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“L’embryogenése somatique chez les gymnospermes, a partir de 1988”
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RESUME :

Une premiere partie détaille les différentes étapes et les méthodes de la
recherche documentaire concernant ’embryogenese somatique chez les
gymnospermes apres 1988.

La seconde partie fait le point des recherches effectuées sur ce théme, tant
sur ses aspects fondamentaux (anatomiques, biochimiques...), que sur le plan
expérimental (amélioration des conditions de culture) ou sur ses applications.

DESCRIPTEURS :
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°° PARTIE :

RECHERCHE
DOCUMENTAIRE



1.1-ENTRETIEN AVEC L'UTILISATEUR :

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

Le terme "gymnosperme" fait partie de la taxonomie des végétaux. C'est un
embranchement correspondant essentiellement & la classe des coniféres. Seuls quelques
espéces trés peu représentées, exotiques pour la plupart, font partie des gymnospermes sans
étre des coniféres:les gingkoales et les cycadales en sont les plus remarquables.

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

L'embryon somatique était autrefois appelé embryon adventif ; Mais ce terme n'est plus
employé depuis de nombreuses années car il préte a confusion

L'embryogenése somatique est 4 distinguer également de 1'embryogenése gamétophytique
(=haploide).En effet 1'embryogenése somatique est diploide (2n chromosomes), alors que
1'embryogenése gamétophytique est haploide, elle est obtenue 3 partir des tissus du
gamétophyte, dont les cellules comptent n chromosomes (cf schéma ci-aprés).

Or la discussion du sujet avec M Rohr m'a permis de réaliser qu'il s'intéresse également a
1'embryogenése haploide, bien qu'elle ne fasse pas partie de 1'embryogenése somatique.
J'en ai donc tenu compte dans ma recherche documentaire. Cependant, je n'ai pas jugé
nécessaire de modifier le titre de ma synthése car les chercheurs eux-mémes ne font pas
toujours strictement cette distinction de vocabulaire : par exemple 1'article de synthése [ 70]
titré "somatic embryogenesis in conifers" traite également d'embryogenése haploide, qui de
toute fagon n'a fait que trés peu I'objet de recherches expérimentales.



Le schéma ci -aprés permet de comprendre la distinction entre les différents types
d'embryogenése.
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1.1.2.- . INTERET DE CETTE RECHERCHE DOCUMENTAIRE POUR L'UTILISATEUR:

D'une part M Rohr aimerait comparer les résultats obtenus en interrogeant différentes bases
de données.

En effet il a la possibilité d'interroger gratuitement le CD ROM de PASCAL a la
Bibliothéque Universitaire .Or les autres bases n'étant pas gratuites il souhaiterait savoir si
elles sont vraiment plus performantes dans son domaine avant de faire un choix.

D'autre part, son laboratoire prépare actuellement une culture d'ovules qui serviront a une
expérience d'embryogenése somatique .

A plus long terme, il a d'autres projets de recherche & partir d'embryons somatiques liés a
1'interaction avec des champignons ( mycorhize ), puisqu'il fait partie du laboratoire
"interactions plantes-champignons et micropropagation” .

1.2.-RECHERCHE MANUELLE :

M Rohr m'a prété quelques articles sur le sujet ainsi qu'un ouvrage [79] , qui m'ont donné
de premiéres indications sur les termes & employer et m'ont permis de me familiariser avec
la question.

Une recherche manuelle plus approfondie aurait ét€ longue et fastidieuse, et n'aurait pas
apporté les articles les plus récents.

1.3.-CHOIX DES BASES DE DONNEES :

J'ai choisi d'interroger d'abord la base généraliste PASCAL, pour avoir un premier apergu,
puis une base plus spécialisée en biologie : BIOSIS.

M Rohr m'a conseillé de contacter ' AFOCEL ( Association Forét-Cellulose -Nangis-

77) ,car leur documentation est trés bien fournie sur le sujet. La documentaliste de
I'AFOCEL m'a informée par courrier qu'elle interroge en priorité PASCAL, BIOSIS et
CAB. Par conséquent, j'ai consulté également CAB, base spécialisée en agriculture.

Enfin, j'ai eu 1'occasion d'interroger Chemical Abstract et EPAT dans le cadre des cours de
Mme Chevalier a I'INSERM.

