination en 78 +£26% 100 + 0% 87 £21%
culture
Production 53+13 36+7 24+ 19
(ET.ml")
Productivité en
embryons (1,9 +0,8) x 10° (2,0+0,8) x 10° (1,7 £3,0) x 10°
(nbET.Ij?)

Productivité en

poids sec
(gPsI'j-')

ups'app @

Y, ET.@gPS)™"

0,16 £ 0,08

0,07 +£0,01

(12,8 +2,1) x 10°

0,45 +0,19

0,18 0,03

42+12)x10°

0,60+ 0,17

0,17 + 0,04

(5.8+5,6) x 10°
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5.1.1.2.1.__Potentiel embryogéne de la lignée SP29

s T s L e L Y R Y it

Les cuvées B2 a B8 ont été inoculées avec la lignée cellulaire SP développée
par Luc Lavoie lors de ses travaux. La souche est ici désignée sous le code SP29 car le
callus avait été repiqué 29 fois depuis son initiation, c’est-a-dire qu’il avait été maintenu
en culture sur gélose prés de 3 ans. Le tableau 5.1 indique que le nombre maximal
d’embryons obtenu pour ces cuvées est en moyenne de 53 + 13 embryons torpilles (ET)
par ml contre 250 +20 ET.mI" lors des travaux de Luc Lavoie (mémes conditions
expérimentales, lignée SP1).

Le potentiel embryogéne de la lignée SP a donc considérablement diminué
au fil des sous-cultures, phénoméne largement décrit dans la littérature (voir paragraphe

2.3.3.4) et qui serait di a un avantage sélectif des cellules non embryogénes (CNE) par
rapport aux cellules embryogénes (CE) en présence de 2,4-D (Smith et Street 1974).

5.1.1.2.2.  _Comparaison_des cuvées_en _bioréacteurs_et _en

Bien que la productivité en embryons soit a peu prés identique pour les
cuvées en flacons et en bioréacteurs (tab. 5.1: en moyenne 1,9x 10° ET.IYj™Y), les cuvées
en flacons (séries F2 a F8) ont produit 32 % et 54 % moins d’embryons torpilles que les
bioréacteurs (soit 36 ET.ml" et 24 ET.mI" pour les séries F-r et F-t respectivement

contre 53 ET.mI" en bioréacteur).

Ces résultats tiennent surtout au fait que la germination en culture des
embryons a lieu plus t6t en flacon qu’en bioréacteur (germination a 19 jours en moyenne
pour les flacons contre 32 jours pour les bioréacteurs). La germination en culture des
embryons torpilles provoque I’arrét du développement des autres classes d’embryons et
bloque la conversion des embryons coeurs en embryons torpilles (voir chapitre

5.1.1.3.2).



79

La productivité en biomasse séche (PS pour Poids Sec) est 3 a 4 fois
supérieure en flacons par rapport aux bioréacteurs (soit 0,45 g PS.I" j, 0,60 g PS.I" j*
et 0,16 g PSI"j! pour les cuvées F-r, F-t et les bioréacteurs respectivement). Ces
données sont appuyées par les taux de croissance spécifique en biomasse séche (u*) qui

sont également supérieurs en flacons (0,18 j” contre 0,07 j™* en bioréacteurs).

5.1.1.2.3. _Qualité des embryons produits

La notion de qualité des embryons fait ici référence a leur capacité a germer
correctement aprés la récolte et a produire des plants vigoureux possédant les mémes

caractéristiques morphologiques que les individus issus de graines.

L’observation microscopique de la suspension embryonnaire en fin de
culture révéle un mélange de cellules non embryogénes, d’embryons a tous les stades de
développement et de jeunes plantules (embryons germés). Malgré les essais de filtration
de I'inoculum, le développement des embryons en mode de production classique reste
donc totalement asynchrone. De plus les embryons torpilles produits comportent de
nombreuses anormalités (fig. 5.2). On rencontre notamment beaucoup d’embryons en
amas ou possédant un nombre anormal de cotylédons. Ces embryons de mauvaise

qualité produisent des plants anormaux qui ne sont pas viables a long terme.

Les essais de germination sur gélose ont démontré que 100 % des embryons
récoltés sont capables de produire une plantule. Les plants produits avaient cependant
une apparence anormale car ils possédaient de trés nombreuses tiges et racines. Ce
phénoméne peut étre dii soit a des anormalités chromosomiques, soit au phénoméne
d’embryogenése secondaire. De nouveaux embryons se forment alors a la surface de
I’embryon récolté. En germant, ils donnent I'impression d’un enchevétrement de tiges et
de racines provenant toutes du méme embryon. Dans ce cas, il est trés difficile de savoir

qui de ’embryon récolté ou des embryons adventifs a effectivement germé.



80

3.1.1.3. Résultats typiques: cuvée B8

5.1.1.3.1.  Qualité de I’'inoculum

L’observation de I'inoculum au microscope permet d’évaluer le pourcentage
de cellules embryogénes qui le composent. Ce pourcentage est directement
proportionnel au potentiel embryogéne de la suspension cellulaire et indique donc la

qualité de I'inoculum.
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Figure 5.2: Exemples d’anormalités observées chez les embryons produits in vitro.

A: Embryon torpille normal; B: Embryon torpille & quatres cotylédons; C: Embryons torpilles avec

cotylédons en corolle. (Ia barre représente 100 pum).

Au microscope, les CNE sont trés nettement discernables des CE de par
leurs différences morphologiques marquées. Les CE ont toutes les caractéristiques des
cellules indifférenciées que 1’on rencontre dans les méristémes primaires des plantes
(bourgeons et apex racinaires) et dans les tissus embryonnaires. Ce sont de petites

cellules rondes trés peu vacuolées qui possédent un cytoplasme important et un gros
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noyau. Cultivées en milieu liquide, elles sont organisées en amas denses d’une vingtaine

de cellules appelées masses proembryonnaires (MPE - fig 5.3.I).

Les CNE au contraire ont des caractéristiques de cellules différenciées,
comme les cellules parenchymateuses. Ce sont de grosses cellules allongées possédant
un cytoplasme peu important et dont Ia majorité de I’espace intracellulaire est occupé
par de grosses vacuoles. Cultivées en milieu liquide, on les retrouve le plus souvent

isolées ou en amas de 3 a S cellules au plus (fig. 5.3 .II).

| Ces différences morphologiques sont accompagnées de différences de
densité qui compliquent les opérations de tamisages. Les CE, plus denses que les CNE,
forment a la surface des filtres des couches denses de cellules qui rendent les opérations
de tri particuliérement difficiles. De plus, les MPE sont a peu prés de la méme taille que
les grosses CE isolées ,ce qui rend leur séparation impossible sans avoir recours a des

gradients de densité (Bazinet 1994).

Dans le cas de B8, I’observation de I’inoculum au microscope a révélé que,
méme apreés filtration, prés de 70 % des cellules étaient de nature non-embryogene. Le
tamisage des suspensions cellulaires avant I'inoculation du milieu de production ne suffit

donc pas a éliminer les CNE et a sélectionner les MPE.
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Figure 5.3: Inocula cellulaires.

D) Inoculum issu de la lignée SP29. IT) Inoculum issu de la lignée FP95. A: Cellules non embryogénes; B:
cellules embryogénes. (La barre représente 50 pm).
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5.1.1.3.2. _Production_ _des _embryons _et __germination en

culture.

La figure 5.4.A présente le profil d’apparition des différentes classes
d’embryons au cours de la culture B8. Les données relatives au nombre d’embryons
torpilles et germés proviennent des comptages effectués lors des différents
échantillonnages. Le nombre d’embryons globulaires et coeurs a été estimé a partir du
moment de leur apparition dans le milieu de culture et du pourcentage de chaque classe
d’embryon mesuré lors du demier échantillonnage. Le mode d’estimation est décrit en
détail a I’annexe S.

La cuvée B8 est totalement asynchrone, c’est-a-dire que les différents stades
du développement sont tous présents en méme temps dans le milieu de culture. La
production d’embryons torpilles est maximale au bout de 3 semaines de production
(I+21). La culture est alors composée de 53 % d’embryons globulaires (EG), 23 %
d’embryons cordiformes (EC) et seulement 15 % d’embryons torpilles d’apparence
normale (ET). On dénombre également 8 % d’embryons torpilles anormaux soit un
pourcentage d’anormalité de 50 %. A I+35, 86 % des embryons torpilles ont germé, ce
qui fait passer le nombre d’embryons torpilles normaux a seulement 3 % du nombre

total d’embryons en culture.

La conversion des MPE en EG, des EG en EC et des EC en ET a lieu en
méme temps, comme c’est aussi le cas lors des travaux de Cazzulino et col. 1989,
Ducos et col. 1993, Hari 1979 et Huang et col. 1992.

La conversion des EC en embryons torpilles (ET) cesse dés que les premiers
embryons germés apparaissent dans le milieu de culture. De méme, la conversion des
embryons globulaires en embryons coeurs n’est pas compléte. Ainsi, au dernier
échantillonnage (I+35), la suspension embryonnaire contient 55 % de EG et 22 % de EC

qui n’ont pas complété leur développement.
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(Méthode classique, bioréacteur, inoc. 10 g.I' ).
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Ces blocages du développement embryonnaire ont été largement décrits
dans la littérature et semblent ailer de paire avec tout mode de production asynchrone.
Ducos et collaborateurs (1993) ont par exemple rapporté qu’au bout de trois semaines
de culture, seulement 5 % des embryons produits étaient au stade torpille, et ce aussi

bien en flacons agités qu’en bioréacteurs.

5.1.1.3.3. _Qualité des embryons

La qualité des embryons produits est trés médiocre. On rencontre
notamment beaucoup d’embryons en amas ou possédant un nombre anormal de
cotylédons. En fait, plus de 50 % des embryons matures formés ont une apparence
anormale. Rappelons que seuls les embryons d’apparence normale ont été comptabilisés
comme étant des embryons torpilles. Les embryons torpilles formés lors de la cuvée B8
ont de 1 22 mm de long, soit 4 a 8 fois plus que les embryons zygotiques de carotte au
méme stade de maturation (qui mesurent environ 200 um de long d’aprés les travaux de

Smith en 1989, qui confirment nos propres mesures).

Cette particularité des embryons cultivés avait déja été notée en 1989 par
Carman, chez le blé. Cette taille anormale serait due a une vacuolisation des cellules
embryonnaires provoquant une élongation prématurée des embryons. De méme, les
embryons de carotte obtenus lors des travaux de Moile et col. (1993) mesuraient de 400
a 2000 um de long soit 2 a 10 fois plus que des embryons zygotiques au méme stade de

maturation.

Lors d’une culture de cellules, on peut mesurer I’augmentation de la
biomasse de deux maniéres soit en suivant I’évolution du poids sec ou en mesurant la

concentration cellulaire. En culture de cellules bactériennes, ces deux paramétres de
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culture sont souvent directement proportionnels. Cependant, c’est loin d’étre la cas en

culture de cellules de plantes, notamment lorsqu’on étudie des cellules embryogénes.

Chez les bactéries en phase de croissance exponentielle par exemple, la taille
des cellules est conservée au fil des générations. Le doublement du nombre de cellules
est donc automatiquement accompagné par un doublement du poids sec. Avant la
division, la taille de la cellule mére double de fagon & ce que, aprés la division, chaque
cellule fille ait une taille identique & celle de la cellule initiale. Lors du processus
d’embryogenése par contre, les cellules se divisent sans que la taille de Ia cellule mére ait

doublé au préalable.

On assiste donc a une réduction drastique de la taille des cellules de
’embryon au cours de son développement de sorte que les cellules d’un embryon
torpille sont beaucoup plus petites que n’importe quelle cellule de plante adulte
(Ammirato et col. 1987). Dans le cas de la capselle (Capsella bursapastoris) par
exemple, les cellules composant les tissus reproducteurs ont un diamétre moyen
supérieur 2 100 um alors que celui des cellules composant I’embryon torpille est

d’environ 10 pm (d’aprés photos de Raven et col. 1992%)

Ce phénoméne implique que le poids sec et la concentration en cellules
d’une culture de cellules embryogénes sont des mesures fondamentalement différentes et
complémentaires. Idéalement, il faudrait suivre I’évolution de ces deux parameétres tout
au long de la culture. En pratique, il est presque impossible de mesurer avec précision le

nombre de cellules composant une suspension embryonnaire quant on a dépassé le stade

MPE.

On a vu a la sous-section 4.5.2 qu’il faut désagréger les amas cellulaires afin
de pouvoir compter les cellules qui les composent. Pour ce faire, on place les agrégats
au contact d’une solution enzymaﬁque qui digére partiellement la paroi pecto-
cellulosique qui lie les cellules entre elles. Cependant, si on laisse les cellules trop

longtemps au contact des enzymes, on obtient des protoplastes (cellules nues sans paroi
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pecto-cellulosique) qui se fusionnent, rendant le comptage impossible. Lorsqu’on veut
déterminer le nombre de cellules composant un amas dense (comme des embryons), il
faut donc travailler par étapes successives, détacher progressivement les cellules de la
surface de I’amas et les compter au fur et 2 mesure de I’opération. Ainsi, la mesure du
nombre de cellules d’'un échantillon contenant des embryons torpilles peut prendre
Jjusqu’a trois jours.

De ce fait, seule les concentrations en cellules non embryogénes et en
cellules composant les MPE ont été mesurées lors des échantillonnages. Au dela du
stade MPE, la concentration en cellules embryogénes a été estimée en multipliant les
concentrations de chaque classe d’embryons par le nombre moyen de cellule de cette
classe d’embryon (par exemple: (concentration en EG x nombre moyen de cellules des

EG) + (concentration en EC x nombre moyen de cellules des EC) + etc).

Les nombres moyens de cellules pour chaque classe d’embryons ont été
mesurés lors de la récolte du réacteur (I+35) et sont présentés au tableau 5.2. Ces
mesures ont porté sur des échantillons de 100 embryons ou plus et ont été effectuées en

triplicats. L’intervalle statistique indiqué correspond a I’écart type moyen.

La figure 5.4.B présente |’évolution du nombre de cellules et du poids sec
lors de la culture B8. L’inoculum est composé de seulement 33 % de cellules
embryogénes malgré I’opération de filtration qui devait éliminer les CNE. En cours de
culture, le pourcentage de CE au sein de la population cellulaire passe & 56 % a [+25
puis retombe & 48 % a I+35. Si on calcule le u*" apparent (entre I+0 et I+35) pour les
deux types cellulaires on obtient 0,07 j™' pour les CE et 0,05 j pour les CNE. Les CE
possédent donc un avantage sélectif par rapport aux CNE lors de BS.
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Tableau 5.2: Poids sec moyen et nombre de cellules moyen des principaux stades

embryonnaires (lignée FP29, méthode de production classique).

Stade Poids sec moyen Nombre de cellules Poids sec estimé

embryonnaire de 1000 emb moyen de 10° cellules
CNE - - 0,84 mg
MPE - 20920 0,37 mg
Globulaire (0,36 £0,09) mg 1000 + 500 0,36 mg
Coeur (LL71 £ 0,11 ) mg 6000 + 600 0,28 mg
Torpille (7,89 £ 0,51)mg 36000 + 2000 0,22 mg
Plantule (14,54 £ 0,78 ) mg 40000 + 5000 0,37 mg

L’accroissement du poids sec suit a peu prés I’évolution du nombre de CNE.
Ainsi, le poids sec d’un million de cellules (CE + CNE) est a peu prés conservé tout au
long de la culture (0,63 mg a I+0 et 0,60 mg a I+35, voir annexe 7). Ces résultats
suggérent que la taille globale des cellules (CNE + CE) est conservée tout au long de la

culture.
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La figure 5.4.C présente I’évolution du taux de croissance spécifique en
poids sec (u™) et du taux de croissance spécifique en cellules (u1*") en fonction du temps
lors de la culture B8. p™ et u™" ont été calculés selon les équations 5.1 et 5.2:

s =1_li(t'_z;tle.& 5.1)
278
InC, -InC,
pt =——%—:T‘- (5.2)

Ou X représente la concentration en poids sec (g.I''), C la concentration
cellulaire (nb cell.I"") et ¢ le temps (j). Notons que puisque le poids sec des CNE est

proportionnel au nombre de CNE, p™cng = u*'one.

u*" augmente de 0,01 j' a 022 j! entre I+4 et I+21 puis diminue
rapidement pour atteindre une valeur presque nulle a [+35. p*Ur augmente lentement
puis se stabilise a 0,15 j' (croissance exponentielle) de I+14 a I+21 pour ensuite
diminuer progressivement. Le u™ révéle un palier aux environs de 0,12 j* de I+11 &
I+18. Ce palier coincide a peu prés avec la période de croissance exponentielle des
cellules non embryogénes oi p**'cxg = paxe = 0,15 jL. L’accroissement du poids sec
semble donc presque exclusivement attribuable a I’augmentation du nombre de cellules

non embryogénes dans le milieu.
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5.1.1.3.5. _pH, conductivité et principaux nutriments

La figure 5.5 présente I’évolution des différents paramétres de culture au
cours de la cuvée BS. Bien que la concentration résiduelle du milieu de culture en
plusieurs ions ait été déterminée (NOs, PO,*, CI, SO.%, NH,", Ca®, K, Na’, Mg®),
seules les concentrations en NO5y", NH;" et PO, sont présentées. Ce sont en effet les
ions dont la fonction métabolique est la plus connue. Les ions nitrates et ammonium
fournissent aux cellules I’azote entrant dans la composition des protéines, des
nucléotides et des coenzymes alors que le PO;* entre dans la composition de tous les
intermédiaires énergétiques de la cellules (ATP, molécules phosphorylées, etc), des

acides nucléiques et des phospholipides des membranes cellulaires (Raven et col. 1992°).

Les autres ions, bien qu’absolument nécessaires dans le milieu de culture,
ont des fonctions moins bien connues et ne seront donc pas présentés ici. On peut
cependant signaler que les concentrations en CI” et K™ diminuent trés lentement dans le
milieu de culture pour I’ensemble des cuvées, ce qui avait déja été le cas lors des travaux

de Archambault et col. (1994) et Lavoie (1997).

Le pH du milieu de culture reste a peu prés stable a 5,2 jusqu’a I’apparition
des premiers embryons germés (I+21). Dés que la germination commence, le pH
augmente jusqu’a atteindre 6,0 a I+35. De méme, on observe une chute brusque de la
conductivité & I+21, certainement due a la brusque disparition du NH;" et NO;™. Il n’est
cependant pas possible de dégager de tendances nettes quant a I’évolution des taux de
consommation spécifiques au cours de la culture (voir annexe 7). On notera néanmoins
que le taux de consommation spécifique du NOs™ par rapport aux cellules (qQ°nos) est
toujours supérieur aﬁ taux de consommation spécifique en NH," (rapport q“us / q°nos

supérieur a 1).
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5.1.1.3.6. _Calculs respirométrigues

La figure 5.5.B présente les principaux résultats respirométriques enregistrés
lors de la cuvée B8. La concentration en oxygéne dissous est stable a 21 + 3 %. Les
résultats d’une étude d’Archambault et collaborateurs (1994) utilisant des cellules
d’ Eschscholtzia californica a démontré qu’une DO de 20 % assurait une production et
une qualité maximales des embryons somatique dans des conditions expérimentales
similaires a celles utilisées ici.

Le pourcentage de CO- dans le gaz en sortie du bioréacteur oscille autour
de la valeur 0,07 % de I+0 & I+12 puis augmente jusqu’a atteindre 0,15 % a I+35. Le
taux de production de CO2 (CPR) et le taux de consommation en oxygéne (OUR) sont
stables & environ 0,10 mM.h™* jusqu’a [+25. A partir de I+25, le OUR augmente trés
rapidement jusqu’a atteindre 0,42 mM.h" i I+ 27 puis diminue pour se stabiliser aux
environs de 0,20 mM.h™ i partir de I+32. Le CTR augmente progressivement de I+25 &
I+35 jusqu’a atteindre 0,25 mM.h™".

Le quotient respiratoire (RQ = CTR / OUR) est trés proche de 1 sur toute la
durée de la culture, sauf a partir de I+25 (début de la germination en culture) ou il
diminue brusquement & 0,3. Il apparait donc que I’apparition des embryons germés
provoque une modification du métabolisme respiratoire de la culture. Cette modification
du métabolisme est corrélée avec I'arrét du développement des embryons a partir de
I+25 (fig. 5.4.A).

A T T T T e L A D O N e S S N L o e o L 2 S L ML Casta

Production et Synchronisation
Une série de cuvées en flacons agités (F8-r et F8-t) ont été menées
parallélement a la cuvée B8. La figure 5.6 présente le profil de production et de

croissance de la culture en flacon agité F8-r (moyenne de deux flacons).
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Le nombre maximal d’embryons produits en flacons agités est 2 fois moins
important que celui obtenu lors de la cuvée en bioréacteur. Ces résultats confirment
ceux déja obtenus chez la carotte avec le méme bioréacteur par Archambault et ses

collaborateurs (1995).

