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"L'embryogenese somatique chez les gymnospermes, a partir de 1988" 

REZZOUQI-CATHENOD Marie-Line 

RESUME: 
Une premiere partie detaille les differentes etapes et les methodes de la 
recherche documentaire concernant 1'embryogenese somatique chez les 
gymnospermes apres 1988. 
La seconde partie fait le point des recherches effectuees sur ce theme, tant 
sur ses aspects fondamentaux (anatomiques, biochimiques...), que sur le plan 
experimental (amelioration des conditions de culture) ou sur ses applications. 

DESCRIFIEURS: 
embryon somatique, gymnospermae, embryon, haploidie, culture tissu, 
developpement embryonnaire, recherche documentaire, article synthese. 

ABSTRACT: 
A first part deals with the various steps and methods for the document 
retrieval about somatic embryogenesis in gymnosperms after 1988. 
The second part summaries the researches on this subject, both on its 
fundamental aspects (anatomical, biochemical...) and on the experimental 
point of views (culture's conditions improvement) or on its applications. 

KEYWORD: 
somatic embryo, gymnospermae, embryo, haploidy, tissue culture, 
embryonic development, document retrieval, review. 
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1.1-ENTRETIEN AVEC L'UTILISATEUR : 

1.1.1 .-PRECISION DE LA OUESTION ET CHOIX DES TERMES A EMPLOYER : 

Le terme "gymnosperme" fait partie de la taxonomie des vegetaux. C'est un 
embranchement correspondant essentiellement a la classe des coniferes. Seuls quelques 
especes tres peu representees, exotiques pour la plupart, font partie des gymnospermes sans 
etre des coniferes:les gingkoales et les cycadales en sont les plus remarquables. 

L'embryogenese somatique correspond a l'obtention par culture in vitro d'embryons a partir 
de cellules vegetatives (=cellules autres que les cellules sexuelles ou gametes) par 
opposition a l'embryogenese zygotique qui correspond a 1'obtention d'un embryon a partir 
d'un zygote,c'est a dire 1'oeuf obtenu par fusion des 2 gametes. 

L'embryon somatique etait autrefois appele embryon adventif ; Mais ce terme n'est plus 
employe depuis de nombreuses annees car il prete a confusion 

L'embryogenese somatique est a distinguer egalement de 1'embryogenese gametophytique 
(=haploi'de).En effet l'embryogenese somatique est diploide (2n chromosomes), alors que 
1'embryogenese gametophytique est haploide, elle est obtenue a partir des tissus du 
gametophyte, dont les cellules comptent n chromosomes (cf schema ci-apres). 

Or la discussion du sujet avec M Rohr m'a permis de realiser qu'il s'interesse egalement a 
1'embryogenese haploide, bien qu'elle ne fasse pas partie de l'embryogenese somatique. 
J'en ai donc tenu compte dans ma recherche documentaire. Cependant, je n'ai pas juge 
necessaire de modifier le titre de ma synthese car les chercheurs eux-memes ne font pas 
toujours strictement cette distinction de vocabulaire : par exemple l'article de synthese [ 70] 
titre "somatic embryogenesis in conifers" traite egalement d'embryogenese haploide, qui de 
toute fagon n'a fait que tres peu 1'objet de recherches experimentales. 
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Le schema ci -apres permet 
d'embryogenese. 

de comprendre la distinction entre les differents types 

- O^X v*. tVo.oVyV, 
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1.1.2.-.INTERET DE CETTE RECHERCHE DOCUMENTAIRE POUR L'UTILISATEUR: 

D'une part M Rohr aimerait comparer les resultats obtenus en interrogeant differentes bases 
de donnees. 
En effet il a la possibilite d'interroger gratuitement le CD ROM de PASCAL a la 
Bibliotheque Universitaire .Or les autres bases n'etant pas gratuites il souhaiterait savoir si 
elles sont vraiment plus performantes dans son domaine avant de faire un choix. 
D'autre part, son laboratoire prepare actuellement une culture d'ovules qui serviront a une 
experience d'embryogenese somatique . 
A plus long terme, il a d'autres projets de recherche a partir d'embryons somatiques lies a 
l'interaction avec des champignons ( mycorhize), puisqu'il fait partie du laboratoire 
"interactions plantes-champignons et micropropagation" . 

1.2.-RECHERCHE MANUELLE : 

M Rohr m'a prete quelques articles sur le sujet ainsi qu'un ouvrage [79] , qui m'ont donne 
de premieres indications sur les termes a employer et m'ont permis de me familiariser avec 
la question. 
Une recherche manuelle plus approfondie aurait ete longue et fastidieuse, et n'aurait pas 
apporte les articles les plus recents. 

1.3.-CHOIX DES BASES DE DONNEES : 

J'ai choisi d'interroger d'abord la base generaliste PASCAL, pour avoir un premier apergu, 
puis une base plus specialisee en biologie : BIOSIS. 
M Rohr m'a conseille de contacter 1'AFOCEL ( Association Foret-Cellulose -Nangis-
77),car leur documentation est tres bien fournie sur le sujet. La documentaliste de 
1'AFOCEL m'a informee par courrier qu'elle interroge en priorite PASCAL, BIOSIS et 
CAB. Par consequent, j'ai consulte egalement CAB, base specialisee en agriculture. 
Enfin, j'ai eu 1'occasion d'interroger Chemical Abstract et EPAT dans le cadre des cours de 
Mme Chevalier a 1'INSERM. 

1.4.-INTERROGATION DE LA BASE PASCAL : 

1.4.1.-PRESENTATION DE LA BASE: 

Producteur 
Domaine 
Nature 
Donnees 

Debut 

INIST-CNRS, FRANCE. 
Sciences et Techniques. 
References bibliographiques. 
Analyse de tous les articles de periodiques majeurs frangais et etrangers 
ainsi que de rapports scientifiques, theses, comptes-rendus de congres. 
Volume : 7,7 millions de references (800000 sur DIALOG) + 430000 
ref/an. 
1973 (1986 pour DIALOG). 
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Mise a jour 
Aides 

Mensuelle. 
Profils documentaires, reproduction des documents signales, lexique, 
manuel d'utilisation. 

Serveurs QUESTEL 
DIALOG 
IRS-ESA 

La base PASCAL a ete interrogee sur le serveur DIALOG dans le cadre des TP. 

1.4.2.-CHOIX DE LA STRATEGIE ET RESULTATS : 

Recherche sur l'embrvogenese somatique au sens strict: 

J'ai consulte le lexique de PASCAL et j'ai constate que le terme "embryon somatique" est 
un descripteur. 
Le terme "gymnospermae" est descripteur egalement, mais j'ai remarque en visualisant 
quelques references qu'il est aussi dans le champ "Broader term" (BT). 
J'ai verifie que le champs DE est plus Iarge et contient le champ BT en faisant : 
S gymnospermae/BT NOT gymnospermae/DE 
J'ai obtenu 0 reponses. 
II est inutile d'employer les termes equivalents en anglais lorsqu'on interroge uniquement 
par descripteurs, puisque PASCAL est indexe en frangais et en anglais. 

Ma strategie definitive a donc ete : 

S EMBRYON SOMATIQUE/DE AND GYMNOSPERMAE/DE AND PY> =1988 

Toutes les references obtenues sont pertinentes. 

Recherche sur 1'embrvogenese haploide: 

Une interrogation par auteur m'a permis de visualiser les references des articles dont 
disposait M Rohr, en format 8 de maniere a observer les descripteurs. 
J'ai constate que les descripteurs utilises dans ce cas sont peu precis et qu'ils ne permettent 
pas de cerner exactement le sujet. 
II est donc necessaire d'interroger sur le "basic index ". 

Strategie: 

S (HAPLOID? OR GAMETOPH7TI? OR MEGAGAMETOPH7TI?) (2N) EMBRYO? 

S GYMNOSPERMAE/DE AND PY > = 1988 

S S1 AND S2 

Resultat: 

Question : 
1 EMBRYON SOMATIQUE/DE 
2 GYMNOSPERMAE/DE 
3 1 AND2 
4 3 AND PY > =1988 

Reponse : 

66 
36 

842 
15387 

4 



Resultat: 

2385 HAPLOID? 
156 GAMETOPH?T? 
3 MEGAGAMETOPH7TI? 
59071 EMBRYO? 
175 (HAPLOID? OR GAMETOPH?TI? OR MEGAGAMETOPH?TI?) (2N) EMBRYO? 