1.4.-INTERROGATION DE LA BASE PASCAL :

1.4.1 -PRESENTATION DE LA BASE:

Producteur : INIST-CNRS, FRANCE.

Domaine : Sciences et Techniques.

Nature : Références bibliographiques.

Données : Analyse de tous les articles de périodiques majeurs frangais et étrangers

ainsi que de rapports scientifiques, théses, comptes-rendus de congrés.
Volume : 7,7 millions de références (800000 sur DIALOG) + 430000
ref/an.

Début : 1973 (1986 pour DIALOG).



Mise & jour : Mensuelle.

Aides :  Profils documentaires, reproduction des documents signalés, lexique,
manuel d'utilisation.

Serveurs : QUESTEL
DIALOG
IRS-ESA

La base PASCAL a été interrogée sur le serveur DIALOG dans le cadre des TP.

1.4.2.-CHOIX DE LA STRATEGIE ET RESULTATS :

Recherche sur 'embryogenése somatique au sens strict:

J'ai consulté le lexique de PASCAL et j'ai constaté que le terme "embryon somatique" est
un descripteur.

Le terme "gymnospermae" est descripteur également, mais j'ai remarqué en visualisant
quelques références qu'il est aussi dans le champ "Broader term" (BT).

J'ai vérifié que le champs DE est plus large et contient le champ BT en faisant :

S gymnospermae/BT NOT gymnospermae/DE

J'ai obtenu 0 réponses.

I est inutile d'employer les termes équivalents en anglais lorsqu'on interroge uniquement
par descripteurs, puisque PASCAL est indexé en frangais et en anglais.

Ma stratégie définitive a donc été :

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

Résultat:

Question @ ........ociiiiiiiii Réponse :
1 EMBRYON SOMATIQUE/DE ...... 842

2 GYMNOSPERMAE/DE............... 15387

3 TAND 2. ... 66

4 3ANDPY>=1988 ......c..coeeeel. 36

Toutes les références obtenues sont pertinentes.

Recherche sur 1'embryogenése haploide:

Une interrogation par auteur m'a permis de visualiser les références des articles dont
disposait M Rohr, en format 8 de maniére 4 observer les descripteurs.

J'ai constaté que les descripteurs utilisés dans ce cas sont peu précis et qu'ils ne permettent
pas de cerner exactement le sujet.

Il est donc nécessaire d'interroger sur le "basic index".

Stratégie:
S (HAPLOID? OR GAMETOPH?TI? OR MEGAGAMETOPH?TI?) 2N)EMBRYO?

S GYMNOSPERMAE/DE AND PY > =1988

S S1 AND S2



Résultat:

2385 HAPLOID?
156 GAMETOPH?T?
3 MEGAGAMETOPH?TI?

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 références sont pertinentes (et ne faisaient pas partie des 36 références obtenues par la
stratégie précédente).

1.5.-INTERROGATION DE LA BASE BIOSIS:

1.5.1.-PRESENTATION DE LA BASE:

Producteur
Domaines
Nature
Données

Début

Mise a jour:

Aides

Serveurs

: Biosciences Information Service (BIOSIS), USA.

: Biologie, Médecine.

: Références bibliographiques.

: Articles de 9000 périodiques

Actes de congrés

Rapports de recherche

Ouvrages

Brevets américains.

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 périodiques dépouillés, "Bioscéne" : périodique,
"Biosis Training", ...

DIALOG

IRS-ESA

DATA-STAR

BRS

DIMDI
MEAD
STN

La base BIOSIS a été interrogée sur DIALOG a 1'ENSSIB.



1.5.2.-CHOIX DE LA STRATEGIE ET RESULTATS :

La base BIOSIS présente une particularité : 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
intéressante.

En effet, ils sont trés larges et doivent étre combinés avec une interrogation sur le basic
index ou par descripteurs, mais ils n'améliorent pas ma stratégie d'interrogation.

De plus les concept-codes utilisés varient d'une référence & 1'autre, car I'embryogenése
somatique peut étre considérée sous différents aspects : biochimiques, cellulaires, milieu de
culture, ...

L'utilisation des concept-codes risquerait d'introduire une part importante de silence.

J'ai remarqué que les descripteurs utilisés sur BIOSIS sont beaucoup plus précis que sur les
autres bases : eux aussi varient beaucoup d'une référence 3 I'autre.

J'ai donc choisi d'interroger sur le basic index.