La culture en flacons agités est totalement asynchrone puisque toutes les
phases du développement embryonnaire se chevauchent. La conversion des MPE en
embryons globulaires et la conversion de ces derniers en embryons coeurs a lieu en
méme temps, de -0 a I+11. De méme, le passage de coeur a torpille a lieu alors que les
EG finissent leur conversion en embryons coeurs (de I+11 a I+14). Enfin, 4 partir de

I+18, la totalité des embryons torpilles germent.

Le nombre total d’embryons produits au cours de F8 est 32 % inférieur a
celui obtenu lors de B8. De plus, le développement de 80 % des embryons produits est
bloqué avant d’atteindre le stade torpille, ce qui se traduit par un pourcentage de
conversion maximal des embryons globulaires en embryons torpilles de seulement 11 %
contre 23 % lors de B8. Le pourcentage d’anormalité des embryons produits dépasse

40 %.

En flacons agités, I'apparition des différentes classes d’embryons a lieu
beaucoup plus tot qu’en bioréacteur. Par exemple, I’apparition des premiers embryons

torpilles a lieu a I+4 en flacons alors qu’il faut attendre [+11 en bioréacteur.
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Cellules embryogeénes et non embryogénes

Le tableau 5.3 présente I’accroissement du nombre de cellules et les Mo
apparents (u1*"") des CE et des CNE entre I+0 et I+25 pour les cuvées B8 et F8-r. Les
valeurs relatives aux cellules non embryogénes sont issues de comptages alors que la
concentration en cellules embryogénes est estimée a partir des concentrations de chaque
classe d’embryons et du nombre moyen de cellules par embryon (voir paragraphe

5.1.13.4).

Tableau 5.3: Concentrations cellulaires lors des cuvées B8 et F8-r

Conc. cellulaire poetp
(nb 10° cell.ml) )
B8 CE 0,4a5,3 0,10
(DO = 20 %) CNE 0,835,3 0,08
F8-r CE 0,5a3,6 0,08
(DO > 20%) CNE 0,8a10,0 0,10

La concentration en cellules non embryogénes en fin de culture est
nettement supérieure en flacon par rapport au bioréacteur puisqu’on obtient 5,3 x 10°
CNE.ml" au bout de 25 jours lors de B8 contre 10,0 x 10° CNE.mI" en flacon agité sur
le méme intervalle de temps. Ainsi, alors que les CNE constituent 61 % des cellules de
I'inoculum de départ, 25 jours aprés I’inoculation, elles représentent plus de 73 % du

total des cellules pour la cuvée F8-r. En bioréacteur au contraire, le pourcentage de
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CNE au sein de la population cellulaire passe de 67 % & 50 % lors des 25 premiers jours

de la production.
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Ces résultats démontrent que la prolifération des cellules non embryogénes
est stimulée en flacon agité et inhibée en bioréacteur. Les figures 5.5B et 5.7B
montrent qu’en bioréacteur la concentration en oxygéne dissous (DO) est maintenue a
20 % de la saturation de I’air alors qu’en flacons, la DO est toujours supérieure 20 %.
Donc, dans les conditions expérimentales utilisées ici, des valeurs de DO supérieures a
20 % favorisent la prolifération des CNE (1™"*Pcyg = 0,10 j*) alors qu’une DO de 20 %
limite leur division (u**"®cx = 0,08 j). Ces résultats confirment ceux obtenus chez
Eschscholtzia californica par Archambauit et col. (1994) qui démontrent que la
‘production des cellules non embryogénes est beaucoup plus importante a 60 % qu’a

20 % de DO.

De méme, la concentration en oxygeéne dissous influence le développement
des cellules embryogénes puisque p™*?cz = 0,10 j en bioréacteur et 0,08 j' en flacons
agités. Notons cependant que sur I’ensemble des cuvées effectuées en mode de
production classique (tableau 5.1), la productivité en embryons est identique en flacons

et en bioréacteurs.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Kessel et Carr (1972) chez
la carotte selon lesquels une DO supérieure a une valeur limite (DOyn) favoriserait le
développement des cellules différenciées (dans notre cas les CNE) alors que des DO
inférieures 3 DOy, favoriseraient I’embryogenése. D’autres auteurs ont décrit le méme

phénomeéne chez I’épicéa (Kvaalen et col. 1991) et le blé (Carman et Campbell 1990).

Taux de croissance spécifique

La figure 5.6.C présente I'évolution de p™ et p*" au cours de la culture
F8-r. Le p*" augmente progressivement de 0,07 j* 4 0,21 j* de I+4 a I+14 puis diminue
pour atteindre 0,04 j* en fin de culture. La période d’augmentation du taux de

croissance spécifique des cellules correspond a la période de croissance des embryons



99

(formation des EC, EG et ET). On constate que ™' diminue peu aprés que les premiers
embryons germés soient apparus dans le milieu de culture, comme si le phénoméne de
germination inhibait la division cellulaire.

Le p*'"* aprés 25 jours de cultures est a peu prés identique en flacon et en
bioréacteur (0,09 j') mais, dans le premier cas, I’accroissement du nombre de cellules
concerne majoritairement des cellules non embryogénes. Ceci est confirmé par le fait
que le p*>*? est supérieur en flacon (a I+25, p*>*® = 0,08 j' et 0,13 j* pour B8 et F8-r
respectivement) et que le nombre total d’embryons produits est 2 fois supérieur en

bioréacteur par rapport aux flacons agités (voir annexe 3).

Par ailleurs, le poids sec moyen d’un million de cellules a la fin de la culture
F8-r est plus de 2 fois supérieur a celui enregistré a la fin de B8 (1,54 mg et 0,60 mg
respectivement), ce qui indique que les cellules sont en moyenne beaucoup plus grosses

en flacons agités (CNE majoritaires).

Germination en culture

Tout comme I’apparition des différentes classes d’embryons a lieu plus tot
en flacon qu’en bioréacteur, le début de la germination en culture intervient 7 jours plus
tot lors de la cuvée F8-r qu’au cours de B8 (début de germination a I+18 et I+25 pour
F8-r et B8 respectivement). Etant donné que le développement embryonnaire cesse dés
que les premiers embryons commencent a germer (voir fig. 5.6.A, l'arrét des
conversions a I+18), la germination précoce en flacon explique pour une bonne part le
peu d’embryons torpilles produits lors de la cuvée F8-r. De plus, le pourcentage
maximal de germination est 18 % supérieur en flacon agité ou la totalité des embryons

torpilles produits germent en culture contre 85 % en bioréacteur.
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Taux de consommation et rendements

Les taux de consommation spécifiques des principaux nutriments par
rapport aux cellules (q°v) lors de la cuvée F8-r sont présentés a I’annexe 8. Ils sont
globalement identiques & ceux obtenus lors de B8, sauf en ce qui concerne q“nuas qui est
légérement inférieur en flacon. Par exemple, au moment oi on atteint le nombre
d’embryons maximum (& I+21 pour B8 et [+14 pour F8-r), on obtient un q“vus de 25
pmole.j.(10°ell)" pour BS et 12 umole j*.(10°ell)™" pour F8-r. Le rapport Q nue/q nos

reste cependant inférieur a 1 pour les deux cultures.

Les rendements de consommation des nutriments par rapport aux cellules
(Y"y) obtenus en flacons sont globalement supérieurs a ceux observés en bioréacteur,
sauf en ce qui concerne le NH,". Une DO supérieure 4 20 % semble permettre une
meilleure utilisation des nutriments. Notons que les pourcentages de CE et de CNE au
sein de la population cellulaire sont treés différents en bioréacteur et en flacons agités. Il
est donc difficile de savoir si ces rendements supérieurs sont dus a une modification du
métabolisme global des cellules ou si ces résultats sont dus a la proportion différente de

CE dans la culture.

5.1.1.4. Conclusion

En résumé, la faible productivité des cuvées effectuées selon le mode de
production classique et la mauvaise qualité des embryons produits sont attribuables,
d’une part, a la mauvaise qualité des inocula employés et, d’autre part, au manque de

synchronisation du développement des embryons lors de la production.

La lignée cellulaire SP29 est peu embryogéne. Les suspensions cellulaires
qui en sont issues sont composées majoritairement de cellules différenci€ées non
embryogénes et de plus, ces cellules sont “habituées”, c’est-a-dire qu’elles n’ont plus

besoin de 2,4-D pour se diviser. Cette habituation des cellules cultivées en présence de
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2,4-D pendant de longues périodes a, entre autre, été décrite par Smith et Street (1974).
De plus, nous avons démontré que les CNE ont un avantage sélectif par rapport aux
cellules embryogénes en flacons agités. Comme la phase d’initiation est effectuée en
flacons agités, il en résulte que le nombre de CE (donc I’embryogénicité de la lignée

cellulaire) ne cesse de diminuer au fil des repiquages.

Le tamisage de I'inoculum ne suffit pas a synchroniser la production des
embryons. Ce manque de synchronisation semble étre la cause de D’arrét du
développement des embryons immatures et contribue & produire des embryons de
mauvaise qualité (pourcentage d’anormalités élevés et taille importante). De plus, la

germination en culture est importante (jusqu’a atteindre 100 % en flacons agités).

Suite & ces conclusions, il a été décidé, d’'une part, de développer une
nouvelle lignée de cellules embryogénes et, d’autre part, de développer une nouvelle

méthode de production visant i éliminer les CNE et 4 synchroniser le développement

des embryons. Nous nous intéresserons dans un premier temps a la lignée cellulaire

FP95 développée en Aoiit 1995.

5.1.2.1. Comportement de la lignée cellulaire FP95: cuvée B16
La lignée cellulaire FP95 a été testée sur deux courtes cuvées en mode de
production classique (B14 et B16). Les conditions de cultures employées lors de ces
deux cultures sont identiques a celles de la cuvée B8. La cuvée B14 ne sera pas
commentée en raison de défectuosités du module d’agitation qui compliquent

I’interprétation des résultats.

Les résultats de production de la cuvée B16 sont présentés a la figures 5.8 et

a ’annexe 9. Le graphique récapitulatif de cette cuvée est présenté a I’annexe 10 pour
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consultation. Les comptages ont révélé qu’aprés filtration, I'inoculum de la cuvée B16
était composé de 80 % de cellules embryogénes et 20 % de CNE seulement (voir figures
5.3 et 5.8.B). A la fin de la cuvée (I+5), les cellules embryogénes représentent déja 88 %
du nombre de cellules totales, ce qui correspond & un p*"*?cx de 0,12 j™ alors que le
pP est de 0,01 j seulement. On peut donc considérer que la lignée cellulaire FP95
est trés embryogéne et que les CNE de cette suspension se divisent trés lentement en
absence de 2,4-D.

Le poids sec moyen des cellules de I'inoculum est divisé par 3 par rapport a
celui de I'inoculum de la cuvée B8 (a I+0, 10° cellules pésent 0,21 mg et 0,63 mg pour
B16 et B8 respectivement). Puisque I’inoculum de la cuvée B16 comporte 80 % de CE
alors que celui de la cuvée B8 n’en contiennait que 33 %, on peut conclure que les CE
sont au moins 3 fois moins lourdes que les CNE. Cependant, les observations
microscopiques révélent que les CNE sont 5 a 10 fois plus grosses que les cellules
embryogénes. Ces résultats confirment le fait que les CNE sont essentiellement

composées d’eau (grosse vacuole) et sont donc moins denses que les CE (gros noyau et
gros cytoplasme).

Le poids sec moyen de 10° cellules augmente de 0,21 mg 20,39 mgde I+1 a
I+4, ce qui démontre que globalement la taille des cellules augmente pendant cette
période. Puis le poids sec moyen de 10° cellules redescend lors du demnier jour, ce qui
semble indiquer que la division prend le dessus sur I’élongation au sein de la culture.
Cette tendance est confirmée par le fait qu’en 5 jours, u**" augmente progressivement de

0,01j" 40,29 j" alors qu’au contraire p™ diminue de 0,52 0,1 .

Les taux de consommation spécifiques du NOs;, NH,", PO,* et O, par
rapport aux cellules augmentent légérement de I+1 a I+4 pour diminuer lors du dernier
jour (annexe 9). Ceci tend a démontrer que le métabolisme des cellules en élongation est

supérieur a celui des cellules en division. Lors de la période d’élongation, les cellules
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synthétisent les précurseurs qui leur seront nécessaires lors de la division, ce qui
augmente leurs besoins nutritionnels. Elles peuvent également faire des réserves sous

forme d’amidon, ce que les cellules en division ne font pas (Raven et col. 1992°).
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Figure 5.8: Résultats de production de la cuvée B16
(Méthode classique,bioréacteur, inoc. 10 g.I'" ).
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Les rendements de consommation par rapport aux cellules augmentent
constamment sur toute la durée de la culture, ce qui confirme que le métabolisme des
cellules s’oriente progressivement vers la fabrication de nouvelles cellules et non pas

vers I’augmentation du poids sec des celiules existantes.

En conclusion, la lignée cellulaire FP95 contient une large proportion de
cellules embryogeénes. Elles sera donc utilisée pour la suite du travail expérimental. Les
opérations de filtration ne suffisent pas a éliminer la totalité des CNE de I'inoculum mais
ces derniéres se divisant trés lentement en absence de 2,4-D, leur présence dans le milieu

de production devient vite négligeable en comparaison de la concentration en CE.

3.1.2.2. Développement de la méthode par paliers de densité

Une série d’expériences en flacons a été réalisée dans le but de déterminer la
meilleure densité d’inoculation de la lignée cellulaire FP95 en mode de production
classique. Lors de ces expériences, dont les résultats sont présentés au tableau 5.4,
quatre séries de trois flacons contenant du milieu de production ont été inoculés avec 1,
10, 50 et 100 g.I'' (en poids humide) de cellules filtrées (voir paragraphe 4.4.1.1 pour la

préparation des inocula).

Seuls les flacons inoculés a 1 g.I"" ont produit des embryons torpilles au bout
de 21 jours de culture, avec un pourcentage de germination en culture de 19 %. Ces
cultures sont typiques du mode de production classique asynchrone, c’est-a-dire que
tous les stades embryonnaires sont présents dans le milieu de culture, auxquels viennent
s’ajouter les jeunes plantules. On observe les mémes anormalités décrites précédemment,
méme si le nombre maximum d’embryons torpilles produits est nettement supérieur a
celui de la cuvée F8-r (1040 ET.mI' contre 30 ET.mlI’ pour FI1 et F8-r

respectivement), ce qui confirme la bonne embryogénicité de la lignée FP9S5.
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Mais les résultats les plus intéressants concernent les flacons des séries F21,
F31 et F41. D’une part, plus la densité d’inoculation est élevée et moins les embryons
produits sont différenciés. En effet, alors qu’a 10 g, la culture est essentiellement
composée d’embryons globulaires, & 50 g.I" on y trouve une majorité de MPE et a 100
gI", les cellules non embryogénes constituent plus de 90 % de la suspension cellulaire.
Il apparait donc que plus la densité d’inoculation en cellules est élevée et plus les

blocages interviennent t6t lors du développement embryonnaire.

Mais, ce qui est surtout remarquable, c’est que lorsque ces blocages
interviennent, ils permettent d’obtenir des suspensions composées presque
exclusivement d’une seule classe d’embryons: une culture synchrone. Ces résultats ne
sont pas nouveaux. Les travaux de Warren et Fowler en 1981 avaient déja démontré que
le développement des embryons est plus hétérogéne lorsque les inocula cellulaires sont
faibles (moins de 0,2 gI' en matiére humide). De méme, I’existence de blocages
développementaux a forte densité d’inoculation (phénomeéne d’auto-inhibition ou
d’auto-antagonisme, i partir de 5,0 g’ en matiére humide) a déja été largement
documentée (Halperin 1967, Hari 1980, Iida et col. 1992, Molle et col. 1993, Nouaille
et Pétiard 1988).

Jusqu’a présent, ces auteurs ont donc travaillé a basse densité d’inoculation
afin d’éviter les blocages développementaux qui diminuent la productivité des cultures.
Or, ce qui est intéressant ici, c’est que le phénoméne d’auto-inhibition permet de
bloquer la croissance de tous les embryons au méme stade de leur développement, ce
qui synchronise la production. De plus, ce blocage est facilement réversible par simple
dilution du milieu de culture. Au lieu de chercher a éviter le blocage développemental a
forte densité cellulaire on peut donc, au contraire, ['utiliser pour synchroniser la
production des embryons. Cette idée a été a I’origine du procédé de production par

paliers de densité présenté au paragraphe suivant.
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Tableau 5.4: Influence de la densité d’inoculation en cellules sur Ia production

d’embryons torpilles en flacons agités.

Densité | Nb maximum % final de
Culture  d’inoculation Poids sec final d’embyons germination en
Torpilles culture

(g PHIY) (gPS.Ih (nb ET.ml"™") (%)

f11 1grt 6,31 +£0,43 1040 +122 19+4%
£21 10gl? 10,01 £0,09 0 ND
£31 s0gli?! 0,77 £0,06 0 ND
f41 100 g1 10,53 +0,29 0 ND

3.1.2.3. Description du mode de production par paliers de densité
Le procédé de production par paliers de densité est schématisé a la figure
5.9B. Les cellules embryogénes qui ont été cultivées dans le milieu d’initiation (avec
2,4-D) sont filtrées sur un tamis de 50 pum afin de retirer le milieu, puis elles sont ringées
et remises en suspension dans du milieu de production & raison de 50 g de matiére

humide par litre. Cette phase de synchronisation des MPE dure environ 1 semaine.

La suspension cellulaire obtenue, alors composée de MPE de grosse taille
(20 cellules et plus) et de CNE, est passée a travers une série de filtres en Nylon de
1000, 210 et S0 um successivement afin de retirer la majorité des cellules non

embryogénes. Les MPE retenues sur le filtre de S0 pm sont ensuite rincées et remises en
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suspension a raison de 50 g de matiére humide par litre de milieu de production (Phase

de production et de synchronisation des embryons globulaires).

Au bout de 1 4 2 semaines, on obtient une suspension embryonnaire
composée majoritairement d’embryons au stade globulaire auxquels viennent s’ajouter
des MPE et quelques embryons cordiformes. Cette suspension est alors passée
successivement a travers deux filtres de 500 et 210 um. Les embryons globulaires
retenus sur le filtre de 210 um sont utilisés pour la phase de production synchrone des

embryons torpilles (en flacon ou en bioréacteur) a raison de 10 g de matiére humide par

litre de milieu de production.
1 semaine 1 a 2 semaines 2 semaines
‘ . 508N -/ SOgl ‘ .../ 10/
—’V—. — — £ 2 ——- e
ETEN . £ Gavae
Filtrations
Culture des Synchronisation Production Production
cellules des MPE des embryons synchrone
embryogéne globulaires des
embryons

Figure 5.9: Description schématique du mode de production par paliers de

densité.

On verra plus loin que la densité d’inoculation lors de chacunes des étapes a
une grande influence sur le temps nécessaire pour passer d’une phase de production a la
suivante. On peut donc faire varier le temps total de production des embryons en
modifiant la densité d’inoculation des différentes phases du procédé (voir sous-section

5.2.1). Les densités d’inoculation indiquées ici correspondent a celles qui ont été
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utilisées lors des cuvées B9, B10 et B12. Pour les cuvées Bl1, B13 et B15, la densité

d’inoculation lors de la derniére étape a été abaissée a 5 g.I"' (détails a I’annexe 4).

3.1.2.4. Avantages du mode de production par paliers de densité

Le mode de production par paliers de densité utilise le phénoméne d’auto-
inhibition afin de synchroniser les embryons & deux stades de leur développement, soit le
stade pro-embryonnaire (MPE) et le stade globulaire. L’utilisation de paliers de densité
en cellules et en embryons permet de bloquer le développement des embryons en cours

| de production afin d’obtenir une population synchrone puis de réamorcer le

développement embryonnaire simplement en modifiant la densité cellulaire.

Le milieu de production est renouvelé 2 fois au cours du procédé, ce qui
n’est pas le cas en mode de production classique. Ce renouvellement du milieu permet
d’éviter que des limitations nutritionnelles apparaissent en cours de culture et limite du
méme coup I’accumulation de substances inhibitrices. Les embryons sont filtrés et rincés
trois fois au lieu d’une, ce qui permet d’éliminer toute trace de 2,4-D et d’éventuelles
protéines extracellulaires qui pourraient perturber leur développement. Plusieurs auteurs
(Molle et col. 1993, Huang et col. 1992) ont déja constaté chez la carotte que le fait de
renouveler une ou plusieurs fois le milieu lors de la production entraine un
accroissement du poids sec final et du nombre total d’embryons produits et permet une

meilleure conversion des EGen ET.