15387 GYMNOSPERMAE/DE 
1327620 PY > =1988 
3065 GYMNOSPERMAE/DE AND PY > 1988 

175 S1 
3065 S2 
3 S1 and S2 

Les 3 references sont pertinentes (et ne faisaient pas partie des 36 references obtenues par la 
strategie precedente). 

1.5.-INTERROGATION DE LA BASE BIOSIS: 

1.5.1 .-PRESENTATION DE LA BASE: 

Producteur 
Domaines 
Nature 
Donnees 

Debut : 
Mise a jour: 
Aides : 

Serveurs : 

: Biosciences Information Service (BIOSIS), USA. 
: Biologie, Medecine. 
: References bibliographiques. 
: Articles de 9000 periodiques 
Actes de congres 
Rapports de recherche 

Ouvrages 
Brevets americains. 
Volume : 5,7 millions + 480000 ref/an. 
Selon le serveur. 
Mensuelle. 
"Biosis Previews Search Guide" : un volumineux guide de recherche, 
comportant le "Master Index" : lexique, "Serial Sources for the BIOSIS 
Database" : liste des periodiques depouilles, "Bioscene" : periodique, 
"Biosis Training", ... 
DIALOG 
IRS-ESA 
DATA-STAR 
BRS 
DIMDI 
MEAD 
STN 

La base BIOSIS a ete interrogee sur DIALOG a 1'ENSSIB. 
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1.5.2,-CHOIX DE LA STRATEGIE ET RESULTATS : 

La base BIOSIS presente une particularite : les concept-codes. 
Ils permettent de cerner le sujet par domaines. 
Mais dans le cas particulier de mon sujet, 1'utilisation des concept-codes ne m'a pas paru 
interessante. 
En effet, ils sont tres larges et doivent etre combines avec une interrogation sur le basic 
index ou par descripteurs, mais ils n'ameliorent pas ma strategie d'interrogation. 
De plus les concept-codes utilises varient d'une reference a 1'autre, car 1'embryogenese 
somatique peut etre consideree sous differents aspects : biochimiques, cellulaires, milieu de 
culture, ... 
L'utilisation des concept-codes risquerait d'introduire une part importante de silence. 
J'ai remarque que les descripteurs utilises sur BIOSIS sont beaucoup plus precis que sur les 
autres bases : eux aussi varient beaucoup d'une reference a 1'autre. 
J'ai donc choisi d'interroger sur le basic index. 

II existe egalement sur BIOSIS un champ "Biosystematic codes" et un champ "Super Taxa" 
qui indiquent les groupes taxonomiques concernes par 1'article, soit par un code, soit par 
leur nom en anglais. Le prefixe "BC" porte sur les 2 champs a la fois. 
Toutes les references que j'ai visualisees presentent le terme "gymnosperms" dans le champ 
"Super Taxa". 

BIOSIS est une base anglaise, tous les termes doivent etre efnployes en anglais. 

Ma strategie d'interrogation definitive a donc ete: 

S SOMATIC (2W)EMBRYO? AND BC = GYMNOSPERMS AND PY> =1988 

Resultat: 

12479 SOMATIC 
55399 EMBRYO? 
1223 SOMATIC (2W) EMBRYO? 
21461 BC = GYMNOSPERMS 
2015703 PY > = 1988 
66 SOMATIC (2W) EMBRYO? AND BC = GYMNOSPERMS AND PY > = 1988 

Puis: 

S (HAPLOID OR GAMETOPH?TIC OR MEGAGAMETOPH7TIC) (2W) EMBRYO? 

S BC = GYMNOSPERMS AND PY > = 1988 

S S1 AND S2 
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Resultat: 

2816 HAPLOID 
329 GAMETOPH7TIC 
14 MEGAGAMETOPH7TIC 
55399 EMBRYO? 
80 (HAPLOID OR GAMETOPH7TIC OR MEGAGAMETOPH7TIC) (2W) 
EMBRYO? 

21461 BC = GYMNOSPERMS 
2015703 PY > =1988 
9255 BC = GYMNOSPERMS AND PY > = 1988 

80 S1 
9255 S2 
2 S1 AND S2 

Les 2 references sont pertinentes, deja trouvees sur PASCAL. 

1.6,-INTERROGATION DE LA BASE CAB: 

1.6.1. -PRESENTATION DE LA BASE: 

Producteur 
Domaines 

Nature 
Donnees 

Debut 
Mise a jour 
Aides 

Serveurs 

Commonwealth Agricultural Bureau, ROYAUME-UNI 
Agriculture : tous les aspects des sciences agricoles dont les sciences 
forestieres 
References bibliographiques 
Articles de 8500 periodiques, livres, rapports techniques, theses 
Volume : 2,2 millions + 150000 ref/an 
selon serveur 
mensuelle 
CAB thesaurus 
CAB Abstracts Online Manual 
CAB Abstract Online News letter 
CAB serial checklist 
DIALOG 
IRS-ESA 
STN 
DIMDI 
CABI 
CAN-OLE 
BRS 
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La base CAB a ete interrogee sur DIALOG a 1'ENSSIB 

1 .6.2.-CHOTX DE LA STRATEGIE ET RESULTATS : 

Ne disposant pas du thesaurus de CAB au moment de 1'interrogation, j'ai commence par 
observer 1' indexation de references deja connues. 
J'ai constate que le terme "somatic embryogenesis" et le terme "conifers" sont descripteurs. 
Le terme "gymnosperm" n'est pas utilise. 
De toute fagon, comme je l'ai precise en introduction, tres peu d'especes font partie des 
gymnospermes et pas des coniferes, et d'apres les references obtenues precedemment, il 
semble qu'elles n'aient pas fait recemment 1'objet de recherches en embryogenese 
somatique. 

Ma strategie a donc ete: 

S SOMATIC EMBRYOGENESIS/DE AND CONIFERS/DE AND PY > =1988 

Resultats : 

450 SOMATIC EMBRYOGENESIS/DE 
7299 CONIFERS/DE 
316601 PY> =1988 
16 SOMATIC EMBRYOGENESIS/DE AND CONIFERS/DE AND PY > = 1988 

Toutes les references sont pertinentes. 

Ce faible nombre par rapport aux 2 autres bases m'a intriguee 
Je suis donc allee consulter le thesaurus de CAB a 1'URFIST et j'ai decouvert que le terme 
"somatic embryogenesis" ne figure pas dans ce thesaurus de 1988. II a du etre introduit . 
apres 1988. Ce n'est malheureusement pas indique entre parentheses dans le champ 
"keyword" ; ce qui est regrettable car lorsqu'on interroge une base episodiquement, on 
n'utilise pas necessairement le thesaurus, qui coute assez cher. 

J'ai pu essayer une nouvelle strategie : (CAB etant une base anglaise, tous les termes 
doivent etre employes en anglais). 

S SOMATIC (2W)EMBRY0? AND CONIFERS/DE AND PY > =1988 

Resultats : 34 references. 

Je ne les ai pas visualisees pour des questions de prix. Comme les 18 references 
supplementaires datent de 1988-89, M.Rohr n'a pas juge necessaire de refaire cette 
interrogation en detail, n'ayant pas de budget pour 1'interrogation des bases de donnees et 
ayant clairement precise lorsqu'il m'a donne le sujet qu'il ne pourrait les financer. 
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Strategie concernant l'embrvogenese haploide : 

S (HAPLOID OR GAMETOPH7TIC OR MEGAGAMETOPH7TIC) (2W) EMBRYO? 

S CONIFERS/DE AND PY > =1988 

Resultat : 

1914 HAPLOID 
198 GAMETOPH?TIC 
10 MEGAGAMETOPH7TIC 
17811 EMBRYO? 
88 (HAPLOID OR GAMETOPH?TIC OR MEGAGAMETOPH?TIC) (2W) 

EMBRYO? 

7299 CONIFERS/DE 
316601 PY > = 1988 
4051 CONIFERS/DE AND PY > = 1988 

88 S1 
4051 S2 
3 S1 AND S2 

Les 3 references sont pertinentes, les memes que sur PASCAL. 