Il existe également sur BIOSIS un champ "Biosystematic codes" et un champ "Super Taxa"
qui indiquent les groupes taxonomiques concernés par 1'article, soit par un code, soit par
leur nom en anglais. Le préfixe "BC" porte sur les 2 champs 2 la fois.

Toutes les références que j'ai visualisées présentent le terme "gymnosperms" dans le champ
"Super Taxa".

BIOSIS est une base anglaise, tous les termes doivent étre employés en anglais.

Ma stratégie d'interrogation définitive a donc été:

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

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

S S1 AND S2



Résultat:

2816 HAPLOID

329  GAMETOPH?TIC

14 MEGAGAMETOPH?TIC

55399 EMBRYO?

80 (HAPLOID OR GAMETOPH?TIC OR MEGAGAMETOPH?TIC) (2W)
EMBRYO?

21461 BC=GYMNOSPERMS

2015703 PY > =1988

9255 BC=GYMNOSPERMS AND PY > =1988
80 S1

9255 S2

2 S1 AND S2

Les 2 références sont pertinentes, déja trouvées sur PASCAL.

1.6.-INTERROGATION DE LA BASE CAB:

1.6.1.-PRESENTATION DE LA BASE:

Producteur :  Commonwealth Agricultural Bureau, ROYAUME-UNI

Domaines : Agriculture : tous les aspects des sciences agricoles dont les sciences
forestiéres

Nature : Références bibliographiques

Données . Articles de 8500 périodiques, livres, rapports techniques, théses
Volume : 2,2 millions + 150000 ref/an

Début : selon serveur

Mise a jour : mensuelle

Aides :  CAB thésaurus

CAB Abstracts Online Manual
CAB Abstract Online News letter
CAB serial checklist
Serveurs . DIALOG
IRS-ESA
STN
DIMDI
CABI
CAN-OLE
BRS



La base CAB a été interrogée sur DIALOG a I'ENSSIB

1.6.2.-CHOIX DE LA STRATEGIE ET RESULTATS

Ne disposant pas du thésaurus de CAB au moment de 1'interrogation, j'ai commencé par
observer 1'indexation de références déja connues.

J'ai constaté que le terme "somatic embryogenesis” et le terme "conifers" sont descripteurs.
Le terme "gymnosperm" n'est pas utilisé.

De toute fagon, comme je 1'ai précisé en introduction, trés peu d'espéces font partie des
gymnospermes et pas des coniféres, et d'aprés les références obtenues précédemment, il
semble qu'elles n'aient pas fait récemment 1'objet de recherches en embryogenese
somatique.

Ma stratégie a donc été:
S SOMATIC EMBRYOGENESIS/DE AND CONIFERS/DE AND PY > =1988
Résultats :

450 SOMATIC EMBRYOGENESIS/DE

7299 CONIFERS/DE

316601 PY > =1988

16 SOMATIC EMBRYOGENESIS/DE AND CONIFERS/DE AND PY > =19838

Toutes les références sont pertinentes.

Ce faible nombre par rapport aux 2 autres bases m'a intriguée

Je suis donc allée consulter le thésaurus de CAB & I'URFIST et j'ai découvert que le terme
"somatic embryogenesis" ne figure pas dans ce thésaurus de 1988. Il a du étre introduit .
aprés 1988. Ce n'est malheureusement pas indiqué entre parenthéses dans le champ
"keyword" ; ce qui est regrettable car lorsqu'on interroge une base épisodiquement, on
n'utilise pas nécessairement le thésaurus, qui cotite assez cher.

J'ai pu essayer une nouvelle stratégie : (CAB étant une base anglaise, tous les termes
doivent étre employés en anglais).

S SOMATIC2W)EMBRYO? AND CONIFERS/DE AND PY > =1988
Résultats : 34 références.

Je ne les ai pas visualisées pour des questions de prix. Comme les 18 références
supplémentaires datent de 1988-89, M.Rohr n'a pas jugé nécessaire de refaire cette
interrogation en détail, n'ayant pas de budget pour 1'interrogation des bases de données et
ayant clairement précisé lorsqu'il m'a donné le sujet qu'il ne pourrait les financer.



Stratégie concernant I'embryogenése haploide -

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

S CONIFERS/DE AND PY > =1988

Résultat :

1914 HAPLOID

198 GAMETOPH?TIC

10 MEGAGAMETOPH?TIC

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 références sont pertinentes, les mémes que sur PASCAL.