Le mode de production par paliers de densité est également beaucoup plus
malléable que le mode de production classique. En effet, une fois que les embryons
globulaires (EG) ont été produits et sélectionnés, il est possible de les conserver a forte
densité embryonnaire (10000 EG.mi! et plus) pendant de longues périodes, a condition
de renouveler le milieu de production tous les 10 jours. De ce fait, on peut obtenir des
embryons torpilles en moins d’une semaine en utilisant la bonne densité d’inoculation en

EG (entre 1,0 et 5,0 gI' en matiére humide). Il est donc possible d’allonger ou de
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rétrécir les durées de production pratiquement & volonté, ce qui est impossible avec la

méthode de production classique.

Six cuvées en bioréacteur ont été effectuées selon la méthode par paliers de

densité, soit les cuvées B9 a B13 et la cuvée B15. Ces cultures ont été opérées selon le
méme protocole, soit la production des embryons globulaires en flacons agités de 500
‘ml et la production des embryons torpilles en bioréacteur de 2 litres. Seule cette derniére
phase de production sera étudiée en détails dans les sections qui suivent.

Les cuvées B9 et B12 sont les cuvées témoins qui seront utilisées dans la
suite du travail pour évaluer I’efficacité des traitements anti-germination. Parallélement a
chaque cuvée en bioréacteur, quatre cuvées en flacons agités ont été opérées pour base

de comparaison.

5.1.3. 1. Résultats généraux

5.1.3.1.1..._Comparaison des deux modes de production

Les principaux résultats obtenus en mode de production par paliers de
densité (MPD) sont présentés en détails a ’annexe 4. Le tableau 5.5 présente les
résultats moyens de ces cuvées (moyenne de 2 cuvées en bioréacteurs de 2 litres, 4
cuvées pour la série F-r et 4 cuvées pour la série F-t). L’intervalle statistique indiqué

représente I’écart type moyen.

Seuls les embryons torpilles apparemment normaux ont été comptabilisés.
La concentration en embryons torpilles, les productivités, les taux de croissance et les
rendements de production ont été déterminés au temps d’apparition des premiers

embryons germés. La durée avant germination en culture et le pourcentage maximal de
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germination en culture portés sur la colonne “cuvées en bioréacteur” se rapportent a la
cuvée B9 seulement car il n’y a pas eu de germination en culture lors de B12. Le temps
I+0 dont il sera question dans la suite du texte correspond au temps d’inoculation du

milieu de production en embryons globulaires.

En comparant les résultats présentés aux tableaux 5.1 et 5.5, on constate
que la production maximale d’embryons torpilles en bioréacteur est multipliée par 18 par
‘la méthode des paliers de densité et atteint 975 ET.ml" contre 53 ET.ml" pour la
méthode classique. La productivité en embryons en MPD est 25 fois supérieure a celle
obtenue par la méthode classique (MC) (soit 2x10° ETI'j' et 51x10° ET.I'j"

respectivement) mais [a production en poids sec est seulement multipliée par 2.

Les rendements de production sont plus de 10 fois supérieurs avec la
méthode par paliers de densité (141 ET.(g PS)" et 13 ET.(g PS)” pour la MPD et la
MC respectivement). Ces résultats confirment le fait que I’accroissement de biomasse
séche est directement relié a la production en embryons en MPD alors que lors de la

cuvée B8, seule une faible proportion du poids sec se rapporte aux embryons.

Il n’y a pas eu de germination en culture lors de la cuvée B12. Bien que
quelques embryons aient germés lors de B9, le pourcentage maximal de germination en
culture demeure bien inférieur a celui obtenu avec la méthode classique (28 % de
germination en culture pour B9 et 85 % pour la cuvée B8). Par la méthode classique, les
premiers embryons germés apparaissent en moyenne 14 jours aprés le pic des embryons
globulaires en bioréacteur. Ces temps de germination sont comparables a ceux observés

lors de la cuvée B9, soit 13 jours.
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Tableau 5.5: Résultats moyens obtenus en mode de production par paliers de

densité.
Bioréacteurs de2l  Flacons agités Flacons agités
serie F-r série F-t
Durée avant
germination en 13 63 8+1
culture (j) (B9 seulement)
Pourcentage max. 28 % 23+19% 26 +22%
de germination en (B9 seulement)
culture
Production (ET.ml-") 975 £ 57 1288 + 649 1650 + 815

Productivité en

embryons
(nbETI' ;)

Productivité en

poids sec
(gPsrItj')

uPS'aPP G

Yp ET.(gPS)")

(51 +28) x 10°

0,36+ 0,24

0,17 £ 0,06

(141 £31) x 10°

(94 £41) x 10°

0,62 +0,02

0,50 +£0,26

(151 £ 56) x 10°

(150 £67) x 10°

0,78 £ 0,08

0,36 £0,05

(192 £42) x 10°
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5.1.3.1.2. _Cuvées en flacons agités

A LA S A A A

Alors qu’en MC, la productivité en embryons était identique en flacons et en
bioréacteurs, en MPD la productivité est 86 % et 194 % supérieure en flacons (série F-r
et F-t respectivement), bien que la germination ait lieu 7 jours plus t6t. De méme, la
productivité en poids sec est 72 % supeneure pour les cuvées F-r et 116 % supérieure

pour les cuvées F-t (par rapport aux bioréacteurs).

En flacons agités (série F-r), les premiers embryons germés apparaissent en
moyenne 6 jours aprés I'inoculation en globulaire (a I+6), soit 7 jours plus tot que lors
de B9. Le pourcentage maximal de germination en flacons agités est identique a celui

enregistré lors de B9 (23 % et 28 % respectivement).

On peut donc conclure qu’en MPD, une concentration en oxygéne dissous
supérieure a 20 % (flacons agités) augmente la productivité en embryons et en poids
sec. On observe également que la productivité en embryons est 1,6 fois plus importante
pour les cuvées F-t (milieu stérilisé par autoclavage) que pour les cuvées F-r (milieu
stérilisé par filtration). Il semble donc que I’autoclavage du milieu de production soit
favorable a la maturation des embryons globulaires et permette la production d’un plus

grand nombre d’embryons torpilles. Ce résultat avait déja été signalé par Zryd en 1988.

5.1.3.1.3. _Qualité des embryons produits

Les embryons produits par la méthode des paliers de densité sont
d’excellente qualité. On observe beaucoup moins d’embryons en amas ou possédant un
nombre anormal de cotylédons. Plus de 90 % des embryons matures formés sont isolés

et présentent une apparence normale lors de I’observation microscopique.



113

De plus, les embryons torpilles formés sont de petite taille (de 200 a4 500 pm
de long), ce qui correspond & la taille des embryons zygotiques de carotte au méme
stade de maturation. Le tableau 5.6 présente le nombre de cellules moyen et le poids sec
moyen des différentes classes d’embryons produits lors de la cuvée B9 (lignée cellulaire
FP95). Les mesures ont porté sur des échantillons de 100 embryons ou plus et ont été

effectuées en triplicats. L’intervalle statistique indiqué correspond & I’écart type moyen.

tableau 5.6: Poids sec moyen et nombre de cellules moyen des principaux stades

embryonnaires (lignée SP9S, méthode par paliers de densité).

Stade Poids sec moyen  Nombre de cellules  Poids sec estimé
embryonnaire de 1000 emb moyen de 10° cellules
MPE - 20+20 0,31 mg
Globulaire (0,21 £0,09) mg 1000 £ 500 0,21 mg
Coeur (0,54 £ 0,11 ) mg 5000 + 600 0,10 mg
Torpille (1,47 £ 0,51 ) mg 25000 + 2000 0,06 mg
Plantule (2,12 + 0,78)mg 30000 + 5000 0,07 mg

Les embryons coeurs et torpilles ainsi que les plantules produits en MPD
sont constitués de moins de cellules que ceux produits par la méthode classique (voir

tab. 5.2). Par exemple les embryons torpilles sont composés d’environ 25000 cellules en
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MPD contre 35000 cellules en MC. De méme, leur poids sec moyen est trés inférieur
(pour les embryons torpilles: 1,47 mg.(1000 ET)" en MPD contre 7,89 mg.(1000 ET)™
en MC). En conséquence, le poids sec estimé d’un million de cellules est 2 a 5 fois
supérieur en MC, ce qui indique que les cellules sont beaucoup plus vacuolées qu’en
MPD. Les embryons produits en MPD ne présentent donc pas cette vacuolisation

anormale qui avait été constatée en mode de production classique.

Les pourcentages de germination sur gélose aprés récolte sont de 100 %
pour les deux cuvées (B9 et B12) et les plantules formées ont une apparence normale.
Des essais d’encapsulation et de germination en sol reconstitué ont également donné

d’excellents résultats (voir section 5.3).

S.1.3.2.1._Qualité de 'inoculum

L’observation de I’inoculum au microscope a révélé qu’apres filtration (voir
section 3.4.1.2.), il demeurait trés peu de cellules non embryogénes parmi les embryons
globulaires. En fait, les comptages ont révélé la présence de seulement 0,2 x 10°
CNE.ml" alors que I’estimation du nombre de cellules embryonnaires est de 4,0 x 10°
cellules par ml. On estime donc que 95 % des cellules de I’'inoculum sont des cellules

embryogenes, ce qui en fait un inoculum d’excellente qualité.

5.1.3.2.2. _Profils_d’apparition_des_embryons et germination

en culture.

La figure 5.10.A présente le profil d’apparition des différentes classes
d’embryons au cours de la cuvée B9. Alors que les données relatives au nombre

d’embryons torpilles et germés proviennent de comptages réels, les profils d’apparition



115

des embryons globulaires et coeurs ont été estimés a partir du pourcentage de chaque
classe d’embryons déterminé lors du demnier échantillonnage et du nombre moyen de

cellules par embryon (tableau 5.6). La méthode d’estimation est présentée en détails a

Pannexe 6.

La culture B9 peut étre scindée en 3 parties, soit de I+0 a I+9 la conversion
des EG en embryons cordiformes, de I+9 a I+13 la conversion des EC en embryons
torpilles et enfin de I+13 a I+23 la germination des embryons torpilles. Ces trois

périodes ne se chevauchent pas, ce qui indique une bonne synchronisation de la culture.

Malgré cette meilleure synchronisation du développement embryonnaire,
une grande proportion des embryons ne parviennent toujours pas a achever leur
développement jusqu’au stade torpille. Ces blocages du développement semblent liés a
I’apparition des embryons germés au sein de la culture (3 [+13). Ainsi, a I+16 ou on
obtient le nombre maximal d’embryons torpilles, la suspension embryonnaire est
composée de 52 % de EG, 10 % de EC, 29 % de ET et 9 % d’embryons germés. De ce
fait, le pourcentage de conversion maximal des embryons globulaires en embryons

torpille n’est que de 28 %.

5.1.3.2.3. __pH, conductivité et principaux nutriments

La figure 5.11 présente I’évolution des principaux paramétres de culture au
cours de la cuvée B9. La conductivité du milieu est a peu prés stable a 3,7 jusqu’a [+8
puis elle diminue rapidement pour atteindre 1,5 & I+17. Cette chute brutale de la
conductivité est corrélée avec la disparition rapide des ions PO, NO; et NH,;" de I+8 i

I+19. On constate notamment que le phosphate est totalement consommé dés I+16.
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Figure 5.10: Résultats de production de la cuvée B9

(Méthode par paliers de densité, bioréacteur, inoc. 10 g.I'').
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5.1.3.2.4. _Calculs respirométriques

La figure 5.11 B présente les principaux résultats respirométriques obtenus
lors de la cuvée B9. La concentration en oxygéne dissous (DO) varie beaucoup en cours
de culture et ne parvient pas a se stabiliser a Ia valeur de consigne (20 %). Ces variations
sont attribuables en partie & des défaillances techniques (arrét accidentel de I’aération a

I+4 et panne du systéme controlant la température a partir de 1+20).

Dans un premier temps, la DO est stable 2 20 % pendant les 4 premiers jours
de fonctionnement. Puis, a I+4, la DO chute a 0 % pendant prés de 24 heures 2 la suite
de arrét de I’aération. A la reprise de I’aération, la DO remonte a 20 % pendant 5 jours
mais, a partir de I+9, elle diminue de nouveau pour atteindre 10 % a I+13. Pendant cette
période, le pourcentage d’oxygéne dans le gaz d’entrée, qui est ajusté manuellement en
cours de culture (voir sous-section 3.2.2), n’est plus suffisant pour combler la demande

en oxygéne de la culture (avec ce mélange, OTRgux = 0,5 mM.h™).

A I+13, le mélange gazeux avec lequel est alimenté le bioréacteur est
remplacé par de I’oxygéne pur et la DO amorce une période d’oscillations entre 10 et
20 % pour finalement se stabiliser aux environs de 10 % jusqu’a I+19. A ce moment I3,
le contréleur de température tombe en panne et la DO devient supérieure & 20 % malgré
les efforts du contrdleur pour la ramener a la valeur de consigne (oscillations entre 35 et
20 % de I+19 a la fin). La concentration en CO- du gaz de sortie est stable a 0,1 %
jusqu’a I+6, augmente progressivement pour atteindre 0,7 % a I+19 puis diminue
jusqu’a 0,6 % en fin de culture. le CPR suit la méme tendance et atteint un maximum de

1,5 mM.h! a I+19.
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Le OUR est également stable jusqu’a I+6 puis augmente pour marquer un
pallier 4 0,5 mM.h" de [+9 a [+13. On a vu que pendant cette période, le OUR a atteint
la capacité maximale de transfert du bioréacteur avec le mélange gazeux utilisé (OUR =
OTR..x), ce qui entraine la diminution de la DO jusqu’a 10 %. Dés que le bioréacteur
est alimenté en oxygéne pur (a partir de I+13) le OUR augmente trés rapidement pour
atteindre la valeur maximale de 1,1 mM.h™, qui correspond au nouveau OTRg.. du
bioréacteur sous O, pur. Aprés une période d’oscillations de I+13 a I+15, le OUR se
stabilise finalement 2 OTRmax jusqu’a la fin de la culture.

Quant au RQ, il est égal a 1,0 jusqu’a I+6 puis il augmente rapidement
jusqu’a atteindre 1,9 a I+9. Le RQ amorce ensuite une diminution pour atteindre 1,0 a
I+13 et augmente une nouvelle fois jusqu’a la valeur de 1,9 a I+21. La valeur de RQ
renseigne ici sur la nature du métabolisme respiratoire employé par les cellules lors de la
culture. Plus précisément, un RQ égal a 1 signifie que la culture produit autant de CO,
qu’elle consomme de O,, c’est-a-dire que les cellules utilisent majoritairement la voie de
la glycolyse (aérobie) ou une molécule de glucose est totalement dégradée en CO; et

H,0 selon le bilan suivant:

CéH;206 +6 O > 6 CO, +6 H,O (5.3)

ce qui donne un RQ théorique de 1 (CTR / OUR = 1). Par contre, un RQ
supérieur a 1 signifie que la culture produit plus de CO; qu’elle ne consomme de O,,
c’est-a-dire qu’une partie des cellules utilisent la voie de la fermentation alcoolique
(anaérobique). Par I'intermédiaire de cette voie métabolique, une molécule de glucose

est partiellement dégradée en CO, et éthanol selon le bilan:

CsH 206 — 2 COx+ 2 CH:O (5.4
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Etant donné qu’aucun oxygéne n’est requis lors de la fermentation
alcoolique, le RQ théorique correspondant est infini. Cependant, en conditions
partiellement anaérobiques, seulement une partie des cellules fermente (celles situées au
centre des embryons) pendant que I’autre partie (les cellules périphériques) utilise le
métabolisme aérobique qui est énergétiquement le plus rentable. On obtient alors un RQ
réel compris entre 1 et 10 (James 1953, Yatazawa et Furuhashi [982). Pendant la
culture B9, le RQ est supérieur & 1 de I+9 a I+21, ce qui confirme qu’une partie des
cellules sont en limitation oxygéne lorsque le OTRa.x est atteint.

Plusieurs travaux ont démontré que les végétaux sont capables de survivre
" pendant de courtes périodes en condition d’anaérobie stricte ou partielle. Les graines
immergées sont ainsi capables de germer en absence d’oxygéne, bien que des conditions
aérobiques soient nécessaires au développement postérieur de la plantule. On a ainsi
relevé des RQ pouvant aller jusqu’a 7,5 lors de la germination de grains d’orge

immergés (James 1953).

Les cellules de plantes et les fragments végétaux sont également capables de
s’adapter a des conditions partiellement anaérobiques, bien que leur croissance soit alors
stoppée (Perata et Alpi. 1991, Tate et Pargne 1991, Yatazawa et col. 1982). Ainsi,
lorsqu’on place des tranches de carotte dans de I’eau aérée, ces derniéres produisent
presque instantanément de I’éthanol lorsque la DO est inférieure a3 100 %. Dans le cas
de tranches de carotte placées dans une solution de glucose a 15 g.I”, plus la DO est
basse et plus on enregistre des RQ élevés. On a relevé des RQ de 4,8 ,2,5, 2,4 et 1,0
pour des DO de 3 %, 12 %, 23 % et 476 % respectivement (James 1953).
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5.1.3.2.5. Profil de croissance de la biomasse

La figure 5.10.B. présente I’évolution du nombre de cellules et du poids sec
lors de la culture B9. Ici encore, la concentration en cellules embryogénes a été estimée
en fonction du nombre d’embryon de chaque classe et du nombre moyen de cellules de

chaque stade embryonnaire (voir au paragraphe 5.1.1.3.4.).

Les CE constituent 95 % de I’inoculum et 99 % des cellules en cuiture a
I+23. La présence des CNE au sein de la suspension est donc négligeable. Les cellules
observent une période de latence de I+-0 a I+9 pendant laquelle leur poids sec moyen est
stable a4 0,10 mg PS.(10%ell)". Notons au passage que les cellules qui constituent les
embryons globulaires & I+0 pésent 6 fois moins que les cellules de I’inoculum de Ia

cuvée B8, et sont donc beaucoup moins vacuolées que ces derniéres.

De I+3 a I+9, les cellules connaissent une période de croissance
pratiquement exponentielle pendant laquelle la concentration en cellules de la culture
passe de 6 x 10° cellml™ a4 13 x 10° cellmlI* (u*™*® = 0,14 j™). Cette phase de
croissance exponentielle coincide avec la période de conversion des embryons

globulaires en embryons coeurs.

Le taux de croissance spécifique des cellules connait un pic a I+13
(1™ = 0,23 j™") qui correspond 4 la conversion des EC en ET. Puis, de I+13 a I+23, le
rythme des divisions cellulaires ralentit et la concentration en cellules se stabilise pour
atteindre 44 x 10° cell.ml™ en fin de culture. Le poids sec moyen des cellules se stabilise
par ailleurs a 0,19 mg par million de cellules. Ce ralentissement de la division cellulaire
et de I’accroissement du poids sec coincide avec la période de limitation en oxygéne
décrite plus haut (OUR = OTRmux)-

Les travaux de Pépin et col. (1995) ont déja établi une relation similaire
entre la division cellulaire et la consommation en oxygeéne des cellules chez Vitis vinifera

en flacon agité. Ainsi, le OUR augmente en méme temps que le nombre de cellules, mais
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lorsque le OTR.x est atteint, la division cellulaire cesse immédiatement. Des résultats

similaires ont été obtenus chez Eschscholtzia californica (Sirois 1997) et Daucus carota
(Perata et Alpi 1991).

De fait, le métabolisme fermentaire, de par son faible rendement énergétique
(2 ATP au lieu de 36 lors de la respiration aérobique), ne peut supporter les dépenses
énergétiques engendrées par la division cellulaire. De nombreuses études ont démontré
que le taux de croissance spécifique des cellules de plantes diminue drastiquement
lorsque la concentration en oxygéne dissous du milieu chute en dega d’une valeur
critique (DOci:) (Tate et Pargne 1991, Yatazawa et Furuhashi 1982, James 1953, Jay et

col. 1992). La valeur de DO, varie d’une espéce a [’autre.

Ainsi, a I+13, c’est-a-dire au moment ot le OTR,.x est atteint, I’ensemble
des cellules cessent de se diviser et d’accumuler du poids sec (u°" et u™ trés bas). On
constate a la figure 5.10.A que le développement des embryons est stoppé, sauf en ce
qui concerne les embryons torpilles dont la racine s’allonge (apparition des premiers
embryons germés a I+13). Cet allongement de la racine ne se fait pas par I’intermédiaire
de divisions cellulaires mais grace a une vacuolisation et a une élongation de certaines

cellules de I’embryon.