1.7.-1NTERROGATION DE LA BASE CHEMICAL ABSTRACT: 

1.7.1,-PESCRIPTION DE LA BASE : 

Producteurs : Chemical Abstract Service (USA) 
Domaines : CHIMIE 

Tous les aspects de la chimie et ses applications aux differents domaines 
industriels 

Nature : References bibliographiques 
Donnees : Articles extraits de 14000 periodiques representant 150 pays et 50 langues 

(68% en anglais) 
Brevets provenant de 20 pays 
Livres 
Comptes-rendus de congres, theses, rapports techniques 
Volume : 9 millions + 500.000 ref/an 

Debut : 1967 
Mise a jour : Bimensuelle 
Aides : CA Selects (110 profils standards) 

CA Grouping Sections (5 grands themes) 
Index Guide 
CASSI = CAS Source Index : repertorie les journaux signales et les 
bibliotheques ou ils sont disponibles. 
Ontap-Online Training : sous ensemble non mis a jour destine aux essais. 
etc... 
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Serveurs : BRS 
IRS-ESA 
DIALOG 
ORBIT 
QUESTEL 
DATA-STAR 

' STN 

Chemical Abstract a ete interrogee sur QUESTEL a 1'INSERM avec 1'aide de Mme 
Chevalier, dans le cadre des cours de "recherche documentaire specialisee" (groupe 
Biomedical). 

1.7.2. -STRATEGIE D'INTERROGATION ET RESULTATS : 

Ne disposant pas du thesaurus de Chemical Abstract, nous avons interroge sur le Basic 
Index. 

1 : SOMATIC/T 2AV EMBRYO + /T 
2 : 1 ET DP > = 1988 
3 : 2 ET (CONIFER + /T OU PINUS/T OU PICEA/T OU LARCH + /T) 

Resultats : 14 references, toutes pertinentes (les details n'ontpas ete imprimes par Questel). 

1.8.-INTERROGAT1QN DE LA BASE EPAT: 

1 . 8 . 1 .  - D E S C R I P T I O N  D E  L A  B A S E :  

Producteurs : INPI (France). 
Domaines : Brevets 

Multidisciplinaire. 
Nature : References bibliographiques 
Donnees : Toutes Ies demandes europeennes de brevets publiees ainsi que les EURO-

PCT (Patent Cooperation Treaty) comprenant toutes les informations du 
Registre Europeen des Brevets. 
Volume : 350.000 + 50.000 ref/an. 

Debut : 1978. 
Mise a jour : Hebdomadaire 
Aides : CIB : Classification Internationale des Brevets, Index des mots-cle de la 

CIB. 
Serveurs : QUESTEL. 

La base EPAT a ete interrogee sur QUESTEL a 1'INSERM avec 1'aide de Mme Chevalier. 

1 . 8 . 2 .  - S T R A T E G I E  D '  I N T E R R O G A T I O N :  

SOMATIC/T ET EMBRYO + /T 

Resultats : 8 reponses, dont une seule concerne 1'embryogenese somatique chez les 
gymnospermes (les autres : pas chez les gymnospermes). 
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1.9.-C0MPARAIS0N ENTRE LES DIFFEREINITES BASES 

Schema : 

PASCAL 

7 
32 

36 

BIOSIS 

Ne disposant pas du detail des 18 references de CAB de 88-89, il est impossible de 
comparer CAB avec les autres bases. 

Sur la base Chemical Abstract, je n'ai obtenu qu'une seule reference qui n'etait pas deja sur 
l'une des 3 autres bases [26]. 
Le brevet indique dans EPAT est egalement signale dans CAB, pas dans les autres bases 
[34]. 
II est important de noter que 1'article de synthese [70] qui m'a beaucoup aidee et a 
beaucoup interesse M Rohr n'est apparu que sur BIOSIS. 
J'ai verifie qu'il n'est effectivement pas sur PASCAL en consultant a la Bibliotheque 
Universitaire le CD ROM de PASCAL portant sur la periode : janvier a septembre 1991 

1.10.-COMPARAISON AVEC LA BIBLIOGRAPHIE DE L'ARTICLE DE SYNTHESE 
DE TAUTORUS f7Q1 : 

Les articles cites dans cette bibliographie et pas dans la mienne : 
-sont parfois anterieurs a 1988. 
-ne concernent pas les gymnospermes. 
-sont des livres. 
-sont tres generaux, ne concement pas uniquement 1'embryogenese somatique. 
-traitent d'embryogenese zygotique, car TAUTORUS etablit une comparaison entre les 2. 
-ou traitent uniquement des experimentations (genetiques ou autres) effectuees sur des 
cultures d'embryons somatiques, donc posterieures a 1'embryogenese somatique proprement 
dite. 
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Sept articles traitent bien d'embryogenese somatique ou haploide chez les gymnospermes. 
Parmi ceux-ci, 3 ont ete editees dans des revues qui n'ont ete citees dans aucune des 4 bases 
interrogees : elles ne sont peut-etre pas depouillees par celles-ci. Pour les autres, les termes 
utilises lors des interrogations n'apparaissent pas dans le titre et peut-etre pas dans le 
resume. C'est le risque inevitable lorsqu'il n'existe pas de descripteur permettant de cerner 
le sujet et qu'on recherche les termes dans le basic index. 

Par contre, j'ai obtenu 22 articles qui ne sont pas dans la bibliographie de TAUTORUS, 
dont 9 sont de 1991 et 8 sont des resumes de comptes-rendus de congres. 

1.11 .-OBTENTION DES DOCUMENTS PRIMAIRES : 

J'ai consulte le CD ROM du CCN (MYRIADE) afin de localiser les documents primaires. 
La plupart se trouvaient a la bibliotheque de RHONE-POULENC Agrochimie, ou j'ai pu 
les photocopier (la photocopie est gratuite pour les etudiants ) 
Quelques-uns ont ete photocopies a la B.U. Lyon-Sciences 
8 ont ete commandes par le PEB. 
18 ont ete demandes directement aux auteurs sous forme de TAP (Tires a part), j'en ai regu 
12. 
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2eme pARTIE ! 

SYNTHESE 



2.1 .-INTRQDUCTION 

L'embryogenese somatique represente une methode tres prolifique de multiplication in-vitro 
des vegetaux. De plus dans certains cas les plantules obtenues ne sont pas parfaitement 
conformes a la souche mere, il est donc possible d'effectuer une selection de variants sur les 
nombreux embryons obtenus. 
D'autre part, les protoplastes qui sont utilises pour des manipulations genetiques permettent 
de regenerer des embryons somatiques transformes. 
Les embryons somatiques peuvent aussi servir au stockage a long terme des vegetaux. 

2.2.-HIST0RIQUE : 

L'embryogenese somatique a ete etudiee chez les coniferes a partir de 1985 sur Picea abies 
(Hakman and von Arnold-1985, cites par [70]). Des embryons zygotiques immatures ont 
ete utilises comme explants, mis en culture sur un milieu contenant des hormones de 
croissance : auxine et cytokinine. 
Puis d'autres especes, d'autres explants,d'autres conditions de cultures furent experimentes. 

2.3.-LES ASPECTS MORPHOLOGIQUES : 

Le tissu embryogene presente un aspect tres caracteristique : il est blanchatre, luisant, 
translucide et mucilagineux ; contrairement au tissu non embryogene qui reste vert. 
Les embryons somatiques se detachent facilement du cal avec lequel ils n'ont aucune liaison 
vasculaire (ce qui permet de les distinguer facilement des bourgeons adventifs). Ils 
presentent une organisation bipolaire avec un pole caulinaire et un pole racinaire, typique 
des structures embryonnaires. Dans le cas des coniferes, le pole racinaire (= basal) est 
d'abord occupe par un suspenseur auquel 1'embryon est comme suspendu avant que ne se 
differencie la premiere ragine. 

2.4.-LES STADES DE L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE : 

Afin de clarifier le vocabulaire et de permettre ainsi des comparaisons plus rigoureuses, von 
Arnold et Hakman ont defini en 1988 [3] quatre stades au cours de 1'embryogenese 
somatique (stades decrits aussi par Hakman and von Arnold, 1988 [35]) : 

Stade 1 : 
Une region embryonnaire constituee de cellules petites au cytoplasme dense. 
Une region du suspenseur constituee de cellules longues et tres vacuolisees. 
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Stade 2 : 
La region embryonnaire devient proheminente, plus opaque, avec une surface lisse et 
luisante. 

Stade 3 : 
Les cotyledons sont visibles. 
Les embryons ressemblent aux embryons zygotiques. 

Stade 4 : 
Les cotyledons et Vhypocotyle se sont allonges. 
On observe un developpement radiculaire rudimentaire. 

Les cultures passent d'abord par le stade d'un cal embryogene (ou masse embryogene) 
forme de cellules embryonnaires et de cellules du suspenseur. 
Mais dans certains cas [17] [49], il a ete observe le developpement spontane d'embryons 
somatiques sans passer par le stade d'un tissu embryogene. 