1.7.-INTERROGATION DE LA BASE CHEMICAL ABSTRACT:

1.7.1.-DESCRIPTION DE LA BASE :

Producteurs : Chemical Abstract Service (USA)

Domaines : CHIMIE
Tous les aspects de la chimie et ses applications aux différents domaines
industriels

Nature : Références bibliographiques

Données : Articles extraits de 14000 périodiques représentant 150 pays et 50 langues

(68% en anglais)

Brevets provenant de 20 pays

Livres

Comptes-rendus de congrés, théses, rapports techniques
Volume : 9 millions + 500.000 ref/an

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

CA Grouping Sections (5 grands thémes)

Index Guide

CASSI = CAS Source Index : répertorie les journaux signalés et les
bibliothéques ou ils sont disponibles.

Ontap-Online Training : sous ensemble non mis a jour destiné aux essais.
etc...



Serveurs : BRS
IRS-ESA
DIALOG
ORBIT
QUESTEL
DATA-STAR
"STN

Chemical Abstract a été interrogée sur QUESTEL a I'INSERM avec 1'aide de Mme

Chevalier, dans le cadre des cours de "recherche documentaire spécialisée" (groupe
Biomédical).

1.7.2.-STRATEGIE D'INTERROGATION ET RESULTATS

Ne disposant pas du thésaurus de Chemical Abstract, nous avons interrogé sur le Basic
Index.

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

Résultats : 14 références, toutes pertinentes (les détails n'ont pas été imprimés par Questel).

1.8.-INTERROGATION DE LA BASE EPAT:

1.8.1.-DESCRIPTION DE LA BASE:

Producteurs : INPI (France).

Domaines : Brevets
Multidisciplinaire.
Nature : Références bibliographiques
Données : Toutes les demandes européennes de brevets publiées ainsi que les EURO-

PCT (Patent Cooperation Treaty) comprenant toutes les informations du
Registre Européen des Brevets.

Volume : 350.000 + 50.000 ref/an.

Début 1 1978.

Mise a jour : Hebdomadaire

Aides - CIB : Classification Internationale des Brevets, Index des mots-clé de la
CIB.

Serveurs : QUESTEL.

La base EPAT a été interrogée sur QUESTEL a I'INSERM avec 1'aide de Mme Chevalier.

1.8.2.-STRATEGIE D' INTERROGATION:

SOMATIC/T ET EMBRYO +/T

Résultats : 8 réponses, dont une seule concerne I'embryogenése somatique chez les
gymnospermes (les autres : pas chez les gymnospermes).

10



1.9.-COMPARAISON ENTRE LES DIFFERENTES BASES

Schéma

PASCAL

32

36

BIOSIS

Ne disposant pas du détail des 18 références 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 référence qui n'était pas déja sur

1'une des 3 autres bases [26].

Le brevet indiqué dans EPAT est également signalé dans CAB, pas dans les autres bases
[34].

1l est important de noter que I'article de synthése [70] qui m'a beaucoup aidée et a
beaucoup intéressé M Rohr n'est apparu que sur BIOSIS.

J'ai vérifié qu'il n'est effectivement pas sur PASCAL en consultant a la Bibliothéque
Universitaire le CD ROM de PASCAL portant sur la période : janvier a septembre 1991

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

DE TAUTORUS [70] :

Les articles cités dans cette bibliographie et pas dans la mienne :

-sont parfois antérieurs a 1988.

-ne concernent pas les gymnospermes.

-sont des livres.

-sont trés généraux, ne concernent pas uniquement 1'embryogenése somatique.

-traitent d'embryogenése zygotique, car TAUTORUS établit une comparaison entre les 2.
-ou traitent uniquement des expérimentations (génétiques ou autres) effectuées sur des

cultures d'embryons somatiques, donc postérieures a 1'embryogenése somatique proprement

dite.
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Sept articles traitent bien d'embryogenése somatique ou haploide chez les gymnospermes.
Parmi ceux-ci, 3 ont été éditées dans des revues qui n'ont été citées dans aucune des 4 bases
interrogees : elles ne sont peut-étre pas dépouillées par celles-ci. Pour les autres, les termes
utilisés lors des interrogations n'apparaissent pas dans le titre et peut-étre pas dans le
résumeé. C'est le risque inévitable 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 résumés de comptes-rendus de congrés.