1l existerait un lien entre la concentration en oxygéne dissous du milieu et
I’élongation des cellules. En effet, il semble que chez les cellules en élongation, la voie
des pentoses phosphates (VPP) I’emporte sur la glycolyse alors qu’il se passe le
contraire chez les cellules en division (Roberts et Smith 1977, Darnell et col. 1988). La
VPP est une voie secondaire du métabolisme du glucose qui fournit a la cellule I’énergie
biosynthétique et les précurseurs nécessaires a la biosynthéses des acides nucléiques, du
NAD, de ’ADP et de nombreux coenzymes. La VPP est en compétition directe avec la
glycolyse, qui fournit a la cellule ’ATP dont elle a besoin pour se diviser. Ces deux
voies métaboliques ont lieu dans le méme compartiment cellulaire et possédent de

nombreux intermédiaires communs. Cependant, lorsque la pression partielle en oxygéne
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est faible, les oxydases mises en jeu lors de la VPP sont plus efficaces que celles de la
chaine respiratoire (qui réoxyde les coenzymes réduits issus de la glycolyse). De ce fait,
lorsque la DO est basse, la VPP prend le dessus sur la glycolyse, ce qui stimulerait
I’élongation des cellules et donc la germination des embryons (Roberts et Smith 1977,
Khan 1977, Heydecker 1977). Pour revenir a la cuvée B9, ce serait donc la diminution
de la DO de 20 % a 10 % a partir de I+13 qui serait responsable de I’apparition des

premiers embryons germés dans le milieu de culture.

Les taux de consommation spécifiques des principaux nutriments par
rapport aux cellules (q°,) et les rendements de consommation correspondants (Y's) sont
présentés a ['annexe 11. Le q‘o; diminue de 0,8 mmolej’.10%ell* a 0,3
mmole.j*.10°cell’ de I+3 a I+16 puis se stabilise a cette valeur jusqu’a la fin de la
culture. Le Yo, augmente jusqu’a 376 x 10° cellules par mole 4 I+13 puis diminue
rapidement et atteint S x 10° cellules par mole de O, a I+23. Ces données semblent
confirmer I’apparition d’une limitation de la culture en oxygéne a partir de I+13 ou la
DO devient inférieure a 20 %.

Les q"Nos, Q"nus €t Q'pos diminuent au fur et 4 mesure du développement des
embryons, ce qui confirme que leur métabolisme change en fonction de leur ige. Le
q“nus est inférieur & q'nos jusqu’a I+13 puis la tendance s’inverse de sorte que le rapport

q°nue/q°nos ne cesse de diminuer tout au long de la culture et passe de 7,9 4 0,3 de I+0 a

I+23.

En 1965, Halperin et Wetherell avaient déja déterminé que, chez la carotte
sauvage, le besoin en NH," des proembryons et des jeunes embryons est supérieur a
celui des embryons différenciés. De méme chez la capselle, le NH," favorise I’initiation

des MPE et la maturation des embryons alors que le NO;™ accélére le développement des
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embryons matures c’est-a-dire la différenciation (Zryd 1988). Chez la carotte, I’absence
de NH;" dans le milieu inhibe I’embryogenése et stimule la différenciation des cellules
pour donner naissance a des racines (Kamada et Harada 1978).

Ces résultats semblent indiquer que la consommation de NH," favorise la
division cellulaire alors que la consommation de NOs;~ provoque I’élongation et la
différenciation cellulaire. D’aprés Roberts et Smith (1977), la réduction du NOs™ en
NH," au sein des cellules augmente significativement le stock de coenzymes réduits dans
le cytoplasme. Or ces coenzymes réduits sont un des substrats majeurs de la voie des
‘pentoses phosphates qui est, semble-t-il, particuliérement mise a contribution chez les

cellules en élongation (Darmell et col. 1988).

Le rapport qxue/qQ°nos pourrait donc étre un bon indicateur de I'dge
physiologique des cellules, c’est-a-dire de leur aptitude a se diviser ou a se différencier.
Plus le rapport est haut et plus les cellules seraient jeunes (non différenciées) et
inversement plus le rapport est bas, plus les cellules seraient vieilles du point de vue
physiologique (cellules différenciées). De fait, le rapport q°nue/q“nos chute justement en
bas de 1 précisément au moment ou les premiers embryons germés (fortement

différenciés) apparaissent dans la culture, ce qui étaye cette hypothése.

Dans le cas de la cuvée B9, les cellules cessent de se diviser & partir de I+13
et amorcent une phase de latence pendant laquelle le poids sec moyen et le nombre de
cellules sont stables. Les rendements de consommation par rapport aux cellules, qui
augmentent constamment jusqu’a I+13, diminuent ensuite drastiquement jusqu’a la fin
de la culture. Ces données indiquent une nouvelle fois qu’avant I+13, le métabolisme
global de la culture s’oriente vers la production de cellules et que brusquement, aprés
I+13, le métabolisme change en raison d’une limitation en oxygeéne qui s’installe lorsque

la DO chute en bas de 20 %.
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Parallélement a la culture en bioréacteur, 4 cuvées en flacons agités ont été
opérés pour comparaison. Parmi ces flacons, deux d’entre eux (série F9-r) ont été
opérés avec le méme milieu et le méme inoculum que B9. Les résultats les concernant

sont présentés en détails 4 I’annexe 4 (moyenne des deux flacons) et sont commentés ci-

apres.

Profil d'apparition des embryons

Le profil d’apparition des différentes classes d’embryons lors de la cuvée
F9-r est présenté a la figure 5.12.A. Une production maximale de 1938 embryons
torpilles par ml, soit presque deux fois plus que lors de Ia cuvée B9, a été obtenue. La
conversion des EG en embryons cordiformes a lieu de I+0 a I+6, la conversion des EC
en embryons torpilles de I+6 a I+13 alors que la germination des ET débute a I+9 et se
poursuit jusqu’a la fin de la culture (I+20). Ces différentes périodes sont clairement
distinctes, ce qui révéle une bonne synchronisation de la culture. On constate que
I’apparition des différentes classes d’embryons est précoce par rapport a la cuvée B9.

Par exemple, les premiers embryons germés apparaissent 4 jours plus tot.

Il y a moins de blocages développementaux lors de F9-r que lors de B9.
Ainsi, 62 % des embryons globulaires parviennent au stade cordiforme et 51 %
parviennent jusqu’au stade torpille contre 47 % et 38 % respectivement lors de la cuvée
B9. Ces résultats indiquent que le développement des embryons est favorisé en flacons
agités, c’est-a-dire qu’'une DO supérieure a 20 % stimule le développement

embryonnaire.
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Germination en culture

Le pourcentage maximal de germination en culture enregistré lors de F9-r
est 7 fois inférieur & celui observé en bioréacteur (4 % et 28 % pour F9-r et B9
respectivement, voir annexe 4). Cependant, I’apparition des premiers embryons germés a

lieu 4 jours plus tot que lors de B9 (a I+9 et I+13 lors F9-r et B9 respectivement).

En flacons agités, la DO n’est pas controlée et suit I'évolution de la
demande en oxygéne de la culture. De ce fait, au cours de la cuvée F9-r, la DO est
stable aux environs de 100 % pendant les 3 premiers jours puis elle diminue rapidement
pour atteindre 22 % a I+9 (figure 5.13B). Pendant cette période, le OUR suit
’accroissement du nombre de cellules qui passe de 9 @ 30 millions cellules par ml.
L’apparition des premiers embryons germés coincide avec le premier creux de DO de la
culture a I+9. Ce résultat semble confirmer hypothése émise plus haut selon laquelle une
limitation en oxygéne pourrait déclencher la germination des embryons matures en

stimulant I’élongation cellulaire.

Les embryons germés présents dans la culture de I+9 a I+13 présentent un
tres faible allongement de la racine (moins de 200 um), tout comme ceux rencontrés au
cours de la cuvée B9. Au microscope, on constate que les cellules de la partie racinaire

deviennent moins denses et plus vacuolées.

En revanche, a partir de I+13, la racine des jeunes plantules est beaucoup
plus longue (plusieurs mm) et dense. Cette augmentation de la taille de la racine des
embryons germés coincide avec une augmentation de la DO qui atteint 60 % a partir de
I+14. 1 apparait donc que I’allongement de la racine au dela de 200 pm est stimulé a

haute DO mais que des DO inférieures 3 20 % provoquent le déclenchement de la

germination.
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Début de Germination
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On a vu que la germination s’effectue en deux étapes. Dans un premier
temps, les cellules du pdle racinaire de I’embryon se gorgent d’eau (augmentation de la
taille de Ia vacuole), ce qui provoque un allongement de la racine tout juste nécessaire
pour provoquer la rupture de I’enveloppe de la graine. Dans un deuxiéme temps, les
cellules de I’apex racinaire entrent en division et la racine s’allonge encore afin de
permettre I’implantation dans le sol. La premiére étape a lieu en anaérobie alors que la

deuxiéme nécessite des condition aérobiques.

On observe la méme chose au cours de la cuvée F9-r. En limitation
d’oxygéne (I+9), les cellules du pdle racinaire se vacuolisent et s’allongent, ce qui
provoque une petite élongation de la racine (< 200 um). Puis, lorsque la DO remonte
aux environs de 60 %, les cellules de la racine entrent en division, ce qui provoque une

augmentation beaucoup plus importante de sa longueur (plusieurs mm).

Un faible allongement de la racine (de I’ordre de 200 um) n’est pas un
obstacle important 4 la manipulation des embryons. Cette pré-germination peut méme
€tre un atout par rapport aux graines puisque la germination en sol des embryons pré-
germés est plus rapide que celle des embryons torpilles. Cette pratique de pré-
germination (technique d’osmo-priming) est d’ailleurs déja employée en agronomie afin
de synchroniser la germination des graines et de diminuer leur temps de germination en

sol (Khan 1977).

Cellules embryogénes et non embryogénes, Taux de croissance spécifique

Le tableau 5.7 présente I'accroissement du nombre de cellules et les p*"
apparents (u™"*?) des CE et des CNE entre I+0 et [+20 lors des cuvées B9 et F9-r. La

concentration en CNE est déterminée par comptage, la concentration en CE est estimée.

Lors de B9 et de F9-r, les CE sont largement majoritaires au sein de la
culture puisqu’elles représentent 95 % des cellules de I’inoculum et 99 % du nombre
total de cellules & I+20. Les CNE se divisent trés lentement dans le milieu de production
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et leur présence est donc négligeable pour ces cuvées. On observe le profil inverse de
celui des cuvées B8 et F8-r (tableau 5.3) ou les cellules embryogénes constituaient

seulement 50 % et 27 % de la population cellulaire en bioréacteur et en flacon agité

respectivement a I+25.

Tableau 5.7: Concentrations en CE et CNE lors des cuvées B9 et F9-r.

Nombre de cellules Toanind
(nb 10F celi.ml’™) .
B9 CE 40a43,5 0,10
(DO = 20 %) CNE 0,2a0,5 0,05
F9-r CE 403544 0,11
DO > 20 %) CNE 0,240,9 0,07

La concentration en cellules embryogénes au bout de 20 jours de culture est
plus élevée en flacon qu’en bioréacteur. La figure 5.13.B révéle qu’au cours de la cuvée
F9-r, la DO est toujours supérieure @ 20 %. Ces résultats tendent & prouver que la
division cellulaire est limitée en bioréacteur ou la DO est maintenue a 20 %, ce qui
inhibe le développement des embryons et diminue le pourcentage de conversion des

embryons globulaires en embryons torpilles.

Taux de consommation et rendements

Les taux de consommation spécifiques relatifs aux cellules (q°) et les

rendements de consommation correspondants (Y*s) sont présentés a I’annexe 12. Les ',
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de tous les nutriments diminuent progressivement pendant la durée de la culture, ce qui
avait déja été le cas lors de la cuvée B9. Il semble donc que le métabolisme des
embryons soit de moins en moins actif au fur et & mesure de leur maturation, comme

c’est le cas in vivo. On notera que les g%, sont globalement 40 & 80 % inférieurs a ceux

relevés lors de la cuvée B9.

Le rapport q“\aw qQ°vos passe de 4,1 & 0,7 pendant les 6 premiers jours
(passage EG — EC) puis se stabilise a 0,7 jusqu’a I+13 (passage EC — ET). Le rapport
chute alors drastiquement dés I’apparition des premiers embryons germés, ce qui semble
confirmer I’hypothése selon laquelle le rapport q“nuas qQ°Nos @ un lien avec I’élongation

des cellules.

Quant aux rendements de consommation, ils sont relativement faibles durant
le premier jour pendant lequel les embryons s’adaptent au changement de milieu, puis ils
augmentent trés rapidement et se stabilisent jusqu’a I+13. Les Yy sont globalement
supérieurs & ceux calculés lors de B9 comme si le fait que la DO soit supérieure
implique une meilleure efficacité métabolique des cellules (respiration aérobique plus

efficace que le respiration anaérobique).

3.1.4 CONCLUSION

La méthode par paliers de densité permet une meilleure synchronisation du
développement des embryons que la méthode de production classique. La productivité
des cultures en est améliorée en méme temps que la qualité des embryons obtenus. Les
pourcentages de germination observés en MPD sont également inférieurs & ceux obtenus

en méthode de production classique (28 % au lieu de 85 % en bioréacteur).

Cependant, on observe toujours des blocages développementaux et
seulement 30 & 40 % des embryons globulaires parviennent jusqu’au stade torpille. Ces

blocages développementaux semblent dus, d’une part, 4 I’apparition des embryons
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germés au sein de la culture et, d’autre part, a une limitation en oxygeéne lors des cuvées

en bioréacteur.

La concentration en oxygéne dissous du milieu de culture semble
directement liée au pourcentage de conversion des embryons globulaires en embryons
torpilles et au déclenchement de la germination en culture. La diminution de la DO a
20 %, qui avait I’avantage de limiter le développement des CNE en mode de production
classique, n’a plus de raison d’étre en mode de production par paliers de densité puisque
les cultures ne contiennent plus de CNE. Une augmentation de la concentration en
oxygeéne dissous en bioréacteur pourrait au contraire augmenter la productivité du

procédé par paliers de densité et réduire significativement la germination en culture.

5.2. CONTROLE DE LA GERMINATION EN CULTURE

Maigré la meilleure synchronisation et la meilleure qualité des embryons
produits par la méthode des paliers de densité, une partie des embryons germent
toujours au sein du milieu de culture. Cette germination précoce est probablement
responsable des blocages développementaux des embryons immatures et donc du faible

pourcentage de conversion des EG en embryons torpilles.

Dans la suite du travail, diverses modifications des conditions de culture ont
donc été testées afin de limiter la germination en culture et de maximiser le pourcentage
de conversion des EG en embryons torpilles. Nous étudierons dans cette section I’effet
de la densité d’inoculation en embryons globulaires, de la concentration en ABA
exogeéne, de la concentration en Fe-EDTA et enfin de la pression osmotique du milieu

sur la germination en culture des embryons.



5.2.1.1 Sriences en flacons agités

Le tableau 5.8 présente I’influence de la densité d’inoculation en embryons
globulaires sur le pourcentage de germination en culture des embryons. II est
uniquement question ici de la derniére phase du procédé de production par paliers de
densité, soit la phase de conversion des embryons globulaires en embryons torpilles (voir
fig. 5.9.B). Quatre séries de 3 flacons Erlenmeyer de 50 ml ont été inoculés a raison de
1, 10 ,50 et 100 g d’embryons globulaires (matiére humide) par litre de milieu de
production. Au bout de 21 jours, les embryons torpilles apparemment normaux et les

plantules ont été comptés.

La production d’embryons passe de 108 a 2103 ET.m!" lorsque la densité
d’inoculation augmente de 1 a 10 g.I"', puis le nombre d’embryons produits diminue
pour se stabiliser aux environs de 1300 ET.mlI"" aux densités d’inoculation de SO et 100
gI'. En fait, cette diminution du nombre d’embryons produits n’est que relative. En
effet, un flacon de la série 32 a été replacé sous agitation et au bout de 2 semaines de
culture supplémentaires (I+35) 1754 ET.ml" avaient été produits pour un pourcentage
de germination en culture inchangé (3 %). Il apparait donc que plus la densité
d’inoculation en embryons globulaires est élevée, et plus le développement des

embryons est lent.

On observe également que plus il y a d’embryons produits a 21 jours, et
moins le pourcentage de germination en culture est important (1 % de germihation pour
2000 ET.ml"* contre 45 % de germination pour 100 ET.ml™"). Par contre, plus la densité
d’inoculation est élevée et plus la culture est synchrone (phénoméne d’auto inhibition),

ce qui produit des embryons de meilleure qualité (pourcentage d’anormalités inférieur).
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Selon la densité d’inoculation en embryons globulaires employée, on peut
donc privilégier soit le nombre soit la qualité des embryons produits. En terme de
production de masse, il est probablement plus rentable de produire moins d’embryons de
meilleure qualité (densité d’inoculation supérieure a 50 g.I") afin d’éviter d’avoir a trier
les embryons aprés la récolte. Aucun procédé de triage a I’échelle industrielle n’a encore

été mis au point jusqu’a présent.

Tableau 5.8: Influence de la densité d’inoculation en embryons globulaires sur le

pourcentage de germination en culture.

Taux Poids sec final Nb maximum % final de

d’inoculation  ((g PS).I'") d’embryons germination en
Culure (g PH).I?) (ET.ml?) culture
f12 1gl?! 9,31 +£0,99 108 +19 45 +4 %
£22 10gl! 10,24 £0,15 2103 +271 121%
£32 s0gl? 12,02 +0,30 1270 + 240 3£1%
f42 100 g.I* 12,89 +0,77 1236 £ 119 2+£2%

Srience en bioréacteur: cuvée Bl13

Une cuvée en bioréacteur a 5 g.I'" (matiére humide) d’embryons globulaires

a été menée dans les mémes conditions de culture que les cuvées B9 et B12 (10 g.I"en
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matiére humide). Les résultats généraux de cette culture (B13), sont présentés a

I’annexe 13 et a la figure 5.14.

L’apparition des différentes classes d’embryons lors de la cuvée B13 est
présenté a la figure 5.14.A. La synchronisation de la culture est médiocre en
comparaison de la cuvée B9 puisque toutes les périodes de conversion se chevauchent.
De fait, le pourcentage de conversion des embryons globulaires en embryons torpilles
est trés faible puisque qu’un maximum de 305 embryons torpilles par ml sont formés, ce

qui représente seulement 20 % du total des embryons en culture.

Par ailleurs le développement des embryons globulaires et cordiformes cesse
dés P’apparition des premiers embryons germés. Or les premiers embryons germeés
apparaissent a I+6, soit 7 jours plus tot que lors de la cuvée B9, ce qui explique la

diminution du nombre d’embryons torpilles produits.

Notons que le pourcentage maximal de germination en culture atteint 56 %
dans le cas de B13 (production maximale de 306 ET.mi™") contre 28 % au cours de B9
(production maximale de 1032 ET.mi™) et 4 % dans le cas de F9-r (pour une production
de 1938 ET.ml™). Il existe donc une relation directe entre le nombre d’embryons

torpilles présents dans la culture et le pourcentage de germination en culture.
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De fait, on a vu a la section 1.3.3.6. que le développement des embryons est
contrdlé par I’intermédiaire de protéines extracellulaires qui sont relichées dans le milieu
de culture. Les résultats des cuvées B9 et F9-r indiquent que le métabolisme des
embryons ralentit au fur et & mesure de leur développement, comme c’est le cas in vivo.
On constate également que le développement des embryons torpilles peut s’arréter une
fois la maturation achevée, mais que cela n’est possible que si les ET sont assez

nombreux dans le milieu.

Cette série de résultats tend a confirmer ’hypothése émise au chapitre 3.
Tout ce passe comme si les embryons torpilles matures produisaient un signal dans le
milieu de culture signifiant “stop, il faut entrer en période de quiescence”. Ainsi, le
développement des embryons cesse et ils ne germent pas. Cependant lorsque les
embryons torpilles sont peu nombreux, il semble que la concentration de ce signal dans
le milieu de culture ne soit pas assez élevée pour effectivement stopper leur
développement. Les embryons matures commencent alors 4 germer et produisent un

signal signifiant “Allez, il faut que les cellules se vacuolisent et s’allongent”.

Or une cellule végétale ne peut se diviser et s’allonger en méme temps
(Raven et col. 1992%). Ce signal d’élongation émis dans le milieu de culture provoque
donc I’arrét de la division cellulaire au sein des embryons immatures, ce qui perturbe
leur développement. Ce scénario pourrait expliquer le lien existant entre le nombre
d’embryons torpilles produits, le pourcentage de germination en culture et I’arrét du

développement des embryons immatures.