2.5.-LE MECANISME DE L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE : 

II est encore peu connu. 
Trois possibilites de mecanisme de 1'embryogenese somatique ont ete suggeres par Hakman 
et A1 en 1987 (cites par [35]) et confirmes depuis par d'autres auteurs. II varient selon le 
type d'explant utilise. 

lere possibilite : [3] [37] (Nagmani et al. en 1987, cites par [70]) 
L'embryogenese somatique provient de cellules isolees ou de petits agregats de cellules par 
des divisions asymetriques qui delimitent une region embryonnaire et une region du 
suspenseur. 

2eme possibilite : [3] [66] 
L' embryogenese somatique se developpe a partir de petites cellules meristematiques a 
1'interieur du suspenseur. Ce qui conduit a la formation de plusieurs embryons lies au meme 
suspenseur. 
Ces cellules meristematiques du suspenseur proviennent de la division assymetrique de 
cellules du suspenseur ou de cellules meristematiques de la region embryonnaire qui ne se 
sont pas allongees quand elles ont ete integrees au suspenseur. 

3eme possibilite : [1] [3] [4] [66] 
Les nouveaux embryons somatiques proviennent de la division des embryons existant ; cette 
division se produisant au niveau de la region embryonnaire, par un mecanisme proche de la 
polyembryonnie par clivage, frequente chez les embryons zygotiques de coniferes. 

Fowke et al., en 1990 [30], emet Vhypothese que Vembryogenese somatique est identique a 
Vembryogenese zygotique pendant les stades precoces. 
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2.6.-L'QRIGINE DES STRUCTURES EMBRYONNAIRES : 

A ete etudiee par Mo et Von Arnold en 1991 avec des semis de 18 a 36 jours [52]. 
Les structures embryonnaires peuvent se differencier a partir de 1'hypocotyle ou des 
cotyledons de 1'explant mis en culture. 
Elles sont issues de cellules epidermiques ou subepidermiques, ou parfois de cellules 
corticales. 

Lelu et al. en 1990 [50], suggerent qu'il existe 2 populations cellulaires parmi ces cellules 
epidermiques et subepidermiques : 1'une sensible a un rapport auxine/cytokinine eleve (12/1 
ou 24/1) ; 1'autre sensible a un pretraitement avec un rapport cytokinine/auxine eleve 
(90/1), ce pretraitement conduisant a une embryogenese s'il est de courte duree (1 
semaine), a la formation de bourgeons adventifs s'il est plus long. 

2.7.-L'ULTRASTRUCTURE DES EMBRYONS SOMATIQUES : 

Elle n'a ete etudiee que chez Picea glauca [30] [35] et Larix decidua [63]. Dans le cas de 
Larix decidua, les embryons etudies sont haploides, issus de la culture du 
megagametophyte. 

Chez Picea glauca : 
Les cellules de la region embryonnaire sont petites, le cytoplasme est dense, les vacuoles 
nombreuses et petites, les nombreux dictyosomes, mitochondries et reticulum 
endoplasmique rugueux indiquent une croissance rapide. Des figures mitotiques sont 
frequemment observees, les cellules filles s'ajoutent a celles de la region embryonnaire ou 
forment de nouvelles cellules du suspenseur. 
Les cellules du suspenseur sont longues et tres vacuolisees. Elles sont caracterisees par une 
bande cytoplasmique peripherique etroite. Dans la partie superieure du suspenseur, les 
cellules semblent metaboliquement actives, elles contiennent un reseau de filaments 
d'actine. Dans la partie inferieure, les cellules sont apparemment senescentes. 

Chez Larix decidua : 
Pendant les premiers stades de developpement les cellules sont, petites ou grandes, toutes 
tres vacuolisees et les plastes et mitochondries sont peu differencies. 
Puis au cours du developpement : les petites cellules forment la region embryonnaire, leurs 
plastes se differencient, leur volume vacuolaire diminue, les ribosomes sont nombreux ainsi 
que les plasmodesmes. Les longues cellules forment la region du suspenseur, ou les plastes 
restent indifferencies, les mitochondries se developpent et les plasmodesmes sont peu 
nombreux. 
Pendant le stade cotyledonnaire, le reticulum endoplasmique lisse est remplace par un 
reticulum endoplasmique granuleux. On observe 1'excretion de polysaccharides, qui forment 
un mucilage extra-cellulaire. 
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2.8.-LES ASPECTS BIOCHiMIQUES 

Des differences biochimiques ont ete mises en evidence entre cals embryogenes et cals non 
embryogenes [77]. 
Ces differences concernent les concentrations en glutathion, la production d'ethylene, les 
taux de synthese des proteines. 
Ces differences ne dependent pas des especes etudiees, elles permettent donc de prevoir le 
potentiel embryogene des cultures. 

Pendant le traitement a l'ABA exogene (voir plus loin : conditions de culture pour la 
maturation des embryons), les cultures accumulent des elements nutritifs : lipides, proteines 
et hydrates de carbone. 
Cependant 1'accumulation de triglycerides reste plus faible que chez les embryons 
zygotiques, ce qui peut etre mis en relation avec les difficultes de developpement et de 
germination des embryons somatiques de coniferes [26]. 
On peut expliquer cette difficulte d'accumulation des triglycerides par 1'absence des 
influences maternelles, par les conditions de culture et par la position de 1'embryon sur le 
milieu (Joy-1991, cite par [70]). 
L'accumulation des proteines a ete comparee entre embryons zygotiques et embryons 
somatiques chez Picea engelmannii [27] [28] [29] : 
Les proteines accumulees ont les memes caracteristiques physico-chimiques et le processus 
d'accumulation est a peu pres le meme, bien que pour certaines proteines, la cinetique 
d'accumulation au cours des derniers stades de maturation soit differente. 
Roberts en 1989 [55], en utilisant la technique de SDS-PAGE (Sodium Dodecylsulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) couplee a des observations au microscope, a mis en 
evidence une etroite relation entre la perte de competence a Vembryogenese somatique des 
explants et le debut du processus de stockage des protemes. 

2.9.-LES ASPECTS GENETIQUES : 

Lorsque Vexplant mis en culture est le megagametophyte, celui-ci peut contenir plusieurs 
embryons zygotiques immatures ayant des genotypes differents, a cause du phenomene de 
polyembryonie simple, frequent chez les coniferes : plusieurs gametes femelles ont pu etre 
fertilisees. 
Le tissu embryogene peut donc etre issu de plusieurs embryons zygotiques et il en resulte 
des lignees cellulaires genetiquement differentes : les embryons somatiques issus d'une 
meme graine peuvent donc etre genetiquement differents. Becwar et al.(1991) a observe des 
differences genetiques dans la proportion de 1/12 [11]. 

Lorsque Vexplant mis en culture est un embryon zygotique isole, Eastman et al., en 1991 
[25], ont montre que chez Picea glauca, groupe engelmannii il y a peu de variations 
genetiques et que cette methode de multiplication in-vitro est donc appropriee a la 
propagation clonale, chez cette espece de coniferes. 
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2.10.-FACTEURS AYANT UNE INFLUEMCE SUR L'EMBRYOGEIMESE 
SOMATIQUE : 

2.10.1.-CHQIX DES ESPECES RT DES GENRES : 

Voir tableau en annexe. 

Le genre ayant donne les meilleurs resultats est Picea ; le genre Pinus a ete aussi beaucoup 
teste, parfois avec succes. 
Le degre de reussite de 1'embryogenese somatique varie beaucoup selon les genres, mais 
egalement selon les especes a 1'interieur d'un meme genre. Des comparaisons entre especes 
d'un meme genre ont ete etablies : Attree a montre en 1990 [9] que 1'epinette noire (Picea 
mariana) se prete mieux a la regeneration de plantules par embryogenese somatique que 
1'epinette blanche (Picea glauca). 
Picea mariana : 73% de frequence de germination ; 60% de survie apres transfert au sol. 
Picea glauca : 64% de frequence de germination ; 18% de survie apres transfert au sol, 
dont la moitie sont entres en dormance. 

Cheliak et Klimaszewska, en 1990 [19], ont compare les capacites d' embryogenese 
somatique entre 20 familles differentes de 1'espece Picea mariana et ont etudie 1'influence 
des variations genetiques sur la reponse a 1'embryogenese somatique. 