1.11.-OBTENTION DES DOCUMENTS PRIMAIRES :

J'ai consulté le CD ROM du CCN (MYRIADE) afin de localiser les documents primaires
La plupart se trouvaient a la bibliothéque de RHONE-POULENC Agrochmee ou j'ai pu
les photocopier (la photocopie est gratuite pour les étudiants )

Quelques-uns ont &té photocopiés 4 la B.U. Lyon-Sciences

8 ont ét¢ commandés par le PEB.

18 ont été demandés directement aux auteurs sous forme de TAP (Tirés a part), j'en ai recu
12.
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2.1.-INTRODUCTION :

L'embryogenése somatique représente une méthode trés prolifique de multiplication in-vitro
des végétaux. De plus dans certains cas les plantules obtenues ne sont pas parfaitement
conformes a la souche meére, il est donc possible d'effectuer une sélection de variants sur les
nombreux embryons obtenus.

D'autre part, les protoplastes qui sont utilisés pour des manipulations génétiques permettent
de regénérer des embryons somatiques transformés.

Les embryons somatiques peuvent aussi servir au stockage a long terme des végétaux.

2.2.-HISTORIQUE :

L'embryogenése somatique a été étudiée chez les coniféres a partir de 1985 sur Picea abies
(Hakman and von Arnold-1985, cités par [70]). Des embryons zygotiques immatures ont
été utilisés comme explants, mis en culture sur un milieu contenant des hormones de
croissance : auxine et cytokinine.

Puis d'autres espéces, d'autres explants,d'autres conditions de cultures furent expérimentés.

2.3.-LES ASPECTS MORPHOLOGIQUES :

Le tissu embryogene présente un aspect trés caractéristique : il est blanchatre, luisant,
translucide et mucilagineux ; contrairement au tissu non embryogéne qui reste vert.

Les embryons somatiques se détachent facilement du cal avec lequel ils n'ont aucune liaison
vasculaire (ce qui permet de les distinguer facilement des bourgeons adventifs). Ils
présentent une organisation bipolaire avec un pdle caulinaire et un pdle racinaire, typique
des structures embryonnaires. Dans le cas des coniféres, le pole racinaire (=basal) est
d'abord occupé par un suspenseur auquel 1'embryon est comme suspendu avant que ne se
différencie la premiére racine.

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 défini en 1988 [3] quatre stades au cours de 1'embryogenése
somatique (stades décrits aussi par Hakman and von Arnold, 1988 [35]) :

Stade 1 :

Une région embryonnaire constituée de cellules petites au cytoplasme dense.
Une région du suspenseur constituée de cellules longues et trés vacuolisées.
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Stade 2 :

La région embryonnaire devient prohéminente, plus opaque, avec une surface lisse et
luisante.

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

Stade 4 :
Les cotylédons et 1'hypocotyle se sont allongés.
On observe un développement radiculaire rudimentaire.

Les cultures passent d'abord par le stade d'un cal embryogéne (ou masse embryogéne)
formé de cellules embryonnaires et de cellules du suspenseur.

Mais dans certains cas [17] [49], il a été observé le développement spontané d'embryons
somatiques sans passer par le stade d'un tissu embryogeéne.

2.5.-LE MECANISME DE L'EMBRYOGENESE SOMATIQUE :

11 est encore peu connu.

Trois possibilités de mécanisme de 1'embryogenese somathue ont été suggérés par Hakman
et Al en 1987 (cités par [35]) et confirmés depuis par d'autres auteurs. Il varient selon le
type d'explant utilisé.

1ére possibilité : [3] [37] (Nagmani et al. en 1987, cités par [70])

L'embryogenése somatique provient de cellules isolées ou de petits agrégats de cellules par
des divisions asymétriques qui délimitent une région embryonnaire et une région du
suspenseur.

2&me possibilité : [3] [66]

L'embryogenése somatique se développe & partir de petites cellules méristématiques a
I'intérieur du suspenseur. Ce qui conduit & la formation de plusieurs embryons liés au méme
suspenseur.

Ces cellules méristématiques du suspenseur proviennent de la division assymeétrique de
cellules du suspenseur ou de cellules méristématiques de la région embryonnaire qui ne se
sont pas allongées quand elles ont été intégrées au suspenseur.