La figure 5.15.B présente I’évolution des taux de respiration obtenus lors de
la cuvée B13. La concentration en oxygéne dissous passe de 30 & 10 % entre 75 et 125
heures. Le contrdleur ne parvient alors pas a maintenir la DO a 20 % car le mélange

gazeux a I’entrée du bioréacteur (air) n’est pas assez riche en O, pour combler la
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demande en oxygéne des cellules. Ce probléme résulte de I'incapacité du systéme
d’alimentation en gaz a fournir a la fois de I’azote et de oxygéne lorsque deux réacteurs
fonctionnent en méme temps (ici B12 et B13). De fait dés 126 h, le bioréacteur B13 a
été alimenté en oxygeéne pur, ce qui a permis a la DO de se stabiliser aux environs de

20 % jusqu’a la fin de la culture, mis a part une diminution a 10 % de 180 a 220 heures

La concentration en CO; du gaz de sortie augmente lentement de 0,5 % a
1,1 % pendant les 6 premiers jours, puts se stabilise pendant une trentaine d’heures. Elle
enregistre ensuite un creux de 175 a 200 heures puis se stabilise aux environs de 2,0 %

'pendant le reste de la culture.

Le CPR augmente progressivement pendant toute la durée de
fonctionnement et passe ainsi de 0,5 a 4,5 mM.h™" soit en moyenne 3 fois plus que lors
de la cuvée B9. Le OUR est stable (0,19 mM.h™ = OTRmax sous air) jusqu’a I+5. Il
augmente ensuite rapidement jusqu’a atteindre I’OTRmax sous O pur (1,1 mM.h™) un
peu avant I+7. Le OUR amorce ensuite une période d’oscillation entre les valeurs 1,1 et
0,7 qui s’achéve a I+10. Le OUR se stabilise alors 8 OTRmax jusqu’a la fin de la
culture. On constate donc que le systéme est en limitation d’oxygéne (OUR est égal a
OTRmax) pendant toute la durée de la culture, y compris entre 150 et 250 heures ou il

oscille selon le schéma suivant:

OUR = OTRqux =
diminution de la DO = diminution du OUR et augmentation de la DO =
augmentation du OUR =

OUR = OTRumax = etc.



Ce type d’oscillations a déja été observé chez Vitis vinifera en bioréacteur

(Pépin et col. résultats non publiés).
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On constate i la figure 5.15.B que le RQ est trés élevé dés le début de la
culture (3,5 a I+0) puis diminue de I+5 a I+7 ou il passe de 4,5 a 2,5. Le RQ augmente
ensuite sur la deuxiéme moitié de la culture pour revenir a sa valeur initiale RQ =4,5 a
I+14). Ces valeurs de RQ supérieures a 1 traduisent la présence de la limitation en
oxygeéne qui contraint les cellules a utiliser un métabolisme fermentaire plutot que
respiratoire. Par ailleurs, les q°o2 enregistrés lors de B13 sont de 2 a 6 fois supérieurs a
ceux enregistrés lors de B9. il semble donc que le métabolisme respiratoire des cellules

change en fonction du nombre de cellules en culture.

5.2.1.2.3. _Profil de croissance de la biomasse

Les figure 5.14.B et 5.14.C présentent I’évolution du poids sec, du nombre
de cellule estimé, et des taux de croissance spécifiques par rapport aux cellules au poids
sec lors de B13. Le u™"** 3 I+9 est égal 4 0,23 j™ contre 0,12 j™ lors de B9. La division
cellulaire est donc plus importante lors des premiers jours de culture a la densité
d’inoculation de 5 g.I". Les cellules ont également un poids sec moyen plus important
(0,46 mg PS.(10° cell)” pour B13 contre 0,10 mg PS.(10° cell)” pour B9 2 I+9), ce qui

confirme qu’elles sont plus vacuolées que lors de la cuvée B9.

par. rapport aux substrats

Les taux de consommations spécifiques de la cuvée B13 sont globalement
supérieurs & ceux de la cuvée B9 (annexes 13 et 11). A I+9 par exemple, q°nos = 885
umolej .(10%ell)" et qaue = 263 umolej .(10%ell)’ lors de B13 contre 86
umole.j.(10%ell)"* et 205 pmolej™.(10%ell)" respectivement lors de B9. On constate

de plus que le PO/* est totalement consommé & I+7 soit 9 jours plus t6t que lors de B9.

Les taux de production en CO. sont de 4 a 6 fois supérieurs a ceux de B9, ce

qui confirme la présence d’un métabolisme fermentaire plus important au sein de la
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culture B13. Les rendements de consommation augmentent jusqu’a I+4 puis diminuent
jusqu’a la fin de la culture, ce qui suit I’évolution de p*. En 1980, Dougal et ses
collaborateurs avaient également démontré I’existence d’une relation du type Y.= f(u)
lors d’une culture de cellules de carotte sauvage en présence d’un substrat limitant. Le
métabolisme des cellules serait en effet variable en fonction de leur état physiologique,

donc de leur taux de croissance (modéle de Nyholm).

Il existe un lien direct entre le pourcentage de germination en culture et le
nombre d’embryons torpilles présents dans le milieu. Ce lien apparait clairement 4 figure
5.16 qui représente I’évolution du pourcentage de germination maximal en culture en
fonction du nombre d’embryons torpilles produits pour toutes les cuvées effectuées lors
de ce projet de recherche (flacons et bioréacteurs). On constate que plus il y a
d’embryons torpilles dans le milieu de culture et moins on observe de germination en
culture. Il est donc possible de limiter la germination en culture en maximisant le nombre

de ET produits.

On peut également allonger ou diminuer le temps de maturation des
embryons en augmentant ou en diminuant [a densité d’inoculation en embryons
globulaires lors de la derniére étape du procédé de production par paliers de densité.
Ainsi, la qualité des ET produits est d’autant meilleure que la densité d’inoculation en
embryons globulaires est élevée, mais le développement des embryons est alors plus lent,

ce qui augmente la durée des cultures.

Dans notre cas, une densité d’inoculation de 10 glI' semble un bon
compromis pour obtenir un maximum d’embryons de qualité en un minimum de temps
(2500 ET.ml" en 6 jours en flacons agités, cuvée F9-t). Cependant, des densités
d’inoculation de 5 g.I'" ou moins ont été utilisées dans la suite du travail afin de mieux

déterminer I'impact des différents traitements sur la germination en culture.
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Figure 5.16: Pourcentage maximal de germination en culture en fonction du

nombre d’embryons torpilles produits.

Les résultats de la cuvée B13 démontent que le taux de croissance
spécifique et le métabolisme des cellules sont beaucoup plus élevés lorsqu’il y a moins
de cellules en culture dans le milieu. Les cellules sont également plus vacuolées 4 5 qu’a

10 g d’embryons globulaires par litre.

5.2.2. INFLUENCE DE L’ACIDE ABSCISSIQUE

De nombreux auteurs ont eu recours a I’acide abscissique afin de limiter la
germination en culture lors de la production d’embryons somatiques in vitro. Chez
certaines espéces comme les coniféres, la présence d’ABA dans le milieu de culture est
méme essentielle 3 la maturation des jeunes embryons. Cependant, la concentration
employée et le temps d’ajout de I’ABA constituent des facteurs clef qui conditionnent la

réussite du traitement.
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Deux séries d’expériences ont donc été effectuées afin de déterminer
I'influence de différents traitements i I’ABA sur la germination en culture des embryons.
Les traitements ont été effectués soit sur des suspensions cellulaires (méthode de
production classique), soit sur des embryons globulaires (derniére phase du mode de

production par paliers de densité).

La figure 5.17 présente I’'influence du temps d’ajout et de la concentration
en ABA sur la germination en culture et Ia production d’embryons. La figure 5.17.A se
rapporte i des flacons inoculés avec 1 g.I"' de cellules (en matiére humide, lignée FP95-
I-8) alors que la figure 5.17.B fait référence a des flacons inoculés avec 1 gl
d’embryons globulaires (matiére humide, lignée FP95-I-23). Trois concentrations en
ABA ont été testées, soit 1, 10 et 100 uM et les ajouts ont été effectués 0, 3 et 6 jours

aprés I’inoculation.

Chaque point expérimental représente la moyenne de 3 flacons agités de 50
mi (volume utile de 25 ml). Au bout de 19 jours, les embryons torpilles d’apparence
normale et les embryons germés ont été comptés. Les pourcentages portés au dessus de
chaque colonne correspondent au pourcentage de germination en culture a 19 j pour

chaque expérience.
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Figure 5.17: Influence du temps d’ajout et de la concentration en ABA sur la

germination en culture et sur la production d’embryons.

A: Méthode classique, B: Méthode par palliers de densité

BXH Ajout TABA autemps (inoc +0)
Ajout TABA au temps (inoc +3)
E=] Ajout ¢ABA autemps (inoc + 6)

Les valeurs exprimées en pourcentages correspondent au taux de germination
en culture au bout de 19 jours.
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5.2.2.1.1. _Flacons inoculés en cellules

L’ajout d’ABA dans le milieu inhibe la germination en culture des embryons
quelque soit la concentration et le temps d’ajout, sauf lorsque 100 uM sont ajoutés a
I+6 (3 % de germination contre 0 % dans tous les autres cas). Cependant, la présence
d’ABA inhibe également la formation des embryons et ce d’autant plus que la
concentration est élevée et I’ajout précoce (pas d’embryons produits lorsque 100 uM
d’ABA sont ajoutés a I+0).

La présence d’ABA inhibe la formation des embryons globulaires qui a lieu
entre I+0 et I+4 environ. De ce fait, si I’application a lieu avant que tous les embryons

globulaires ne soient formés, la quantité totale d’embryons produits diminue.

Au bout des 19 jours de traitement, une dizaine d’embryons torpilles ont été
placés sur du milieu B5 solide afin de tester leur germinabilité. 100 % des embryons non
traités ont produit des plantules alors qu’aucun des embryons traités a I’ABA n’a germé,

sauf ceux traités a 100uM - I+6 (pourcentage de germination post-récolte de 20 %).

Ces résultats confirment que le temps d’ajout est trés délicat lors d’un
traitement 2 ABA et qu’un ajout précoce provoque la dormance des embryons
produits. Fujii et col. (1993) ont observé de méme que la conversion en plantes des
embryons somatiques d’alfalfa aprés récolte est inhibée lorsque la concentration en ABA
augmente dans le milieu de maturation. Ils ont également constaté qu’en présence

d’ABA, Ia croissance des embryons s’arréte et la germination est inhibée.

5.2.2.1.2.  Flacons inoculés en embryons globulaires

L’exemple des cuvées B9 et B12 démontre que la méthode de production

par paliers de densité limite par elle méme la germination en culture. De méme ici, on
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constate que les embryons produits par MPD n’ont pas germé, qu’ils soient ou non
traités a I’ABA. De ce fait, il n’est pas possible de déterminer I’influence de I’ ABA sur la

germination en culture lors de cette série d’expériences.

Il apparait cependant que I’ajout d’ABA dans le milieu de culture inhibe la
formation des embryons torpilles dans tous les cas sauf lorsque 1 pM d’ ABA est ajoutée
4 I+6. De méme que précédemment, le nombre d’embryons torpilles produits est
d’autant plus bas que la concentration est élevée et I'ajout précoce. En fait, il semblerait
que ’ABA inhibe la division et I’élongation cellulaire (Raven et col. 1992°). 1l n’est
donc pas surprenant que les pourcentages de conversion des embryons globulaires en

embryons torpilles diminuent en présence d’ABA.

L’observation microscopique des suspensions embryonnaires a révélé que
les embryons traités a I+6 présentent moins d’anormalités que les autres au moment de
la récolte. Au bout des 19 jours de traitement, une partie des embryons produits ont été
placés sur du milieu BS solide afin de tester leur germinabilité. 100 % des embryons
testés ont germé, quelque soit le traitement utilisé. Les plantules issues des embryons
traités par 1 uM a I+3 semblaient néanmoins de meilleure qualité que les autres, y

compris celles issues d’embryons non traités.

La présence d’ABA dans le milieu de culture, aux concentrations et aux
temps d’ajouts utilisés, a effectivement supprimé le phénoméne de germination en
culture en mode de production classique. Cependant, a une exception prés, la présence
d’ABA dans le milieu de culture provoque une diminution de SO 2 100 % du nombre
d’embryons torpilles produits, et ce aussi bien en mode de production classique que par

la méthode des paliers de densité.
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Ces expériences ont également prouvé que l'ajout d’ABA inhibe Ila
formation des embryons globulaires et peut provoquer la dormance des embryons
produits selon la méthode classique. Par contre, aucun phénoméne de dormance n’a été

observé en ce qui concerne les embryons produits par la méthode des paliers de densité.

A la vue de ces résultats, il a été décidé de ne pas poursuivre les expériences
avec I'acide abscissique. Il semble en effet presque impossible de pouvoir situer avec
‘précision a quel moment il faut appliquer le traitement pour ne pas inhiber la production,

ne pas provoquer la dormance et empécher tout de méme la germination.

3.2.3. INFLUENCE DU FE-EDTA

D’aprés les travaux de Zryd (1988) effectués sur des embryons zygotiques
excisés, la concentration en fer du milieu aurait une influence décisive sur la survie et le
pourcentage de conversion des jeunes embryons. D’autre part, des expériences
préliminaires effectuées en flacons et en bioréacteurs (cuvée B4) ont démontré une
influence de la concentration en Fe-EDTA du milieu sur le pourcentage de germination

en culture.

Une série d’expériences a donc été menée afin de préciser I’effet du
Fe-EDTA sur le développement des embryons somatiques de carotte /n vifro. Deux
milieux de culture ont ainsi été utilisés, soit le milieu de production classique qui

contient 0,1 mM de fer et le méme milieu sans Fe-EDTA.
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Tableau 5.9: Effet du Fe-EDTA dans le milieu de culture sur le nombre

d’embryons produits et sur le pourcentage de germination en culture en flacons

agités.
Nb max. % final de
d er{tbryons Germ. en culture
torpilles / ml
avec Fe-EDTA 283+19 >80 %
(21j) (21))
Procédé de souche FP9S-1-84 1 g/1
production classique
(n=3) sans Fe-EDTA 244 + 17 >80 %
(21)) (1))
souche FP9S-1-84 1 g/l
avec Fe-EDTA 2466 +123 15%
che FP9S-I1-6 4 10 (16)) e
Procédé par paliers ! ¢!
de densité
m=2) sans Fe-EDTA 3596 + 188 13 %
(23)) (23))
souche FP95-1-6 i 10 g/l
3.2.3.1 sriences en flacons agités

Le tableau 5.9 présente I’effet de la présence ou de I’absence de Fe-EDTA

dans le milieu sur le nombre d’embryons et les pourcentages de germination obtenus en
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flacons agités. Les données relatives au procédé de production par paliers de densité se
rapportent a la derniére phase du procédé, soit la conversion des embryons globulaires

en embryons torpilles.

En flacons agités, la présence de Fe-EDTA dans le milieu n’a pas d’influence
significative sur la germination en culture, et ce quelque soit la méthode de production
utilisée. Par contre, le nombre d’embryons torpilles produits est 46 % supérieure en
absence de Fe-EDTA par la méthode des paliers de densité alors qu’il n’a aucun effet

sur la production en MC.

Ce résultat indique que le Fe-EDTA inhibe la maturation des embryons
globulaires en embryons torpilles mais qu’il n’a pas d’effet négatif sur la production des
embryons globulaires. Zryd (1988) avait pour sa part déterminé que la présence de fer
dans le milieu de culture inhibe le passage du stade globulaire au stade coeur des jeunes

embryons excisés (sortis de I’enveloppe de la graine avant leur maturit€).

5232 ‘rience en bioréacteur

3.2.3.2.1.__Résultats généraux

Le tableau 5.10 présente le nombre d’embryons et les pourcentages de
germination obtenus en bioréacteur en présence ou en absence de Fe-EDTA dans le
milieu. De méme que précédemment, les données relatives au procédé de production par
paliers de densité (cuvées B9 et B10 respectivement) se rapportent a la seule phase de

maturation des embryons globulaires en embryons torpilles.
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Tableau 5.10: Effet du Fe-EDTA dans le milieu de cuiture sur le nombre

d’embryons produits et sur le pourcentage de germination en culture en

bioréacteur.
Nb max. % final de
d’ertlbryons Germ. en culture
torpilles / ml
avec Fe-EDTA 57 >80 %
. (21j)) (32j)
Procédé de uchespini o
production classique
m=1) sans Fe-EDTA 30 20 %
(18)) (27))
souche SP29-I1-13 & 10 g/l
avec Fe-EDTA 1032 28 %
che FP9S-16 & 10 (35 @5
1641
Procédé par paliers = ¢
de densité
n=1) sans Fe-EDTA 3021 16 %
(16) (23))
souche FP9S-1-6 & 10 gl

En bioréacteur, la présence de Fe-EDTA dans le milieu de production

augmente significativement le pourcentage de germination en culture quelque soit le

mode de production utilisé. En fait, le pourcentage de germination est multiplié par 4 et
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par 2 en MC et MPD respectivement en présence de Fe-EDTA. Comme en flacons, on
constate qu’avec la méthode par paliers de densité, la production d’embryons est
multipliée par presque 3 lorsqu’on retire le Fe-EDTA du milieu de culture lors de la

maturation des EG.

La présence de Fe-EDTA dans le milieu affecte les pourcentages de
germination en culture en bioréacteur mais pas en flacons agités. La concentration en
oxygeéne dissous du milieu constitue donc un paramétre important lorsqu’on étudie
I'influence du Fe-EDTA sur la germination des embryons. Ce lien entre le fer et le
métabolisme respiratoire n’est par ailleurs pas surprenant puisqu’il entre dans la

composition de tous les cytochromes de la chaine respiratoire.

Afin d’en savoir plus sur I'influence du Fe-EDTA sur le métabolisme

respiratoire des embryons, regardons plus en détails le déroulement de la cuvée B10.

Parallélement a la culture témoins (B9), une cuvée sans Fe-EDTA a été
opérée (B10) afin de déterminer I'effet de cet élément sur la germination en culture. B10
a été opéré dans les mémes conditions et en méme temps que B9, avec le méme

inoculum et la méme densité d’inoculation.

Profils d'apparition des embryons et germination en culture.

La figure 5.18_A présente les profils d’apparition des différentes classes
d’embryons lors de la cuvée B10 (sans Fe-EDTA). La culture est trés bien synchronisée
et présente trés peu de blocages développementaux. De fait, le pourcentage de
conversion des embryons globulaires en embryons tdrpill&s atteint 72 % a I+30 contre

28 % lors de B9. La maturation des embryons globulaires s’étend sur une plus longue
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période en absence de Fe-EDTA puisque le nombre maximal d’embryons torpilles est

atteint a [+30 lors de B10 soit 14 jours plus tard que lors de B9.

Le pourcentage maximal de germination en culture est presque dix fois
inférieur & celui observeé lors de B9 (3 % et 28 % respectivement au bout de 23 jours).
La présence de Fe-EDTA dans le milieu de culture semble donc augmenter
significativement le pourcentage de germination des embryons matures dans le

bioréacteur.

Calculs respirométriques

La figure 5.19_A présente I’évolution des taux de respiration lors de la cuvée
B10. Sans entrer dans les détails, le OUR augmente progressivement au cours de la
culture mais, contrairement a ce qu’on observe dans le cas de B9, le OTRmax n’est
jamais atteint. Ceci indique que le métabolisme respiratoire des cellules est inférieur en
absence de Fe-EDTA. Par ailleurs, les q°o. relevés au cours de B10 sont 10 % a 40 %
inférieurs a ceux enregistrés lors de B9 (voir annexes 14 et 11). Quant aux rendements
de consommation en oxygene, ils sont en moyenne 40 % supérieurs a ceux enregistrés

lors de B9.

Le CPR augmente lui aussi tout au long de la culture mais il atteint
seulement 0,9 mM.h™ a I+30 alors qu’il atteignait 1,6 mM.h™ a I+23 lors de B9. La
valeur de RQ maximale relevée lors de B10 est 1,7 soit a peu prés la méme que celle
relevée lors de B9. On en déduit que le Fe-EDTA agit plus sur I’intensité respiratoire de
la culture (volume de CO; rejeté par 1 g de poids sec en une heure) que sur le

métabolisme respiratoire en lui-méme.
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Figure 5.18: Résultats de production de la cuvée B10
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Profil de croissance de la biomasse, consommation des nutriments

Les figures 5.18.B et 5.18.C présentent I’évolution du nombre de cellules,
du poids sec, de u*" et de u™ au cours de la cuvée B10. L’accroissement du nombre de
cellules est linéaire et non pas exponentiel, ce qui semble indiquer que la culture est
probablement en limitation vis-a-vis du Fe-EDTA. Le poids sec moyen des cellules
passe de 0,15 mg.(10° cell)” 4 0,08 mg.(10° cell)! de I+0 a I+9 puis se stabilise 4 0,12
mg.(10° cell)* de I+16 a I+34. En fin de culture, les cellules embryonnaires sont donc

1,5 fois plus légéres que lors de B9.