D' autres auteurs ont etudie les differences de reussite de 11 embryogenese somatique selon le 
genotype des explants [12] [37]. 
Laine et David, en 1990 [48], ont montre que les differents genotypes requierent differentes 
conditions nutritionnelles. 

2.10.2.-CHQIX DES EXPLANTS : 

Voir tableau.en annexe. 

2.10.2.1.-Degre de maturite de 1'explant mis en culture : 

Le degre de maturite de Vexplant a une importance considerable. 
Par exemple, Tautorus en 1990 [69] a compare les resultats obtenus avec 1'espece Picea 
mariana selon 1'explant mis en culture : pour le meme milieu de culture, le taux de 
formation d'un cal embryogene est de 65% si 1'explant est un embryon zygotique immature, 
de 8% si 1'explant est un embryon zygotique mature. 
D'autres comparaisons de ce genre [12] [37] [48] ont montre que les explants immatures ont 
une meilleure competence que les explants plus ages pour 1'embryogenese somatique. Ce 
qui est assez logique car, s'en trouvant moins eloignes, ils sont plus aptes a recouvrer leur 
totipotence originelle. 
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Cependant, la periode la plus favorable a 1'initiation de 1'embryogenese somatique varie 
selon les especes : 
Par exemple, avec le genre Pinus, ce sont les embryons zygotiques precotyledonnaires, 
alors que chez Picea, ce sont les embryons zygotiques apres le developpement des 
primordia des cotyledons [12] [70]. 

Becwar et al. en 1990 [12] a cherche a determiner le stade de developpement de 1'explant 
optimal pour 1'initiation de cultures embryogenes chez Pinus taeda : c'est 1'embryon 
zygotique de moins de 0.5 mm de long, immediatement avant le developpement des 
primordia des cotyledons. Becwar suggere de determiner le stade le plus favorable d'apres 
la taille et la morphologie de 1'embryon zygotique et non d'apres son age car le stade de 
developpement peut etre tres different pour 2 embryons du meme age. 

La methode employee par Roberts [55] pour observer le processus de stockage des protemes 
(cf § 2-8) peut etre utilisee pour selectionner les embryons zygotiques les plus aptes a 
1'embryogenese somatique : au stade precedent 1'accumulation des proteihes. 

Cependant de nombreux resultats positifs ont ete obtenus avec des embryons zygotiques 
murs ou meme des cotyledons ou de jeunes plantules (voir tableau en annexe). 
L'explant le plus age qui ait ete utilise est une jeune plantule de 30 jours [5]. 
Ceci s'explique par 1'amelioration des conditions de culture. • 

Toutefois dans le cas de 1'utilisation d'embryons zygotiques matures, Tremblay a montre en 
1990 [71] chez Picea glauca que le rendement en tissu embryogene varie selon la 
provenance geographique des graines, leur nombre d'annees d'entreposage (etabli 
egalement par Bourgkard et Favre en 1988 chez Sequoia sempervirens [18]), leur duree 
d'imbibition, le pourcentage de germination du lot de graines utilise. 

II est possible egalement d'utiliser comme explants des embryons somatiques matures, ils 
donnent naissance a un tissu embryogene de la meme maniere que les embryons zygotiques, 
avec de meilleurs resultats [53]. 

Dans le cas de 1'embryogenese haploide [1] [2] [63], Vexplant mis en culture est le 
gametophyte femelle et le tissu embryogene provient de ce megagametophyte, il est 
haploi'de. 

2.10.2.2.-Traitement de 1'explant mis en culture : 

La refrigeration des graines avant la dissection des embryons zygotiques peut ameliorer 
1'induction de 1'embryogenese somatique (Attree et al. en 1991, cites par [70]). 
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Les graines peuvent avoir ete stockees pendant de nombreuses annees avant d'etre utilisees : 
10 ans dans le cas de Picea mariana [5], 11 ans pour Picea glauca [71] et 13 ans pour 
Picea mariana Mill. [69] 
Cette possibilite est tres interessante dans le cas de coniferes dont la production de graines 
est irreguliere. 

Certaines etudes ont montre que si on laisse une partie du megagametophyte attachee a 
1'embryon zygotique mis en culture, le taux de production de tissu embryogene est ameliore: 

-Klimaszewska en 1989 [42], chez une espece hybride de meleze : un tissu embryogene 
n'est produit que si 1'explant mis en culture comprend la partie archegoniale du 
megagametophyte et 1'embryon zygotique ; mais Ie tissu embryogene obtenu est diploide, il 
provient de 1'embryon. 
-Becwar et Nagmani en 1990 chez Pinus taeda [12] : 1'ajout d'hormones de croissance n'est 
pas necessaire si on laisse le megagametophyte attache a 1'explant mis en culture. 
-autre exemple : Gupta et Durzan en 1986 avec Pinus lambertiana, cite par [70]. 

2.10.3.-CONDITIONS DE CULTURE POUR L'INDUCTION DE 
L1EMBRYOGENESE : 

2.10.3.1.-Milieux de culture de base : 

Differents milieux de culture ont ete utilises pour favoriser 1'initiation de 1'embryogenese 
somatique (voir tableau en annexe). 
Ils sont completes generalement par du saccharose et par des regulateurs de croissance. 

2.10.3.2.-Regulateurs de croissance : 

Ce sont generalement 1'auxine et la cytokinine. 

Differents types d'auxine ont ete testes : 
Jain et al. en 1988 [38] montrent que le NAA est plus efficace que le IAA ou le 2,4,5-T. 
Avec le genre Pinus, des cultures embryogenes ont ete initiees avec seulement 1'auxine 
comme regulateur de croissance, sans cytokinine (Gupta et Durzan, 1986, cites par [70]). 
Lelu et al. en 1990 [50] font egalement remarquer que 1'initiation de 1'embryogenese 
somatique sur des cotyledons de Picea abies est possible avec seulement 1'auxine comme 
regulateur de croissance et que ce resultat est contradictoire avec celui de von Arnold en 
1987 sur des embryons matures de la meme espece. 

Dans certains cas, seule la cytokinine a ete utilisee comme regulateur de croissance dans le 
milieu de base, sans auxine ; 1'ajout d'auxine a meme ete defavorable [54] [66]. 
Certaines cultures embryogenes ont ete obtenues sur un milieu sans regulateur de croissance 
(Chandler et Young, 1990, cites par [52]). Lorsque le megagametophyte a ete cultive avec 
l'embryon zygotique, l'ajout de regulateurs de croissance n'est pas indispensable [12] (voir 
ci-dessus : traitement de 1'explant mis en culture). 
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Un pretraitement sur un milieu de culture riche en cytokinine (4,5 uM de BA et 0,05 /jM 
de ANA) est tres favorable a 1'initiation de 1'embryogenese somatique a partir de cotyledons 
chez Picea abies, P. mariana et P. glauca [49] [50]. Le taux d'induction passe de 2% sans 
pretraitement a 20% avec un pretraitement d'une semaine chez P. abies. 
Cependant, des resultats contradictoires ont ete obtenus par d'autres auteurs : 1'effet d'un 
pretraitement a la cytokinine avant la mise en culture n'a pas apporte une amelioration 
significative dans d'autres experimentations chez Picea glauca et Picea mariana [5], et chez 
Picea abies [52]. 
Mais Mo et von Arnold,1991 [52], citent d'autres cas ou le pretraitement a la cytokinine a 
ete favorable chez Picea abies (Krogstrup en 1986 et Lelu en 1987). 

2.10.3.3--Modifications du milieu de culture de base : 

Jain et al. en 1988 [38] modifient le milieu de base LP en supprimant les acides amines et 
les sucres autres que le saccharose. Ils obtiennent de tres bons resultats : un taux de 
developpement de tissu embryogene de 55%. 

L'ajout d'un acide amine supplementaire, sous la forme de CH (hydrolysat de caseine) a ete 
teste [69] ; l'effet sur l'initiation de 1'embryogenese somatique est defavorable. 

L. Tremblay et F. Tremblay en 1991 [72] ont compare differentes concentrations en 
saccharose dans le milieu chez Picea mariana et Picea rubens : 6% s'est revelee etre la plus 
appropriee. Elles ont compare les effets de 9 hydrates de carbone a differentes 
concentrations : ils se sont reveles etre positifs pour le fructose, le saccharose, le glucose, le 
maltose et le cellobiose, et negatifs pour le mannitol, le sorbitol, le myo-inositol et 
1'arabinose. Elles ont observe que les resultats sont parfois differents chez les 2 especes 
etudiees. 