Le p*" présente un pic a I+6 (0,16 j™*) puis diminue lentement jusqu’a la fin
de la culture. Les taux de consommation spécifiques des nutriments principaux
diminuent également de I+6 a I+34 comme si le métabolisme des embryons diminuait
progressivement pour finalement s’arréter une fois la maturation achevée (voir a
I’annexe 14). On notera que les concentrations du milieu de culture en NH,", NOs™ et
PO4* lors du premier échantillonnage (I+1) sont trés différentes de celles enregistrées
lors de B9 (voir fig. 5.11.C et 5.19.C). On a en effet [NH;'] 1.1 = 14,2 mM et 5,5 mM
lors de B9 et B10 respectivement, [NO;] 1 = 24,7 mM et 17,2 mM lors de B9 et B10
respectivement et finalement [PO] 1, = 0,8 mM et 0,4 mM lors de B9 et B10
respectivement. Ces €carts ne peuvent pas étre dus a une erreur dans la préparation du
milieu de B10 puisque la méme solution mére de macronutriments (qui contient les ions
NH,", NO;™ et PO%) a été utilisée pour les deux milieux de culture.

Certains des échantillons ont été analysés une seconde fois pour retrouver
des résultats similaires. On ne peut donc probablement pas non plus attribuer ces
variations de concentrations a I+l a une erreur lors de la calibration ou du
fonctionnement de "HPLC. En dernier recours, il faut donc envisager soit une erreur
lors de la préparation des échantillons en vue de I’analyse, soit que les cellules aient put
consommer les ions disparus entre le moment d’inoculation et le premier échantillonnage

24 heures plus tard. Cette consommation brutale serait inexpliquée. Quoi qu’il en soit, il
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est difficile de déterminer si cette concentration en ions inférieure a pu influencer les

pourcentages de germination en culture et le comportement général de la culture B10.
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Conclusion

Les résultats présentés dans cette sous-section démontrent que la présence
de Fe-EDTA dans le milieu de production inhibe significativement la maturation des EG
en ET. Par contre, le Fe-EDTA n’a apparemment pas d’influence sur la production des
embryons globulaires. I apparait également que la durée de maturation des embryons

est plus longue en présence de Fe-EDTA.

Les cellules embryonnaires sont moins grosses en absence de Fe-EDTA et
leur métabolisme nutritionnel tout comme leur intensité respiratoire sont inférieurs a
ceux relevés en présence de Fe-EDTA. 1l apparait que I’élongation des cellules est
inhibée, ce qui limite a la fois Ia taille des cellules et la germination en culture. Steward
et col. (1958) ont déja prouvé que les concentrations relatives en fer, molybdéne et
manganése des milieux de culture avaient une influence directe sur le processus de

différenciation des cellules, et modulaient, entre autre, leur élongation ou leur division.

Chez les plantes, c’est la pression exercée par la vacuole sur la paroi pecto-
cellulosique qui permet I’augmentation de la taille des cellules. De ce fait, I’élongation
est toujours accompagnée d’une augmentation de la taille de la vacuole. Or, si on place
des cellules végétales dans un milieu de culture riche en molécules plasmolysantes, la

vacuole se vide par le processus d’osmorégulation et les cellules restent alors de petite
taille (pas d’élongation).

Ces propriétés anti-élongation des solutions a faible potentiel osmotique
peuvent étre utilisées afin de créer une barriére mécanique 4 la germination des
embryons cultivés in vitro et des graines (voir le paragraphe 2.5.3.2). Au cours de ce
projet de recherche, un milieu de culture enrichi en sucrose (90 g.I"' soit environ 0,3

osmoles, au lieu de 30 g.I" qui correspond a 0,1 osmoles) a été utilisé dans le but de
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tester I’'influence d’un traitement & haute pression osmotique sur la germination en

culture.

5.24.1 sriences en flacons agités

Le tableau 5.11 présente la production en embryons et les pourcentages de
germination en culture obtenus en flacons agités en présence de 30 ou 90 gl' de
sucrose dans le milieu. Les données relatives au procédé de production par paliers de
densité se rapportent a la derniére phase du procédé, soit la maturation des embryons

globulaires en embryons torpilles.

Le fait de placer les embryons dans un milieu riche en sucrose (potentiel
osmotique faible) permet de supprimer totalement le phénoméne de germination en

culture, et ce quelque soit la méthode de production utilisée.

Par la méthode de production classique (inoculation en cellules) le nombre
d’embryons torpilles produits est 76 % inférieur en présence de 90 g.I"' de sucrose par
rapport au milieu de production conventionnel (30 g.I"' de sucrose). Inversement, par la
méthode des paliers de densité, le nombre d’embryons produits est presque 4 fois
supérieur 4 90 g.I" qu’a 30 gI" de sucrose. Ainsi, un milieu a bas potentiel osmotique
inhibe la formation des embryons globulaires mais favorise la conversion des embryons

globulaires en embryons torpilles.

Zryd en 1988 a également déterminé que les embryons globulaires excisés
ont un taux de conversion supérieur lorsqu’ils sont placés dans un milieu riche en

sucrose (de 502200 g.1 ™).
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Tableau 5.11: Effet de deux concentrations en sucrose du milieu de culture sur la

production d’embryons torpilles en flacons agités.

Nb max. % final de
d’embryons
torpilles / ml germ. en culture
Sucrose 30 g/l 283119 >80 %
1)) (21))
Procédé de souche FP9SI-8d 1 g/l
production classique
m=3) Sucrose 90 g/l 74 + 50 0%
1)) 1))
souche FPOSI-8 & 1 g/l
Sucrose 30 g/l 224 +2 18 %
. S @J) (12))
SI-19 i
Procédé par paliers souche FPOSH193 31
de densité
n=2) Sucrose 90 g/ 860 + 42 0%
(12j) (12)
souche FP9SI-22 5 g/l

Une cuvée en bioréacteur a 90 g.l'l de sucrose (B15) a été opérée afin de
déterminer I’effet de ’osmolarité du milieu sur la germination en culture des embryons.

B15 a été opéré dans les mémes conditions que B13, avec le méme taux d’inoculation.
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Profils d’apparition des embryons et germination en culture.

Le tableau S5.12 présente la production en embryons torpilles et les
pourcentages de germination obtenus en bioréacteur en présence de 30 ou 90 gl de
sucrose dans le milieu (cuvées B13 et B15 respectivement, taux d’inoculation de 5 g.I"*

en matiére humide).

Le pourcentage de germination en culture passe a 0 % en présence du milieu
a bas potentiel osmotique. De plus, le nombre d’embryons torpilles produits est 4,5 fois

'supérieur 4 90 gI'" de sucrose qu’avec le milieu de production classique.

La figure 5.20.A présente les profils d’apparition des différents stades
embryonnaires au cours de la cuvée B15. On constate que de jeunes embryons
cordiformes sont présents dans I'inoculum suite a un probléme lors de la filtration. On
peut délimiter 4 périodes distinctes lors de la cuvée B15, soit jusqu’a I+6 une longue
période de latence (L1), de I+6 a I+9 le passage des embryons du stade globulaire au
stade cordiforme (D1), de I+9 4 I+11 une deuxiéme période de latence (L2) et de I+11 a

I+13 le passage des embryons du stade cordiforme au stade torpille (D2).
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Tableau 5.12: Effet de deux concentrations en sucrose du milieu de culture sur la

production d’embryons torpilles en bioréacteur.

Nb max. % final de
d ’embryom
torpilles / ml germ. en culture
Sucrose 30 g/l 306 40 %
12 (12j)
srlo . souche FP95I-194 S gt
Procédé par paliers
de densité
Sucrose 90 g/1 1384 0%
135 13j)

souche FP9SI-224 5 g/l

La synchronisation de Ia culture est excellente puisque la conversion des EC

en ET ne commence que lorsque tous les embryons globulaires sont parvenus au stade

coeur. Le pourcentage de conversion des EG en embryons torpilles atteint 92 % lors de

B15 alors qu’il n’est que de 23 % lors de B13. Notons que la conversion aurait sans

doute été compléte lors de B1S5 si la culture avait été prolongée de quelques jours.
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Ainsi, les blocages développementaux sont presque inexistants lorsqu’on
travaille avec une population synchrone d’embryons. Ce phénomeéne a déja été décrit

chez la carotte par Molle et collaborateurs (1993).

Cette méthode de synchronisation mécanique de la production d’embryons a
permis d’augmenter le pourcentage de conversion des EG en ET jusqu’a 90 % au bout
de 21 jours de production. De plus, les embryons produits ont un taux de conversion en

plantule de 77 %, ce qui démontre leur excellente qualité.

Calculs respirométriques

On constate a la figure 5.21.B que la DO n’est pas égale a 20 % sur toutes
la durée de la cuvée B15. Sans entrer dans les détails, on peut néanmoins signaler le fait
que de I+0 a I+3, le gaz a I’entrée du bioréacteur (air) n’est pas suffisamment riche en
oxygéne pour combler la demande en oxygéne des cellules (deux bioréacteurs étaient
alors en fonctionnement en méme temps dont un qui était alimenté en azote, ce qui
rendait provisoirement impossible I’enrichissement du gaz d’entrée de B15 en O,). A
I+4, une coupure de I'alimentation en air provoque un pic de DO pendant quelques
heures (alimentation en O; pur). La DO se stabilise ensuite a 20 % jusqu’a I+10 puis

oscille autour de 20 % jusqu’a la fin de la culture.

Le OUR est stable 2 0,2 mM.h" pendant les premiéres 75 heures (OUR =
OTR,.x SOUs air) puis augmente progressivement lorsque la disponibilité en oxygéne
devient plus grande jusqu’a atteindre 1,1 mM.h" (OTRpu sous O) a I+10. Le OUR
oscille ensuite selon la relation déja évoquée au paragraphe 5.2.1.2.2. Les cellules sont
donc en limitation en oxygéne de I+0 a I+3 puis de I+10 a I+12. Cette limitation est
confirmée par les valeurs de RQ mesurées lors de la cuvée, soit 2,5 en début de culture,

a peu prés 1,0 a I+5 et 2,0 a I+12. L’apparition massive des embryons torpilles dans le
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milieu (période D2) coincide justement avec la deuxiéme période de limitation en
oxygéne. L’augmentation du nombre de cellules lors de la formation des embryons

torpilles provoque une augmentation du OUR jusqu’a ce que le OTRa.x soit atteint.

Les q°o2 relevés lors de B15 en limitation d’oxygéne sont en moyenne 3 fois
supérieurs au q°o; maximum enregistré lors de B13, et 9 fois supérieurs au q o2
maximum observé lors de B9 (qozmex= 7,3; 2,3 et 0,8 mmole.(10° cell)” pour B15, B12
et B9 respectivement). Cette consommation supérieure en oxygeéne s’explique par les
besoins énergétiques accrus des cellules pour lutter contre I’effet plasmolysant du milieu.
Les cellules doivent en effet lutter contre le gradient de concentration en sucrose pour
pouvoir conserver l'eau dont elles ont besoin pour survivre (processus
d’osmorégulation). Le métabolisme de base des cellules est donc supérieur 2 90 g.I' de

sucrose qu’a 30 g.I", ce qui explique les besoins accrus en O, des cellules.

Le nombre maximal d’embryons produits est plus important en bioréacteur
qu’en flacons lorsque I’'osmolarité du milieu de production est élevée (1384 ET.ml" et
405 ET.ml" pour B1S5 et F1S-r respectivement). Au contraire, la production est
supérieure en flacons agités lorsque I’osmolarité du milieu de production est plus basse
(voir les résultats de B13 et F13-r). Ce résultat indique que la DO la plus favorable a la
maturation des embryons globulaires varie selon la pression osmotique du milieu (DOg.

>20 % 430 gI" de sucrose et DOy, voisine de 20 % a 90 g.I" de sucrose).

Profil de croissance de la biomasse

Les graphiques 5.20.B et 5.20.C présentent I’évolution du nombre de
cellules, du poids sec, de u=" et de p™ lors de la cuvée B15. A I+12, on dénombre
26 x 10° cellules par ml contre 12 x 10° cellules par mi lors de B13. Ainsi,
p=* =021 j* lors de B1S au lieu de 0,17 j lors de la cuvée B13. La division cellulaire

est donc favorisée en présence du milieu a bas potentiel osmotique.
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Figure 5.21: Graphique récapitulatif de la cuvée B15

(Méthode par paliers de densité, bioréacteur, inoc. 5 g.1", 90 g.I" de sucrose).

Lors de la cuvée B1S5, I'accroissement du nombre de cellules n’est pas
exponentiel et pet comporte deux pics, le premier a I+8 (1,09 j")et le second a I+12
. (0,59 j™*). Ces pics coincident respectivement avec la période de conversion des EG en
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EC (D1) et avec la conversion des EC en ET (D2). u™ présente également deux pics,
mais ils sont totalement décalés par rapport aux pics de u*" et coincident avec les
périodes de latence L1 et L2. En conséquence, le poids sec moyen des cellules augmente
lors de L1 et L2 et diminue drastiquement lors de D1 et D2. Ainsi, le poids sec moyen
des cellules d’embryons torpilles représente la moitié du poids sec moyen des cellules

d’embryons globulaires.

De plus, le poids sec final des cellules est 70 % et 25 % inférieur & ceux
enregistrés lors de B13 et B9 respectivement. Le poids sec moyen (donc la taille) des
cellules est inférieur lorsqu’elles sont en contact avec un milieu de culture a bas potentiel

osmotique, ce qui confirme le réle “anti-élongation” de ce type de milieu.

Ces résultats révélent que la production de poids sec ralentit au moment ou
la culture connait des pics de production de cellules. Le gain de poids sec est donc
découplé de la division chez les cellules embryonnaires: elles effectuent tout d’abord un
cycle d’élongation pendant lequel le poids sec des cellules augmente (poids d’un million
de cellules qui passe de 0,29 mg a 0,78 mg de I+1 a I[+6) puis elles entament un cycle de
division pendant lequel la taille et le poids sec des cellules diminuent (poids d’un million
de cellules qui passe de 0,78 mg a 0,26 mg de I+6 a I+9). Une fois cette période de
division achevée, les cellules amorcent une nouvelle phase d’élongation (de I+9 a I+11)

puis un dernier cycle de division (de I+11 a I+13) jusqu’a obtenir un embryon torpille.

Cette évolution est identique a celle des cellules indifférenciées des
bourgeons et des apex racinaires qui procédent également a des étapes successives de
multiplication et d’élongation (Lafon et col. 1985). De méme in ovulo, les cellules
embryonnaires procédent d’abord a une série de divisions cellulaires trés rapides sans
élongation (stade globulaire) puis le rythme des divisions ralentit et les cellules

commencent a se différencier et a se vacuoler (stade torpille) (Raghavan et col. 1980).
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Notons de plus que les embryons globulaires en limitation de O, cessent de
se diviser alors que les embryons cordiformes en limitation de O, peuvent poursuivre
leur développement jusqu’au stade torpille. Il semble donc que la DO limite en dega de

laquelle la division cellulaire est inhibée diminue au fur et 3 mesure du développement

des embryons.

5.24.2.1.  Métabolisme nutritionnel

Les taux de consommation spécifiques par rapport aux cellules mesurés lors
de la cuvée B1S5 et les rendements de consommation correspondants sont présentés a
I’annexe 15. Pendant L1, les cellules consomment des nutriments sans qu’il y ait de
divisions et le métabolisme est alors orienté vers I’élongation. Les q° sont alors trés
faibles (limitation en oxygéne) mais augmentent rapidement au début de D1 (de I+6 a
I+7).

Le ratio q"vus / qQ°Nos passe de 3,4 4 0,9 de [+2 a I+7 puis se stabilise a 0,9
pendant tout le reste de la culture. Si ’on confronte ces données avec I’évolution du
poids sec moyen des cellules, on constate que le ratio q°wus / q°nos est supérieur a 1 au
moment ou les cellules sont en élongation puis qu’il devient inférieur 4 1 a peu prés au
moment ou les cellules entrent en phase de division (arrét de I’élongation). Ces résultats
entrent en contradiction avec ceux de toutes les autres cuvées effectuées lors de ces
travaux. Lors de B9 par exemple, le ratio q°nue / qQ°nos est supérieur 4 1 lorsque les

cellules se divisent et inférieur a 1 lorsqu’elles sont en élongation.

Il apparait donc que la consommation des différents ions est modifiée
lorsque les cellules sont soumises & une pression osmotique élevée. En 1980,
Ravaghavan et son équipe avaient déja établi que la perméabilité des membranes
cellulaires aux différents ions est modifiée & osmolarité élevée. On constate dans le cas
de la cuvée B15 que le pH est beaucoup plus basique que lors des autres cuvées (pH

supérieur & 7 lors de B1S et inférieur 4 5,5 lors de B13 par exemple). Ce résultat
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implique que de nombreux ions H™ ont été absorbés par les cellules lors de leur
processus d’adaptation aux conditions plasmolysantes. Cette redistribution des ions H" a
modifié le fonctionnement des pompes ATPases et donc, par la méme occasion, la

perméabilité des membranes aux ions NH," et NOs™.

On constate donc que le ratio qQ°xue / Q°nos n’indique que partiellement I’état
physiologique des cellules en culture. N’oublions pas qu’en période de stress (par
exemple 4 haute pression osmotique) le métabolisme cellulaire doit s’adapter pour
assurer la survie des cellules. Dans notre cas cette réponse métabolique au stress est
favorable a I’embryogenése somatique. Bien que les mécanismes impliqués nous soient
inconnus, on peut néanmoins soupgonner que I’ABA, aussi appelée “hormone du

stress”, y joue un des premiers réles (Grillo et col. 1995, Raven et col. 1992%).

Notons pour finir que le passage du ratio q"xus / Q"vos en dessous de 1 (@
I+7) coincide avec le début de la consommation des sucres dans le milieu de culture et le
déclenchement de la division des cellules. Il semble donc qu’un blocage métabolique ait

été levé aprés 7 jours de culture.

Les différentes expériences menées en flacons agités et en bioréacteurs ont
démontré D’efficacité d’un traitement des embryons a haute pression osmotique pour
éliminer la germination en culture. De plus, ’augmentation de la concentration en
sucrose du milieu de culture a amélioré la synchronisation de la production des
embryons et permis de multiplier par deux la productivité de la méthode par paliers de

densité (106 ET.ml™j 4 90 g.I" de sucrose contre S1 ET.mI" j" 4 30 g.I'' de sucrose).

Les embryons produits a haute pression osmotique (90 g.I"' de sucrose soit
environ 0,3 osmole) possédent des cellules moins vacuolées et de plus petite taille par

rapport 4 ceux cultivés dans le milieu conventionnel (30 g.I"' de sucrose soit environ 0,1
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osmole). De ce fait, ils sont morphologiquement trés semblables aux embryons

rencontrés in vivo.

L’excellente synchronisation de la culture a permis de déterminer que la
maturation des embryons comporte plusieurs phases d’élongation et de division
distinctes. Il est également apparu que le métabolisme nutritionnel et respiratoire des

cellules en division et en élongation est trés différent.

En conclusion, on obtient a haute pression osmotique une meilleure
régulation de I’embryogenése et de la germination chez la carotte. Rappelons que dans
la nature, I’embryon est soumis lors de son développement & des pressions osmotiques
élevées, de I’ordre de 0,5 osmole, ce qui correspond i environ 130 g.I" de sucrose (Zryd
1988, Ryczkowsky 1969, Wang et col. 1987 et Yeung et Brown 1982). En augmentant
la concentration en sucrose du milieu de production, il est possible de diminuer I’écart
entre les conditions de cultures in vivo et in vitro, ce qui permet aux embryons cultivés
de poursuivre un développement identique a celui des embryons in vivo (Finkelstein et

Crouch 1985).

2.2.5. CONCLUSION SUR LA GERMINATION EN CULTURE

Les résultats présentés dans cette section ont démontré I’existence d’un lien
direct entre le nombre d’embryons torpilles produits et le pourcentage de germination en
culture. Ainsi, toute modification du procédé de production qui conduit a un meilleur
taux de conversion des EG en ET contribue a éliminer le phénoméne de germination en

culture.

Ainsi, I'utilisation du procédé par paliers de densité permet de doubler le
pourcentage de conversion des EG en ET (15 % et 28 % en MC et MPD
respectivement), ce qui s’accompagne d’une diminution par 3 du pourcentage de
germination en culture (85 % et 28 % en MC et MPD respectivement). De méme avec
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la méthode par paliers de densité, I’augmentation de la densité d’inoculation en EG,
I’élimination du Fe-EDTA et I"augmentation de la concentration en sucrose dans le
milieu de production lors de la phase de maturation des EG permettent de produire plus

d’embryons torpilles et donc de limiter la germination en culture en bioréacteur.

Les résultats obtenus en flacons agités en MPD démontrent également que
le pourcentage de conversion des EG en ET est supérieur lorsque la DO est supérieure a
20 %, ce qui entraine des pourcentages de germination avant récolte inférieurs a ceux
des cuvées en bioréacteurs. De tous les traitements testés lors de ce projet de recherche
pour limiter la germination en culture, ['utilisation d’un milieu de production enrichi en
sucrose (90 g.I" au lieu de 30 g.I") a donné les résultats les plus intéressants puisque le
nombre d’embryons torpilles produits en bioréacteur a été multiplié par 4,5 et que le

pourcentage de germination a chuté & 0 %.

S V, S

Les résultats de ces travaux ont permis de dégager un certain nombre de
tendances susceptibles d’améliorer la qualité des embryons produits par la méthode des

paliers de densité.

Il apparait, entre autre, que les besoins respiratoires et nutritionnels des
MPE et des embryons sont trés différents. Par exemple, la formation des EG doit plutot
se faire a 20 % de DO ou la division des cellules non embryogénes est inhibée alors que
la maturation de ces embryons globulaires est stimulée en présence d’une concentration

en oxygeéne dissous plus élevée.
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Tableau 5.13: Suggestion de conditions d’opérations lors des différentes phases de

production en MPD.
Phase de production des Phase de maturation des
EG EGen ET
Taux d’inoculation

(matiére humide) de10a20gl? de10a 100 gl

DO 20 % >20%

Fe-EDTA oui non

Sucrose 30 gl? 90 g.I'!

Stérilisation du milieu par filtration par autoclavage

La présence de Fe-EDTA dans le milieu de production est nécessaire a la
formation des embryons globulaires mais inhibe leur développement en embryons
torpilles. De méme, une augmentation de la concentration en sucrose du milieu de
production inhibe la formation des EG mais entraine un meilleur taux de conversion des
EG en ET. 1l apparait également que la stérilisation du milieu par autoclavage stimule la

maturation des EG mais inhibe celle des MPE.

Ainsi, si on scinde grossiérement le procédé de production par paliers de
densité en deux étapes, soit une phase de production des EG et une phase de maturation
de ces EG en embryons torpilles, on peut dégager quelques tendances qui permettraient
d’adapter un peu mieux les conditions de cultures aux besoins des différents stades

embryonnaires (tableau 5.13).
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Bien sur, tous ces paramétres de cultures devraient étre optimisés pour les

deux phases de production, ce qui pourrait étre fait par modélisation.



172

5.3. ENCAPSULATION DES EMBRYONS ET GERMINATION
POST-RECOLTE

5.3.1. CHOIX DE LA MATRICE D’ENCAPSULATION

A la sortie du bioréacteur, les embryons somatiques sont difficiles a
manipuler en raison de leur petite taille et de leur fragilité. Afin de palier a cet
inconvénient, les embryons peuvent étre enrobés dans une matrice assurant leur

protection et éventuellement leur alimentation lors de la germination.

Parmi les nombreux supports a I’encapsulation disponibles, ’alginate de
calcium semble particuliérement approprié parce qu’il n’est pas toxique pour I’embryon,
que son utilisation et sa préparation sont aisées et non stressantes pour les cellules et

que son coiit de revient est faible (Bazinet, 1994).

S G (@) (0) S ST-RE

Le pourcentage de conversion des embryons somatiques en plante dépend
directement de la qualité des embryons, elle-méme reliée aux conditions de culture
pendant chaque étape du développement embryonnaire (Redenbaugh et col. 1988).
Ainsi, les pourcentages de germination et de conversion en plantes des embryons
indiquent clairement si le procédé de production utilisé est bien adapté a leurs besoins

tout au long de leur développement.

Aprés leur récolte, des embryons ont été encapsulés stérilement dans des

billes d’alginate de calcium selon la méthode décrite a la section 3.7. Les embryons



173

encapsulés ont ensuite été rincés puis placés soit sur de la gélose (milieu BS dilué de

moitié avec 8 g.I"' d’agar) ou en sol reconstitué (Turfass stérile).

3.3.2. 1. Germination sur gélose

Le taux maximal de germination sur gélose varie de 96 ® 4 % pour les
embryons produits par la méthode classique (lignée SP29, 18 jours aprés le semis) &
100 % pour les embryons produits par paliers de densité (lignée FP95, 18 jours aprés le
semis). Les pourcentages de germination des embryons nus (non-encapsulés) sur gélose
sont de 100 % pour les deux procédés de production, mais ces taux élevés sont
probablement dus au phénoméne d’embryogenése secondaire dans le cas des embryons

produits par la méthode classique.

Les pourcentages de conversion en plante (apparition des deux premiéres
vraies feuilles) sont de 100 % quelque soit la méthodes de production utilisée.
L’encapsulation a cependant permis d’obtenir des plantules de meilleure qualité que
celles issues des embryons non encapsulés. Les plants issus d’embryons encapsulés
avaient le méme aspect général que les plants témoins (issus de graines) alors que les
plants issus des embryons nus présentaient un grand nombre de tiges et de racines,

probablement dus a la germination d’embryons adventifs (embryogenése secondaire).

5.3.2.2. Germination en sol reconstitué stérile

Le pourcentage maximal de germination en sol reconstitué (Turfass stérile
alimenté en solution nutritive) n’est que de 13 @ 7 % pour les embryons produits par la
méthode classique (lignée SP29, 18 jours aprés le semis) contre 96 = 4 % pour les

embryons produits par paliers de densité (lignée FP95, 34 jours aprés le semis).

Seulement 13 @ 7 % des plantules issues de la méthode classique ont atteint

le stade foliaire 18 jours aprés le semis contre 77 @ 22 % pour les plantules issues de la
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méthode des paliers de densité 34 jours aprés le semis. Dans ce dernier cas, 100 % de
conversion en plantules a été atteint 147 jours (presque 5 mois) apreés le semis. Quelque
uns de ces jeunes plants de carotte ont par ailleurs été transplantés dans du substrat

horticole non stérile ou ils ont poursuivi leur développement de maniére autotrophe.

3.3.3. CONCLUSION

L’encapsulation a permis d’obtenir des plantules de meilleure qualité que
celles issues des embryons non encapsulés. De plus, les essais en sol reconstitué ont
démontré que les embryons produits par paliers de densité sont de meilleure qualité que
ceux issus de la méthode classique (taux de conversion en plantules de 13 % et 100 %
respectivement). Dans la littérature, les pourcentages maximum de conversion en plantes
des embryons encapsulés varient de 50 a 95 % en milieu nutritif aseptique (Kamada et
Col. 1989, Li et Deng 1990, Molle et col. 1993) et chutent a 4 % en milieu horticole
(Lu et col. 1990). Ces résultats confirment que la méthode de production par paliers de
densité permet de produire sans sélection des embryons de qualité égale ou supérieure a

ceux obtenus par la méthode classique aprés triage.

Il demeure nécessaire d’alimenter les embryons en solution nutritive jusqu’a
ce qu’ils aient atteint le stade foliaire, ce qui implique le respect de la stérilité des tubes
de culture pendant de longues périodes (2 2 3 mois). De plus, les gels d’alginate ne
peuvent constituer 4 eux seuls une bonne matrice d’encapsulation. IIs ont une dureté
insuffisante pour procurer une protection efficace contre le stress mécanique (Nouaille
et Petiard, 1988). HIs sont également trés perméables a I’eau, ce qui conduit & une
déshydratation rapide des embryons a basse humidité relative et diminue leur taux de
survie (Shigeta et col. 1990). Les travaux de Molle et col. (1993) ont démontré que
lorsque du sucrose est introduit au sein de I’hydrogel, il diffuse rapidement dans le

milieu environnant devenant alors indisponible pour I’embryon.
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Afin de maintenir I’hydratation et le contenu nutritionnel du gel d’aiginate,
I’embryon encapsulé doit donc étre enrobé d’une pellicule imperméable a ’eau. Des
pesticides et des substances antibiotiques peuvent de plus étre incorporés dans cette
couche de protection hydrophobe afin d’assurer une protection sanitaire a I’embryon
(Friend, 1993).
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6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Lors de ce projet de recherche, un nouveau procédé de production a été mis
au point afin de synchroniser le développement d’embryons somatiques (ES) de carotte
produits in vitro. Ce procédé utilise des paliers de densités cellulaires et embryonnaires
afin de bloquer réversiblement leur développement lors de la production. Une fois le

blocage levé, les embryons poursuivent alors leur développement de maniére synchrone.

La synchronisation de la production des embryons somatiques constitue une
avancée importante dans le domaine de I’embryogenése somatique. Elle permet la
production d’embryons de qualité, ce qui constitue la condition sine qua non a une
éventuelle utilisation commerciale des embryons somatiques. Jusqu’a présent, une seule
équipe avait réussi a produire une population synchrone d’embryons, mais le montage
compliqué qui avait été employé était incompatible avec une mise a I’échelle industrielle.
La méthode de production par paliers de densité (MPD) mise au point ici présente le

double avantage d’étre simple, efficace et trés malléable.

La culture synchrone des embryons permet par ailleurs une diminution
significative de la germination en culture, qui peut méme étre totalement éliminée par un
traitement a 90 g.I" de sucrose lors de la derniére étape de la production en MPD. Pour
la premiére fois, on dispose désormais d’une technique simple de conservation des
embryons, qui permet de retarder le semis sans pour autant affecter leur taux de

germination post-récolte.

Bien que la productivité du procédé par paliers de densité soit déja
largement suffisante pour satisfaire les besoins de I’industrie (un bioréacteur de 2 litres

peut produire jusqu’a 4 millions d’embryons somatiques), la qualité des embryons et les
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pourcentages de germination en sol sont encore inférieurs a ceux des vraies graines. Les
conditions de cultures doivent donc encore étre optimisées pour s’ajuster aux besoins

des embryons tout au long de leur développement, et ainsi augmenter leur qualité.

Les résultats recueillis au cours de ce travail ont permis de déterminer que le
métabolisme nutritionnel et respiratoire des embryons change au cours de leur
développement. Les conditions de culture (taux d’inoculation, potentiel osmotique,
composition du milieu, concentration en oxygéne dissous, etc) doivent donc étre
différentes lors de chaque étape de la production par paliers de densité. Pour optimiser
ces paramétres et augmenter encore la qualité des embryons produits, I'utilisation d’un
modéle mathématique semble incontournable pour éviter de longues années de

fastidieuses recherches du type “essai-erreur”.

La synchronisation des cultures d’embryons est la clef de voiite du
gigantesque édifice que constitue I’embryogenése somatique. Plus qu’un simple outil de
production, la méthode de production par paliers de densité constitue un pas décisif vers
une meilleur connaissance des processus impliqués lors du développement et de la
germination des embryons végétaux. Ainsi, malgré toutes les difficultés qui doivent
encore étre surmontées, la viabilité des semences artificielles est chaque jour un peu plus
proche. Une nouvelle ére agronomique est déja a notre porte, chargée d’espoirs et de

peurs: celle des plantes transgéniques.
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ANNEXE 1; GENERALITES SUR LES PHYTOHORMONES

Les auxines ,
L’acide indole-3-acétique (IAA) est la seule auxine naturelle connue. Cette

molécule proche de la sérotonine est produite principalement dans les bourgeons foliaires,
les jeunes feuilles, les graines en développement et plus généralement les cellules
méristématiques en division. L’acide indole-3-acétique supportant mal I’autoclavage, il a
été remplacé dans les milieux de culture par I'acide 2,4-dichlorophenoxyacétique (2,4-D),
une auxine de synthése aussi utilisée comme herbicide.

Les auxines sont transportées unidirectionnellement (de la cime vers les
racines) de cellule en cellule par transport actif a travers la membrane plasmique. Elles
agissent sur la division et la différenciation des cellules. A haute concentration (prés de la
source de synthése) 'TAA stimule la division cellulaire alors qu’a basse concentration
(loin de la source de synthése) il I'inhibe. Aux concentrations intermédiaires, il stimule
I’élongation et la différenciation des cellules.

Dés la fécondation, les jeunes embryons zygotiques produisent de 'TAA.
Chez la fraise, c’est cette libération d’auxine qui permet le développement du fruit et des

tissus périphériques.

Les gibberellines
Prés de 80 gibberellines, dont I’acide gibberellique (GAs), ont été

identifiées jusqu’a présent. Ces phytohormones sont produites dans les jeunes tissus des
tiges et les graines en train de germer. Elles stimulent I’allongement des tiges et des
racines en provoquant a la fois la division et I’élongation des cellules qui se gorgent
d’eau. Dans la graine, elles permettent a la premiére racine de percer I’enveloppe et
participent également a la mobilisation des réserves insolubles de la graine pour permettre

la germination.
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L’acide abscissique

L’acide abscissique (ABA) est synthétisé dans les feuilles matures et dans
les graines en développement. Il intervient dans toutes les réponses de la plante au stress,
notamment au stress hydrique. L’acide abscissique inhibe la division et I’élongation
cellulaire et joue un rdle dans le contrdle de la transpiration de la plante (ouverture et
fermeture des stomates). Il participe également a la régulation du taux de synthése des
protéines et de I’éthyléne.

Dans la graine, les tissus accessoires et I’embryon synthétisent de I’ABA
qui jouerait un role dans la régulation de I’embryogenése, le stockage des réserves, la

résistance a la dessiccation et inhiberait la germination précoce.

L’éthyléne
L’éthyléne (C2H,) est une phytohormone gazeuze produite dans presque
tous les tissus en réponse a un stress, et particuliérement au moment de la chute des

feuilles et du mirissement des fruits.
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MSs* mr* MP MP1 MP2
Macronutriments | mgl’ mM | mgl" mM |mgl’ mM | mgi’® mM | mgl® mM
NH/NO; 1650 20,6 - - 1040 13,0 1200 15,0 - -
KNO, 1900 18,8 2500 25,0 1200 12,0 1010 10,0 | 2500 25,0
CaClL,.2H,0 440 3,0 150 1,0 150 1,0 150 1,0 150 1,0
MgSO.7TH;O0 | 370 1,5 | 250 1,0 | 250 1,0 | 250 10 | 250 1,0
KH,PO, 170 1,2 - - - - - - - -
(NH4),SO4 - - 134 1,0 134 1,0 134 1,0 1005 75
NaH,PO, H;0 - - 150 10 | 150 10 | 150 10 | 150 1,0
Micromariments | mgl' pM | mgl’ uM | mgl' uM | mgl' pM | mgl® uM
KI 0,830 5,0 0,750 4,5 0,750 45 0,750 4.5 0,750 45
H;BO; 6,200 100,06 | 3,000 50,0 | 3,000 50,0 | 3,000 S6,0 | 3,000 50,0
MnSO,.4H,0 22,30 1000 - - - - - - - -
MnSO,.H;0 - - | 1000 600 | 1000 600 | 1000 600 | 1000 60,0
ZNSO,;.7TH,0 8,600 30,0 | 2,000 7,0 2,000 7.0 2,000 7,0 - | 2,000 7,0
Na;Mo0;.2H,0 | 0,250 1,0 0,250 1,0 0,250 1,0 0,250 L0 0,250 1,0
CuS04.5H,0 0,025 0,1 0,025 0,1 0,025 0,1 0,025 0,1 0,025 0,1
CoCl,.6H,0 0,025 0,1 0,025 0,1 0,025 0,1 0,025 0,1 0,025 0,1
Fe-EDTA 43,00 100,0 | 43,00 100,0 | 43,00 100,0 | 43,00 100,0 | 43,00 100,0
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ANNEXE 2: SUITE
MS* MI® MP MP1 . MP2
Vitamines mgl' oM {mgl' mM [mgl’ mM |mgl' mM | mgl' mM
Inositol 100,0 ND 100,0 ND 100,0 ND 100,0 ND 100,0 ND
Acide nicotinique 0,5 ND 1,0 ND 1,0 ND 1,0 ND 1,0 ND
Pyridoxine-HCI 0,5 ND 1,0 ND 1,0 ND 1,0 ND 1,0 ND
Thiamine-HCI 0,1 ND 10,0 ND 10,0 ND 10,0 ND 10,0 ND

a: (Murashige et skoog 1962)
b: La composition du milieu BS est identique a celle du milieu MI avec 20 glI” de
sucrose au lieu de 30 g.I"' (Gamborg, Miller et Ojima 1968)
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ANNEXE 2: SUITE
MS* Mmr* MP MP1 MP2

Sucrose gl' mM | gI' mM [ gI' mM | g mM | gI' mM
C12Hz0y, 300 10,7 | 300 107 | 300 107 | 300 10,7 | 300 10,7
Hormones mgl' uM | mgl' M |mgl" uM |mgl® uyM | mgl® uM

24D - - 02 09 - - - - - -

Kinétine 0,04-10  ND 0,1 - - - - - -

IAA 1'30 ND - - - - - - - -

pH 5,7 5.5 55 5.5 5.5

a: (Murashige et skoog 1962)

b: La composition du milieu BS est identique a celle du milieu MI avec 20 gl de
sucrose au lieu de 30 g.I"' (Gamborg, Miller et Ojima 1968)
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RESULTATS OBTENUS EN MODE DE PRODUCTION CLASSIQUE

ANNEXE 3:
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Réacteur® Flacons®  Date Milieu® Lignée Taux  Temps Poids  Emb.max! % germ, %

lnoc,  av. germ’ sec final® conv
max."

@y __ @ @) (bET/ml)
B9 26/3/96 MP (f) FP95-1-6 10,0 g/l 13 04482 1032 28%(23§) 28%
F9-r MP (f) idem idem 9 08475 1938 4%3j)) 48%
F9-t MP (a) idem idem 6 08494 2466 4%(23j) 62%

MP (f) sans

Bl1O 26/3/96 Fe-EDTA FP9s5-1-6 10,0 g/l 16 064104 2872 3%(23)) 7%
F10-r idem idem idem 13 0,749,7 3374 2%(23)) 84%
F10-t MP (a) idem idem 13 0,7412,2 3596 3I%QR3j) 89%
Bl 24/4/96 MP () FP95-1-8 50¢/ 4 06450 824 13%(@8j) 46%
Fll-r MP (0) idem idem 4 06433 256 7%@8j) 14%
Fll4 MP (a) idem idem 5 0,745,7 442 17%(8j) 26%
Bi2 30/9/96 MP () FP95-1-19 10,0 gl - 08448 918 0% I %
Fi2-1 MP (f) idem idem 3 07472 639  42%(16)) 26%
Fi12-t MP (a) idem idem 8 1,0412,5 835 48%(16})) 28%

Légende & la page suivante

JIISNAd 3d SUAT1vd dvd SAONILEO SLVLTNSHY ¥ IXANNV
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Réactewr®  Flacons Date Milieu’ | Lignée Taux Tps Poids Emb.max.’ % germ, %
| Inoc, av, sec final® cony
! germ® max."
| @ G @)  (@bETml)
|
|
\
Bi3 30/9/96 MPO (f) FPros-1-19 5,0/ 6 02423 306 56 % (12 j) 23 %
F13-r MPO (f) idem idem 4 06421 352 S3%(12)) 23 %
Fi3-t MPO (a) \ idem idem 5 07445 224 75%(12}) 14%
|
\
MPO (f) + 90 |
Bi5 27/10/96 g/) de sucrose | FP95-1-22 5,0 ¢/l - 0,745 1384 0% 92 %
Fis-r idem | idem idem - 1,343,7 405 0% 27%
F15-t idem (A) idem idem - 08444 860 - 0% 57%

\
|
\

a: Volume utile initial de 1,8 litre. |

b: Moyenne de deux flacons agités de 500 ml, volume utile initial de 0,25 litre,
c: La composition détaillée des milieux est présentée en annexe 2. Missti désigne le milieu MJ sans hormones, La

mention (f) indique un milieu stérilisé par filtration, Ja mention (a) indique un milieu stérilisé par autoclavage.

d; g de mati¢re humide par litre de milieu,

e: Temps du prélévement précédant I’apparition des premiers embryons germés dans le milieu,

f: Nombre maximal d’embryons torpilles apparemment normaux par ml,

g: Taux maximal de germination en culture. Le temps du dernier prélévement est indiqué entre parenthéses,

¥ AIXIANNY

4L11S

¥0¢
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ANNEXE S§: ESTIMATION DU NOMBRE D’EMBRYONS AU STADE GLOBULAIRE ET
COEUR, EXEMPLE DE LA CUVEE B8

Données disponibles
A chaque échantillonnage:
La concentration en embryons torpilles (T), la concentration en

embryons germés (P)

En fin de cuvée (dernier échantillonnage):

La concentration en embryons globulaires (G¢= 220 emb.ml™), en
embryons coeurs (Cr = 90 emb.mi™"), en embryons torpilles (T¢= 12
emb.ml™), en embryons torpilles anormaux (A¢= 6 emb.ml™) et en
embryons germés (P¢ = 72 emb.ml™)

En cours de cuvée

Les premiers embryons globulaires sont apparus a I+4, les premiers
embryons coeurs sont apparus a I+11, la concentration en embryons
torpilles (T +P + A) est stable de I+21 a [+35.