Differents types d'apport en azote ont ete testes chez Abies nordmanniana [54]. II n'y a pas 
de differences significatives lorsque la composition du milieu en azote est modifiee. 

2.10.3.4.-Autres conditions de culture : 

La plupart des cultures sont effectuees a 1'obscurite. 
Verhagen et Wann, en 1989 [75], ont experimente des cultures sous une photoperiode de 
16h. Les auteurs ont montre que le succes de 1'embryogenese somatique dans ces conditions 
peut etre du au remplacement de 1'azote sous forme inorganique (NH^NO^ et KNOg) par 
de 1'azote sous forme organique (glutamine) dans le milieu de base. 

L'effet de differentes pressions partielles en oxygene et en dioxyde de carbone a ete teste 
[47]: 
L'effet de la pression en O^ depend de la concentration du milieu de base utilise : Ies basses 
pressions sont stimulantes sur le milieu LP a concentration normale ; elles sont inhibitrices 
si le milieu est utilise a la moitie de sa concentration. 
Des pressions elevees en C02 (6 kPa) sont preferables pour les 2 milieux. 
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Differents agents solidifiants ont parfois ete compares. Klimaszewska, en 1989 [42], a 
montre que le gelifiant de la firme Gelrite ("Gelrite gellan gum") est preferable au gelifiant 
bacto agar de la firme Difco. 

2.10.4. -CQNDITIONS DE CULTURE POUR LA MATURATION DES EMBRYONS 
ET LE DEVELOPPEMENT EN PLANTULES : 

Beaucoup d'ameliorations restent a faire concernant la conversion des embryons somatiques 
en plantules. Les resultats obtenus sont souvent decevants (voir tableau en annexe). 
Le milieu employe pour le developpement des embryons somatiques est depourvu 
d'hormones de croissance. 

2.10.4.1.-Choix des embrvons : 

Les capacites de maturation et de developpement en plantules varient selon les genotypes 
[39] [47]. 
De plus Jalonen [39] a montre que l'ont peut facilement distinguer au microscope les 
embryons somatiques de genotypes differents (chez Picea abies) et qu'il existe des points 
communs anatomiques entre les embryons de lignees ayant une bonne capacite de 
maturation (ils sont mieux formes, plus symetriques). 

2.10.4.2.-Traitement a 1'acide abscissique : 

De nombreuses etudes ont montre qu'un traitement prealable a 1'acide abscissique (ABA), 
avant le transfert sur le nouveau milieu sans hormone, favorise la maturation des embryons 
somatiques [3], [22], [35], [58]. 
Cet effet de l'ABA peut s'expliquer par un effet inhibiteur du processus de clivage 
embryonnaire (qui conduirait a la formation de plusieurs embryons dont un seul survit par 
la suite), ce qui conduit au developpement d'embryons somatiques individuels [45]. 
II s'explique aussi par 1'inhibition de la germination precoce, permettant ainsi 
1'accumulation de proteines [58]. 

Differentes concentrations en ABA et durees d'exposition a 1'ABA ont ete testees. 
La concentration et la duree d'exposition optimales sont : 
-7,6 a 16 /uM dans certaines experiences : chez Picea abies [3], Picea mariana [9], Pinus 
strobus (Finer et al. en 1989, cites par [70]). 
-40 a 60 /uM dans d'autres cas : chez Picea glauca, growpeengelmannii [58] [78], chez 
Picea glauca [21]. 
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Le solvant utilise pour dissoudre 1'ABA semble avoir une importance [21]. Cependant, le 
solvant utilise n'est pas toujours indique par les auteurs. 

L'effet de certains analogues a 1'ABA a ete teste : 
On obtient le meme effet qu'avec l'ABA en utilisant 1'alcool abscissique (abscissyl alcohol) 
: un analogue de l'ABA, metabolite naturel de l'ABA [21]. 
D'autres analogues a 1'ABA, connus comme etant transformes in vivo en ABA par les 
plantes entieres, ont ete testes : 1'ester epoxy (epoxy ester : EE) et 1'acide epoxy (epoxy 
acid : EA) sont ineficaces ; 1'ester methylique de l'ABA (methyl abscissate : MeABA) est 2 
fois moins efficace que l'ABA [22]. 

Roberts et Flinn, en 1990 [58], font remarquer que 1'ajout d'IBA : acide indole-3-butyrique 
en faible proportion dans le milieu contenant de l'ABA favorise la maturation des embryons 
et ameliore leur developpement morphologique (les meilleurs resultats sont obtenus avec un 
rapport ABA/IBA de 40/10). 

2.10.4.3.-Dessechement partiel a haute humidite relative : 

II a ete constate une amelioration de la germination et du taux de survivance des plantules 
dans le cas de Picea glauca [59], [62], [78] et celui de Picea sitchensis [56], [60] lorsque 
le traitement a l'ABA est suivi d'un dessechement partiel a haute humidite relative 
(>95%). 
Grace a ce traitement, 1'allongement de la racine et celui de l'hypocotyle et des cotyledons 
sont synchrones. 
II semble que le dessechement partiel empeche certains evenements metaboliques lies aux 
premiers stades de la germination de se produire. 
II y a un lien entre 1'effet du traitement a haute humidite relative sur la germination et le 
taux en ABA : plus la concentration en ABA dans le milieu est elevee, plus le traitement a 
HHR doit durer longtemps pour obtenir les memes resultats. 

2.10.4.4.-Pression osmotique : 

Les effets d'une augmentation de la pression osmotique en ajoutant une certaine 
concentration de mannitol ont ete testes [57] : 
Une faible dose de mannitol (2-6%) stimule les premieres phases de maturation (jusqu'au 
stade globulaire) mais inhibe les dernieres phases (formation des cotyledons). De plus fortes 
concentrations en mannitol (13-20%) sont necessaires pour inhiber la germination precoce 
et favoriser 1'accumulation des proteines, et sont moins efficaces qu'un traitement a l'ABA. 
Le traitement au mannitol n'augmente pas le taux de germination des embryons. 

2.10.4.5.-Pression en O^ et CO^ : 

L'effet de differentes pressions en O^ et en CO^ a ete etudie [47], il depend du genotype 
des embryons, ce qui rend les resultats difficiles a interpreter. Cependant, les meilleurs taux 
semblent etre de 5 kPa O^ et 6 kPa CO^. 
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2.10.4.6.-Autres conditions : 

Differents agents gelifiants ont ete compares pour le developpement des embryons 
somatiques [73] : le gelifiant Gelrite est preferable au gelifiant bacto agar. 
Differentes concentrations en nitrate d'ammonium ont egalement ete testees par les memes 
auteurs : la concentration optimale est de 3,4-10 mM pour Picea mariana et de 3,4-15 mM 
pour Picea rubens. 
Un meilleur taux de germination est obtenu si les cultures sont a 1'obscurite pendant leur 
phase de croissance, puis eclairees pendant leur phase de maturation [73]. 

Le milieu de culture pour la maturation et la germination est en general un milieu solide. 
Cependant, des milieux liquides ont ete testes, au moins pendant la phase initiale de 
maturation [16, [44]. 
Si un milieu liquide est utilise pendant plus longtemps (6 semaines) le taux d'obtention de 
plantules est faible (Tautorus en 1990, cite par [70]). 

Certaines etudes ont montre que le fait de separer les embryons somatiques ayant atteint le 
stade 3 (cf § 2-4) pour les cultiver separement et individuellement ameliore leur taux de 
germination [3], [9], [21], [44]. 

2.10.5. -ETABLISSEMENT AU SOL : 

Concernant 1'etablissement au sol des plantules obtenues, il y a peu d'informations. Les 
resultats en nombre de plantes obtenues par rapport au nombre d'embryons cultives sont 
rarement communiques. 

Quelques chiffres : 
Chez Picea abies, 56% des embryons somatiques murs ont ensuite pris racines mais 29% 
seulement ont survecu une fois etablis au sol [10]. Les plantules obtenues etaient differentes 
de celles obtenues a partir d'embryons zygotiques : les branches laterales etaient moins 
nombreuses. 
Chez Picea mariana, 61%des plantes ont survecu apres transfert au sol, mais seulement 
18% chez Picea glauca [9]. 