De plus
L’apparition des embryons torpilles dans le milieu de culture suit une
évolution exponentielle (r2 = 0,98), comme c’est le cas dans 80 %

des cultures.

On se propose d’estimer la concentration en embryons globulaires et coeur lors des

échantillonnages. Pour se faire, on fait les hypothéses suivantes:
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HI1) Puisque ’apparition des embryons torpilles dans le milieu de culture suit une
évolution exponentielle, l'apparition des embryons globulaires et coeurs suit
également une évolution exponentielle.

H?2) Lorsque la concentration en embryons torpilles est stable, les concentrations en
embryons globulaires et coeurs sont stables ce qui signifie que lorsque le développement

des embryons coeur est stoppé, le développement des embryons globulaires I’est

également.

Dans le cas de B8, la concentration maximale d’embryons qui ont atteint le stade
globulaire est de 400 emb.ml™ ( soit Gr+ Cr+ T¢+ Pr+ Ag) ce qui signifie que I’on passe
de 0 emb.ml™” 4 400 emb.ml" entre I+0 et I+21. La concentration des embryons au stade
globulaire et plus peut donc étre estimée selon I’équation G- =G+C+T+A+P =136

* 1,31' ou t représente le temps de fonctionnement en jours.

De méme, la concentration maximale d’embryons qui ont atteint le stade coeur est de 180
emb.ml! (Cs + Te+ Pr + Aj) ce qui signifie que I’on passe de 0 emb.ml" 4 180 emb.m!™
entre I+8 et I+21. La concentration des embryons au stade coeur et plus peut donc étre
estimée selon I’équation C, = C + T + A + P = 1,36*1,31" ou t représente le temps de

fonctionnement en jours.

Finalement, la concentration en embryons globulaires et coeur est obtenue grice aux
équations suivantes:

G=G.-C.

C=C-T-A-P
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On obtient alors le tableau de données suivant (les données estimées sont en italique):

Tps G C T A P
j embml’ embml’ emb.m” embml' emb.mi®
0 0 0 0 0 0
4 4 0 0 0 0
8 12 0 0 0 0
11 21 4 1 1 0
14 45 10 4 2 0
18 113 6 19 19 0
21 212 94 60 30 0
25 220 90 34 17 40
28 220 90 22 11 57
32 220 90 17 9 65
35 220 90 12 6 72

Les profils d’apparition sont en accords avec ceux obtenus par comptage
par Ducos et col. (1993), Fuji et col. (1990) et Hari (1979).
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ANNEXE 6: ESTIMATION DU NOMBRE D’EMBRYONS AU STADE GLOBULAIRE ET
' COEUR, EXEMPLE DE LA CUVEE B9,

Données disponibles:
A chaque échantillonnage:

La concentration en embryons torpilles (T), la concentration en

embryons germés (P)

En début de cuvée (inoculation):

La concentration en embryons globulaires (G;)

En fin de cuvée (dernier échantillonnage):
La concentration en embryons globulaires (Gs), en embryons coeurs

(Cy), en embryons torpilles (T) et en embryons germés (Ps)

En cours de cuvée
Les premiers embryons coeurs sont apparus a I+3, la concentration

en embryons torpilles (T + P) est stable de I+16 a i+23.

De plus
L’apparition des embryons torpilles dans le milieu de culture suit une

évolution exponentielle (r2 = 0,98), comme c’est le cas dans 80 %

des cultures.

On se propose d’estimer la concentration en embryons globulaires et coeur lors des

échantillonnages. Pour se faire, on fait I’hypothése suivante:
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H) L’apparition des embryons coeurs dans le milieu de culture suit une évolution

exponentielle, ce qui revient a dire que la disparition des embryons globulaires suit

également une évolution exponentielle.

Dans le cas de B9, la concentration en embryons globulaires dans le milieu passe de 4000

emb.ml” 4 2100 emb.mI™” de I+1 a I+13. Si on applique une évolution exponentielle entre

ces deux points on obtient I’équation suivante: G = 4153,3*0,95" ou t représente le temps

d’opération en jours.

La concentration en embryons coeurs est obtenue grice i I’équation suivante: C = 4000 -

G - T - P. On obtient alors le tableau de données suivant (les données estimées sont en

italique):

Tps G C T P
j emb.mi” emb.m!™ emb.ml™ emb.ml™
0 4000 0 0 0
1 4000 0 0 0
3 3654 338 8 0
6 3187 749 64 0
9 2780 1040 180 0
13 2317 618 1032 33
16 2100 400 1143 357
20 2100 400 1125 375
23 2100 400 1075 425
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tps| Glab. Coeur Torp. Torp-an Germ. % germ % conv
y nb emb/mi _nb emb/ml o et b embvml nb embni_
0 0 0 0 0 0 0 0
4 4 0 0 0 0 0 0
8 12 0 0 0 0 ] 0%
11 21 3 L 1 0 0 0%
14 45 9 4 2 0 0 7%
18 13 34 9 9 0 0 [1%
21 212 92 60 30 0 0 15%
25 220 90 34 7 40 54 8%
28 220 90 2 Il 57 72 6%
32 220 90 17 8 65 79 4%
35 220 90 12 6 72 86 3%
tpsi cell-E cell-NE tot - Cellules masse uc
| o _J(nb cell /mD)© 10e6_(nb ceil /ml) *10e-6 (0b oelf /mi) * Ko me S/ i ol -1
0 0,4 0.8 1.2 0.63
4 0.4 0.8 1.2 0.79 0.00
8 0,5 0.8 L3 0.90 0.01
il 0,6 0.9 L5 1,08 0.04
14 0,9 14 25 Lot 0.14
18 2,1 2,5 4,7 0.75 0.18
21 51 40 9,1 0.49 022
25 53 53 10,5 0.54 0.04
23 53 58 18} 0.59 0.02
32 54 58 1L 0.59 0.00
35 54 5.8 112 0.60 0.00
tps q NO3 YoNO3 qNH4 Ye/NH4 qPO4 Yo/PO4
s | umolesJ ® 106 cell nb ceil 7 umole umole/ J ® 106 cell  nb cell/ umole | umole/ 3 * 106 cell __nb cell / mmole
8 147 94 29 478 4 4
1l 371 110 73 559 9 5
14 391 298 77 1515 9 12
18 125 1027 48 2645 6 21
21 169 959 25 6508 18 9
25 136 255 15 2314 2 17
28 157 108 108 156 2 9
32 31 40 15 85 0 15
35 76 18 36 38 0 6
tps q02 Yd02 qCO2 RQ
1 | umole’ s ® 106 cell nb cell/umole | _umole/ 1 * 106ceil
8 3262 4 2521 0.8
I 2701 15 1562 0,6
14 1768 66 1990 LI
18 866 148 1144 13
21 468 346 1109 24
25 408 85 1847 45
28 374 45 2024 54
32 386 3 2227 58
35 352 4 2124 6.0
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ANNEXE 8: RESULTATS DETAILLES DE LA CUVEE F8-R

tps Glab. Coeur Torp. Torp-an Germ.
nb emb/mi nb emb/ml nb emb/mi nb emivmi nb emb/mi

0 10 0 0 0 0

4 21 3 1 1 0

8 48 11 4 3 0

1t 88 37 6 4 0

14 150 67 31 2 0

18 150 67 10 T 36
21 150 67 0 0 53
25 150 67 0 0 53
tps % germ % conv cell-E cell -NE tot - Cellules

(nb cell /mi) ®10e6  (nb ceil /ml)®10e6 (nb ceil /mi) ®10e-6

0 0 0% 05 08 1.3

4 0 4% 0,6 LI 1,6

8 0 6% 09 1,6 2,6
11 0 4% 1.4 2.5 39
14 [ 11% 33 39 7.3
18 78 4% 3s 6.1 9.6
21 100 0% 3,6 8.2 1.8
25 100 0% 3.6 10,0 13.6
tps masse pc q NO3 Yc/NO3

mg PS / [0e6 ceil j-t umole / J ®106 cell nb cell / umoie

0 0.56

4 0.70 0,07 94 629

8 0.91 0,11 165 352

1 1,04 0.13 206 537

i4 0,95 0,21 187 837

18 1,31 0,07 429 141

21 1,44 0,07 67 922

25 1,54 0,04 40 847
tps q NH4 Yc¢/NH4 q PO4 Yc/PO4

umole/J * 106 cell nb cell / ymole umole 7J ® 106 cell nb cell / mmole

4 6 10021 14 42

8 10 8800 1.6 56

11 13 8565 18.8 6

14 12 13338 159 10

I8 108 559 32 19

21 43 1454 -20 =31

25 25 1335 -6.1 -5
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tps cell - E cell - NE tot - Cellules masse [T0
(nb cell 7/ mi) *10e-6 mg PS / 10e6 cell j-1
1 2,70 0,60 3,30 0,21
2 2,73 0,60 333 0.35 0,008
3 2,92 0,61 3,53 0,59 0,059
4 3,47 0,63 4,09 0,39 0,147
5 4,82 0,64 - 5,47 0,34 0,290
tps q/NO3 Yc/NO3 q /NH4 Yc/NH4
umole / J *®10e6 ceil nb cell / umole umole 7 J *10e6 cell nb cell / pmole
1
2 134,32 62 [543 540
3 176,46 327 23,20 2487
4 178,72 766 23,50 5829
5 91,62 2744 20,64 12181
tps q /PO4 Yo/PO4 q/02 Yc/O2
umole / J *10e6 cell nb cell / mmole umole/J * 10e6 cell nb ceil / umoie
1
2 9,553 l 11251 |
3 10.62 5 11213 5
4 10.75 13 10147 13
5 9,44 27 8122 31
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ANNEXE 10: GRAPHIOUE RECAPITULATIF DE LA CUVEE B16

Concentration en cellules (10%cell.mi*!) Quotient respiratoire Concentration en PQ? (mM)
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ANNEXE 11: RESULTATS DETAILLES DE LA CUVEE B9

ps GLOB. COELR TORP. GERM.
i EGimi EC/ml ZT'mi 2:rml % gom % conv
0 4000 0 g 4] 0 0
I 4000 0 a Q 4] 0
3 3634 338 g 9 a 0
6 3187 749 38 B 0 2
9 2780 1040 180 1} 0 5
I3 2317 618 1032 33 3 26
16 2100 200 1143 337 23 29
2 2100 400 s 373 25 23
23 2100 400 1073 425 28 27
Tps CE CONE tor ceil masse ue
i (nb ell mi)® '0ew inb el mid® '0e-n b 2l Wb P10 me 2§ 10es call e
Q 40 0= L 010
t 10 9.2 L i .11 1,000
3 53 (1 38 a.10 Q133
6 8= 03 3.3 92.10 0.141
9 123 1] .8 .10 0123
13 322 04 325 23 0234
16 4343 04 438 0.19 0.098
2 433 0 439 0.19 0.001
23 457 05 2 0.19 0.002
tps (j) quNO3) YeoNO3 q(NH4) Yo NH4 qPO%) Yc/PO4
umole: f * [0S ceil nb ceil / umoie umole ; J * 10e6 ceil a0 _umoie umole ¢ f ® [Qeo ceil nb ceil . mmoie
3 100 1363 775 [7s b 50
6 33 1509 326 353 3 28
9 36 1212 205 509 4 26
I3 25 6127 54 2829 3 51
16 70 1222 39 2194 1} 0
20 3 95 3 157 o 0
23 7 261 2 879 0 0
tps (J) q(02) YoO2 q(Co) RQ
umole/ J * 10e6 ceil nb 106 cell / mole wnole / ] * 106 cell
3 852 163 826 0
6 545 211 500 09
9 749 139 983 13
13 404 376 833 Ll
16 329 259 1086 33
20 355 1 1393 39
23 380 5 1358 3.6
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tps GLOB COEUR TORP GERM % germ % conv
G/ ml C/ml TImi P/mi
¢ 4000 Q 0 0 0 0
I 3615 385 0 0 0 (1]
3 29035 1057 40 0 0 1
6 2089 1683 228 0 0 6
9 1504 1744 736 I6 p4 18
13 1504 685 1753 58 3 44
16 1504 498 1938 60 3 48
20 1504 494 1922 80 4 48
tps CE CNE Ctot masse nc
(nb cell /mh*10e6  (nb cell /mN*10e-6 (nb ceil /ml)® 106 me PS/ 106 ceil -l
0 4,00 0,20 4,20 0.12 .
| 5,54 0,21 578 0.13 0317
3 9,19 0,23 9,42 0.12 0,247
6 16,20 031 16,51 0.14 0,187
9 29,10 0,41 29,52 0,13 0.194
13 50,49 0,62 SL11 0.15 0,137
16 54,24 0,72 54,96 0,18 0.024
20 54,43 0,86 55,28 0.18 0,002
tps q/NO3 YoNO3 ¢ /NH4 Yo/NHS
umole/J ® [0e6 cell nb cell / umole umole / J ® 10e6 cell nb cefl / umole
I 176 1548 717 379
3 52 3775 27 7099
6 51 2811 35 4089
9 53 2788 36 4056
i3 30 3470 21 5049
16 34 697 6 3638
20 6 278 1 2549
tps q/PO4 Ye/POS q/CHO Yc</CHO
pmole/J * 10e6 cell nb cell / mmole mg /1 * 10e6 cell nb ceil / me
I 117 2 648 o
3 2 90 105 2
6 3 52 134 1
9 3 51 25 6
13 0 3441 15 7
16 0 0 17 l
20 0 0 20 0
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ANNEXE 13: RESULTATS DETAILLES DE LA CUVEE B13

Tps GLOB COEUR TORP GERM
j EG /ml EC /ml ET /mi P /ml
4 1500 0 0 0
2 1219 281 13 0
3 1027 463 10 0
4 866 502 132 0
] 866 291 305 38
7 866 291 264 79
8 866 291 223 120
9 866 291 199 144

12 866 291 151 192

Tps Cellules masse ne % germ % coav

i (ab ceil /mi)® 10e6 wmﬁmﬂ j-1
l 1,50 Q 0%
2 2.62 0,24 0,559 0 0%
3 3,59 023 0314 0 1%
4 6.68 0,i7 0,620 0 13%
6 11,08 0,20 0254 1 25%
7 11,29 027 0.018 23 22%
8 11,50 0.36 0,018 35 18%
9 11,62 0,46 0.010 42 [6%

12 11,86 0,55 0,007 56 12%

Tps q/NO3 Ye/NO3 q/NH4 Yc/NH4 q/PO4 Yc/PO4
j pmole / J * [0e6 cejl nb cell / umole umole 7 J ® 10e6 cell nb / umole umole/J * [0e6 cell nb [06 cell / pmole
1
2 64 6723 247 1737 26 16
3 88 3057 72 1566 4 67
4 76 6070 113 4078 14 32
6 75 2644 112 1776 14 14
7 118 154 176 104 37 0
8 160 12 238 75 0 0
9 88s 12 263 39 0 0

12 95 71 0 0 0 0

Tps q/02 Ye/02 TPS/CO2 RQ
i umole /J ® 10e6 cell nb 106 cell / mole umole s J * 10e6 cell
l
2 1829 234 4391

3 1337 201 5148 39

4 719 643 3703 52

6 433 459 2880 6.7

7 1892 10 3380 1,8

8 2338 8 4739 2.0

9 1446 7 5331 3.7

12 2227 3 8664 39
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ANNEXE 14: RESULTATS DETAILLES DE LA CUVEE B10

Tps GLOB. COEUR TORP. GERM. % GERM. % CONYV.
L EG/ml EC/mi ET/ml P/mi

0 4000 0 0 0 0 0%
1 4000 0 0 0 0 0%
3 3349 641 10 0 0 0%
6 2350 1510 140 ] 0 %
9 1381 2349 270 0 0 ™
& 81t 2438 751 0 0 19%
16 396 2468 12s it 1 28%
20 396 1954 1624 26 2 41%
27 396 1044 2497 62 2 62%
30 396 640 pl.y7] 92 3 %
34 396 636 2854 114 4 7%
Tps Celluies masse Be

1 {nb ceil /mD ® 10e-6 APSI!&G«H -1

o 4,00

1 4,00 0,15 0,000

3 6,80 0,09 0266

6 1291 0,07 0213

9 21,09 0,08 0,164

13 32,00 0,11 0,104

16 40.19 0,13 0.076

20 51,10 0,14 0.060

27 70.19 0,13 0,045

30 7837 0.12 0,037

34 78.35 0,13 0.000
Tps TCS/NO3 Ye¢/NO3 TCS /NH4 Ye/NH4 TCS PO4 Ye/PO4
3y umole / ] ® 10e6 cell nb ceil / mmole umaoie 7 J * 10e6 cell nb cell / mmole pmole / § * 106 cell nb cell / mmole
3 4 58 2 120 144 1430
6 k1] 4 19 9 1551 102
9 28 5 2 6 1827 T
13 18 5 5 16 1248 68
16 15 5 t 82 0 0
20 13 4 0 0 0 0
27 4 1 0 0 0 0
30 5 8 0 0 0 0
34 5 0 0 0 0 0
Tps TCS /CHO Y¢/CHO TCS/02 Ye/O2 TPS/CO2 RQ
3 mg/{1*J*® 10e6 celll nb iOe6cell /g umole /J ® 10e6 cell nb cell / mmole _umoleu‘wnsedl

5 317 1 600 344 413 0.7
6 31 5 333 478 483 L5
9 36 4 529 393 536 1.6
13 24 4 400 213 397 1.0
16 4 16 253 269 424 1.7
20 4 14 ki 141 343 0.9
a7 1 4t 290 134 48 12
30 1 36 306 14 300 1.0
34 1 0 279 0 254 0.9
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ANNEXE 15: RESULTATS DETAILLES DE LA CUVEE B15

Tps GLOB. COEUR TORP. GERM. % germ % conv
) EG /mi EC /mi ET/mi P/m
] 1270 230 0 [} 0 0
i 1270 230 0 [+} 0 0
2 1270 230 0 0 0 0
3 1270 20 0 0 0 0
4 1270 230 0 0 0 4]
6 1270 210 20 1] (1] 1
7 1270 176 54 0 0 +
8 252 1052 196 0 0 i3
9 S0 1230 20 [+] 0 5
10 10 1240 250 0 0 17
1§ 0 1158 342 0 o 3
12 0 578 922 0 Q 61
13 ] 116 1384 0 0 92
Tps Cellules masse pe q(NH4)/q(NO3)
i Jinb cell /mD)* 10e6 __mgPS/ 1066 cell j-1
0 24
t 24 029 0,00
2 24 0,50 0,00 34
3 24 065 0,00 34
4 24 0,69 0,00 80,1
6 28 0,78 0,08 04
7 35 0,71 022 09
8 104 026 1,09 09
9 1,7 0,26 0,12 09
10 12,5 0,30 0,06 09
I 143 032 0,14 09
12 59 0,19 0.59 09
I3 352 0.15 0,30 0.9
Tps q/NO3 Yc/NO3 q/NH4 YoNH4¢ q /PO Y/PO4
J umole/J* [OeScell _ nbcell/umole | umole/J * 10¢6 cell nb cell / umole: umole /] * 10eo cell__nb cell . mmole
2 47 161 (i} 2
3 35 [+ 2t (1] 4 0
4 8 0 614 0 0 0
6 403 18 165 43 33 I
7 145 134 133 146 17 12
8 49 1361 45 1487 6 119
9 43 283 40 27 5 2
10 17 52 107 57 I3 5
181 99 133 9 145 i 2
12 33 135§ 30 1481 4 32
13 13 2067 12 2258 0 0
Tps q/02 Ye/02 TPS/CO2 RQ
] umole s J ¢ 10e6 cell nb cell / umoie umole / J * 10e6 cell
2 2003 2 5474 27
3 1855 px] 6169 33
4 686 25 8370 5.0
6 9IS 5 8791 Lo
7 7385 6 7886 It
8 2507 t7 2996 12
9 32 19 2974 13
10 1978 21 3082 L6
1 1650 a5 2929 L8
12 1007 41 1762 18
i3 750 356 1562 2.1