La mort des plantules une fois etablies au sol peut etre due a la presence d'un gene letal 
(Fowler et al. en 1988, cites par [70]), ou plus frequemment a un stress hydrique : Dunstan 
et al., en 1991 [21], ont obtenu un taux de survie des plantes de 52% en utilisant une 
chambre de culture a arrosage automatise ("self watering unit") 
Roberts et Flinn, en 1990 [58], mettent en evidence un lien entre la vigueur des plantes 
obtenues et le degre de maturite des embryons : plus ils contiennent de proteines de 
stockage, plus elles sont robustes. 

Le meilleur taux d'acclimatation des plantules au sol a ete obtenu par Webster et al., en 
1990 [78], avec Picea glauca groupe engelmannii: plusieurs genotypes ont ete testes, le 
taux de survie a depasse 80% pour la plupart des genotypes. Plus de 1200 plantules ont ete 
etablies en pepiniere. La morphologie, la taille, le taux de croissance et la resistance au gel 
de ces plantules sont les memes que chez celles qui proviennent d'embryons zygotiques. 
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Le taux de reussite du transfert au sol des plantules pourrait etre ameliore par 
1'etabhssement d'une ectomycorhize. L'inoculation de diverses especes de champignons 
symbiotiques a ete tentee chez des plantules a 3 stades de developpement differents issues d' 
embryogenese somatique de 1'espece Picea sitchensis [65]. 
La mycorhize n'a reussi que chez les plantules les plus agees: 26 semaines. Le 
developpement de l'ectomycorhize varie selon les especes de champignons. La mycorhize a 
un effet positif sur la croissance des plantules (sauf pour une espece de champignon). 

2.11 .-CULTURES EN 5SUSPENSIOM • 

Les cultures en suspension permettent d'obtenir un plus grand nombre d'embryons, elles 
necessitent moins de travail, moins de temps, elles sont plus pratiques pour etudier le 
metabolisme, la genetique des embryons. Les conditions de culture peuvent etre plus 
facilement controlees. Elles permettent de produire des protoplastes (voir ci-dessous). 

Les cultures en suspension sont composees d'embryons somatiques, de cellules 
isodiametriques et de cellules allongees (Tautorus en 1990, cite par [70]). 

Toutes les lignees cellulaires ne peuvent pas etre mises en culture en suspension : chez 
Picea mariana, 50% d'echec [69]. 

La composition de 1'environnement gazeux des cultures en CO^ et en ethylene a ete etudiee 
par Kumar et al. en 1989 [46]. 

Le taux de proliferation des cultures en suspension est influence par la densite des cultures 
et par leur volume total [45]. 

Les cultures en suspension conservent leurs capacites de regeneration apres plus de 6 mois 
de culture [35] ou meme 2 ans de culture ([53] et Boulay et al. cites par [53]). 

2.12.-CULTURES DE PROTQPLASTES : 

Les cultures de protoplastes sont tres utiles pour etudier 1'infrastructure des cellules, la 
physiologie cellulaire et surtout pour faire des manipulations genetiques. 

C'est en 1987 et 88 que des experiences de regeneration d'embryons somatiques a partir de 
protoplastes ont ete reussies. 
Des suspensions cellulaires sont toujours utilisees comme materiel de depart. 

Voir tableau en annexe. 

En 1988, Gupta et al. [33] montrent qu'une concentration importante (6%) en myoinositol 
ameliore les resultats chez les especes Pseudotsuga menziesii et Pinus taeda. 
Chez Picea glauca, Attree et al. en 1989 [6] utilisent le myoinositol en combinaison avec 
d'autres composes osmotiques. 
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De nombreuses etudes montrent que les resultats varient beaucoup selon le genotype des 
cellules [7], [43], [48], [69]. 
La duree necessaire a la regeneration des embryons somatiques est tres variable selon les 
especes utilisees. 

La regeneration d'embryons somatiques a partir de protoplastes semble meilleure si les 
protoplastes ont ete isoles a partir de suspensions cellulaires a faibles capacites embryogenes 
([69] et Bekkaoui et al. en 1987 cites par [69]). 
Cependant des resultats differents ont ete observes par Klimaszewska en 1989 [43]. 

II a ete observe que les embryons somatiques etaient issus de protoplastes petits et denses en 
cytoplasme plutdt que de protoplastes tres vacuolises [33], [43], [48]. 

Des plantules ont parfois ete regenerees a partir de protoplastes (voir tableau). 

2.13.-MAIMIPULAT1QNS GENETIQUES : 

La regeneration d'embryons somatiques a partir de protoplastes fournit un materiel 
interessant pour des experiences de transfert genetique chez les coniferes. 

Une des techniques utilisees est 1'electroporation : les protoplastes sont exposes a un champ 
electrique qui cree des pores dans la membrane plasmatique et permet 1'echange d'ADN. 
Cette technique a ete utilisee pour transferer le gene CAT (Chloramphenicol Acetyl 
Transferase) chez Picea glauca et Picea mariana ([13], Bekkaoui et al. en 1988 cites par 
[70], Tautorus et al. en 1989 cites par [70]) ou le gene B-GUS (fi-glucuronidase) [13]. 
Differents promoteurs ont ete testes par Bekkaoui en 1990 [13]. 

Cette technique a aussi ete utilisee pour introduire le gene luc (luciferase) dans des 
protoplastes chez Pseudotsuga menziesii et Pinus taeda [33] : la viabilite des protoplastes 
est reduite par 1'electroporation (elle passe de 90 a 45%). L'expression du gene est 
amelioree si on ajoute du poiyethylene glycol (PEG) dans le milieu d'electroporation. 

Une autre technique a egalement ete utilisee : 1'endocytose stimulee chimiquement par le 
PEG (Wilson et al. en 1989, cites par [70]). 

2.14.-C0NSERVAT10N DU TISSU EMBRYOGENE : 

Kartha et al. en 1988 [41] ont conserve des cultures embryogenes pendant 1 an. Peu de 
cellules ont survecu au traitement. 
Bercetche et al. en 1990 [15] ont pu conserver par cryoconservation dans 1'azote liquide a -
196°C un tissu embryogene pendant 3 mois et ce tissu a ensuite produit des embryons au 
stade 3 plus rapidement que le tissu non cryoconserve. 
De plus, les capacites de regeneration en plantules ont ete ameliorees par la 
cryoconservation : le nombre d'embryons obtenus par cal est plus important, le nombre de 
plantules regenerees egalement, et les embryons presentent un plus faible taux d'arret de 
croissance du pole caulinaire. 
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Joy et al. en 1991 [40] ont reussi a stocker du tissu embryogene de Picea glauca a 
temperature ambiante dans des flacons a serum scelles. Apres un an, 80% des cultures sont 
restees viables. Leurs caracteristiques de croissance sont ensuite identiques a celles des 
cultures dont elles sont issues. 

2.15.-CONCLUSION 

Des progres considerables ont ete fait, surtout chez le genre Picea. 
Restent a ameliorer surtout la conversion des embryons en plantules et leur acclimatation au 
sol. 
Les experiences de transfert genetique sur les protoplastes et la possibilite de regenerer des 
plantules a partir de ces protoplastes ouvrent de nombreuses voies de recherche. 
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ANNEXES 



TABLEAU RECAPTTULATIF DES EXPERIENCES 
DT.MBRYOGENESE SOMATIOUE (Oll HAPI OIDE) 

CHEZ LES GYMNOSPERMES : 

s etudes effectuees avant 1988 sont egalement citees car elles ont ete 
>portees dans Farticle de T.E. Tautorus (70) et cela permet d'avoir une vision 
is globale des recherches. 

peces E xp l an t s  Mi l i eux  
d e  ba se  
* ( a )  

% de tissu 
embr yo -
gene  

P r o d u c t i o n  de  
p l an tu l e s  

Re fe r ences  
* (b )  

ies alba gam e tophy t e  
femelle *(c) 

SH 23 non  (66 )  

ies 
rdmanniana 

gam e tophy t e  
femelle *(c) 
ou  embryons  
imma tu re s  

1/2 MS 30 non  (54 )  

rix decidua game tophy t e  
femelle *(d) 

1 /2  LM 0 ,1  ou i  Nagman i  
e t  B onga  
(1985 )  e t  
( 1 )  

;m idem LM 90 ? *(e) von  
Ade rkas  e t  
al (1987) 

id LM 8 non  (2 )  
emb ryons  
imma tu re s  

MSG 35 ? (2), 

decidua 
L. leptolepis 

game to p h y t e  
femelle *(d) 

1/2 LM 3 non  (2 )  

embryons  
imma tu re s  

MSG 12 ? ( 2 )  

id DCR 15 oui et etablies 
au sol *(f) 

( 42 )  

rix leptolepis gam e tophy t e  
femelle *(d) 

1/2 LM 3 non  ( 2 )  

embryons  
imma tu re s  

MSG 28 ? (2 )  



leptolepis 
decidua 

game to p h y t e  
femelle *(d) 

1/2 LM 3 non  (2 )  

em b ryons  
imma tu re s  

MSG 28 ? ( 2 )  

id MSG 25 oui et etablies 
au sol *(f) 

( 42 )  

ea abies gam e tophy t e  
femelle *(c) 

N6 ? non  Simola et 
San t anen  
(1990 )  

em b ryons  
i mma tu re s  

MS 38 oui et etablies 
au sol 

Cha lupa  
( 1985 )  

id LP 50 non  Hakman  e t  
al (1985) 

id id 95 ou i  Hakman  e t  
von arnold 
(1985 )  

id id 78 ou i  Becwar et 
al (1987) 

id id ? oui et etablies 
au sol 

( 3 )  

id 1/2 LP ? ou i  ( 36 )  
id DCR ? ou i  ( 15 )  
em b ryons  
ma tu r e s  

MS 8 ou i  Cha lupa  
( 1985 )  

id 1/2 MS 6 ou i  Gupta et 
Durzan  
(1986 )  

id LP 1 1 ? von  A r no ld  
e t  Hakman  
(1986 )  

id 1/2 LP 50 ou i  von  A r no ld  
( 1987 )  

id 1/2 MS ? ou i  ( 16 )  
id LP 55 ou i  ( 38 )  
id 1/2 LP ? oui et etablies 

au sol 
( 3 )  

id MSG 32 ou i  ( 7 5 )  
id 1/2 LP 45 ou i  ( 53 )  
id LP 50 ? (47 )  
id 1/2 LP ? ou i  ( 39 )  
id 1/2 LP 34 ou i  ( 52 )  
em b ryons  
so m a t iques  
au stade 3 

1/2 LP 81 ou i  ( 53 )  



co ty l edons  1/2 MS 5 ? Krogs t rup  
( 1986 )  

id MS 20 ou i  ( 50 )  
id DCR ? ou i  ( 15 )  
semis de 
36 jours 

1/2 LP 36 ou i  ( 52 )  

ea glauca em bryons  
imma tu re s  

LP 22 ou i  Hakman  e t  
Fowke  
(1987) et 
(22)et (35) 

id LP 67 ou i  Lu et 
Th o rp e  
(1987 )  

id LP ? oui et etablies 
au sol 

(9) et (21) 

em bryons  
ma tu r e s  

1/2 LM 5 1 oui et etablies 
au sol 

( 71 )  

co ty l edons  LP 38 ? (5 )  
id MS 6 ou i  ( 49 )  

ea glauca, 
upe  
e l m a n n i i  

em bryons  
imma tu re s  

LP 60 ? (55 )  

id LP 60 ou i  Webb et al 
( 1989 )  

id LP ? oui et etablies 
au sol 

(58), (62) 
et (78) 

id LP ? (57 )  
em bryons  
s oma t iques  
au stade 3 

LP 30 ? (25 )  

ea mariana em bryons  
imma tu re s  

LP 5 ou i  Hakman  e t  
Fowke  
(1987 )  

id LP 65 ? ( 69 )  
id 1/2 LM ? ? (72 )  
id 1/2 LM 48 ou i  ( 73 )  
em bryons  
ma tu r e s  

1/2 LM 10 ? ( 69 )  

id 1/2 LM ? oui et etablies 
au sol 

( 9 )  

co ty l edons  LP 1 8 ou i  ( 5 )  
id MS 26 ou i  ( 49 )  

ea rubens em bryons  
ma tu r e s  

1/2 LM ? ? (72 )  

id 1/2 LM 29 ou i  ( 73 )  



%ea sitchensis embryons  
imma tu re s  

MS 5 oui et etablies 
au sol 

( 4 4 )  

id LP ? id ( 60 )  
embryons  
ma tu r e s  

LP 50 ? (4 )  

id MS ? oui et etablies 
au sol 

( 45 )  

:ea wilsonii embryons  
imma tu re s  

LP ? ou i  Y ing -hong  
et Zhong-
shen  
(1990 )  

ius caribaea game to p h y t e  
femelle *(c) 

1/2 LP 2 ou i  ( 4 8 )  

ius elliottii em bryons  
imma tu re s  

WPMG 6 non  (3 7 )  

IUS 
nbertiana 

embryons  
imma tu re s  

DCR ? oui ? *(g) Gupta et 
Durzan  
(1986 )  

embryons  
ma tu r e s  

DCR 5 oui ? *(g) id 

ms serotina game tophy t e  
femelle *(c) 

MSG 12 ? Becwar et 
al (1988) 

ius strobus game to p h y t e  
femelle *(c) 

DCR 54 n o n  Finer et al 
( 1988 )  

embryons  
imma tu re s  

DCR 3 non  id 

ius taeda game to p h y t e  
femelle *(c) 

1 /2  MS  10 oui et etablies 
au sol 

Gupta et 
Durzan  
(1987 )  

id MSG 3 non  ( 12 )  
embryons  
imma tu re s  

DCR 5 non  id 

eudotsuga 
nziesii 

embryons  
imma tu re s  

1/2 MS 25 oui et etablies 
au sol ? *(g) 

Durzan et 
Gup ta  
( 1987 )  

embryons  
ma tu r e s  

1/2 MS 0 ,1  id id 



7 u o i a  
n p e r v i r e n s  

embryons  
ma tu r e s  

MS 80 oui ? *(g) ( 17 )  

hypoco ty l e s  id 13 id id 
co ty l edons  id 28 id id 
embryons  
ma tu r e s  

id 48 non  ( 18 )  

cotyledons et 
hypoco ty l e s  

id 28 non  id 

r ad i cu l e s  id 0 non  id 
feuilles de 
v i t r op l an t s  

id 0 non  id 

) : Milieux de base utilises pour l'induction de Vembryogenese somatique. 
Ces milieux etant parfois legerement modifies, se reporter aux references 
pour connaitre les concentrations precises. 

DCR : Douglas-fir cotyledon revised medium (Gupta et Durzan-1985, cites 
pa r  Tau to r u s ) .  
LM : Milieu de Litvay (Litvay et al.-1981, cites par Tautorus). 
LP : Milieu de von Arnold et Eriksson-1981 (cites par Tautorus). 
MS : Milieu de Murashige et Skoog-1962 (cites par Tautorus. 
MSG : Milieu MS modifie (Becwar et al.-l988, cites par Tautorus). 
N 6 : Chu et al.-1975 (cites par Tautorus). 
SH : Milieu de Schenk et Hildebrandt-1972 (cites par Tautorus). 
WPMG : Milieu de Lloyd et McCown-1981 (cites par Tautorus). 

>) : Les references indiquees en toutes lettres ne sont pas citees dans ma 
bibliographie mais sont dans celle de Tautorus (70). 

) : Gametophyte femelle contenant 1'embryon zygotique (embryogenese 
i l o ide ) .  

)  •" Embrvogenese  hap lo ide .  

) : Les "?" signifient que le renseignement n'est pas indique dans 1'article en 
q u es t i on .  

) : Les auteurs n'indiquent pas quel croisement reciproque de L. leptolepis x 
L. decidua a ete utilise pour la production de plantules. 

) : Les auteurs n'indiquent pas lequel des explants utilises a abouti a la 
iduction de plantules. 



CIJLTIJRES DE PROTOPLASTES : 

AUTEURS : ESPECES: RESULTATS : 

Attree et al. (1987) Picea glauca E m bryons  soma t iques  
r egene re s  

Bekkaoui, et al. (1987) Picea glauca Formation d'un cal 

Gupta et Durzan (1987) Pinus taeda Embryons  soma t iques  
r egene re s  

Gupta et al. (1988) 
ref (33) 

Pseudotsuga menziesii E m bryons  soma t iques  
r egene re s  

Lang  e t  Koh lenbach  (1989 )  Abies alba S t ru c t u r e s  " embryon -
like" regenerees 

Attree et al. (1989) 
ref (6) 

Picea glauca Production de plantules 

K l imaszews k a  (1989 )  
ref (43) 

Larix x eurolepis Production de plantules 

Laine et David (1990) 
ref (48) 

Pinus caribaea Embryons au stade 3 
r egene re s  

Tautorus et al. (1990) 
ref (69) 

Picea mariana Embryons  soma t iques  
r egene re s  
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