3éme possibilité : [1] [3] [4] [66]

Les nouveaux embryons somatiques proviennent de la division des embryons existant ; cette
division se produisant au niveau de la région embryonnaire, par un mécanisme proche de la
polyembryonnie par clivage, fréquente chez les embryons zygotiques de coniféres.

Fowke et al., en 1990 [30], émet 1'hypothése que 1'embryogenése somatique est identique a
I'embryogenése zygotique pendant les stades précoces.
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2.6.-L'ORIGINE DES STRUCTURES EMBRYONNAIRES :

A été étudiée par Mo et Von Arnold en 1991 avec des semis de 18 a 36 jours [52].
Les structures embryonnaires peuvent se différencier a partir de 1'hypocotyle ou des
cotylédons de 1'explant mis en culture.

Elles sont issues de cellules épidermiques ou subépidermiques, ou parfois de cellules
corticales.

Lelu et al. en 1990 [50], suggérent qu'il existe 2 populations cellulaires parmi ces cellules
épidermiques et subépidermiques : 1'une sensible a un rapport auxine/cytokinine élevé (12/1
ou 24/1) ; 1'autre sensible & un prétraitement avec un rapport cytokinine/auxine élevé
(90/1), ce prétraitement conduisant & une embryogenése s'il est de courte durée (1
semaine), a la formation de bourgeons adventifs s'il est plus long.

2.7.-L"ULTRASTRUCTURE DES EMBRYONS SOMATIQUES :

Elle n'a été étudiée que chez Picea glauca [30] [35] et Larix decidua [63]. Dans le cas de
Larix decidua, les embryons étudiés sont haploides, issus de la culture du
mégagamétophyte.

Chez Picea glauca :

Les cellules de la région embryonnaire sont petites, le cytoplasme est dense, les vacuoles
nombreuses et petites, les nombreux dictyosomes, mitochondries et réticulum
endoplasmique rugueux indiquent une croissance rapide. Des figures mitotiques sont
fréquemment observées, les cellules filles s'ajoutent a celles de la région embryonnaire ou
forment de nouvelles cellules du suspenseur.

Les cellules du suspenseur sont longues et trés vacuolisées. Elles sont caractérisées par une
bande cytoplasmique périphérique étroite. Dans la partie supérieure du suspenseur, les
cellules semblent métaboliquement actives, elles contiennent un réseau de filaments
d'actine. Dans la partie inférieure, les cellules sont apparemment senescentes.

Chez Larix decidua :

Pendant les premiers stades de développement les cellules sont, petites ou grandes, toutes
trés vacuolisées et les plastes et mitochondries sont peu différenciés.

Puis au cours du développement : les petites cellules forment la région embryonnaire, leurs
plastes se différencient, leur volume vacuolaire diminue, les ribosomes sont nombreux ainsi
que les plasmodesmes. Les longues cellules forment la région du suspenseur, ot les plastes
restent indifférenciés, les mitochondries se développent et les plasmodesmes sont peu
nombreux.

Pendant le stade cotylédonnaire, le réticulum endoplasmique lisse est remplacé par un
réticulum endoplasmique granuleux. On observe 1'excretion de polysaccharides, qui forment
un mucilage extra-cellulaire.
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2.8.-LES ASPECTS BIOCHIMIQUES :

Des différences biochimiques ont été mises en évidence entre cals embryogénes et cals non
embryogénes [77].

Ces différences concernent les concentrations en glutathion, la production d'éthyléne, les
taux de synthese des protéines.

Ces différences ne dépendent pas des espéces étudiées, elles permettent donc de prévoir le
potentiel embryogéne des cultures.

Pendant le traitement a 1' ABA exogeéne (voir plus loin : conditions de culture pour la
maturation des embryons), les cultures accumulent des éléments nutritifs : lipides, proteines
et hydrates de carbone.

Cependant 1'accumulation de triglycérides reste plus faible que chez les embryons
zygotiques, ce qui peut étre mis en relation avec les difficultés de développement et de
germination des embryons somatiques de coniféres [26].

On peut expliquer cette difficulté d'accumulation des triglycérides par 1'absence des
influences maternelles, par les conditions de culture et par la position de 1'embryon sur le
milieu (Joy-1991, cité par [70]).

L'accumulation des protéines a été comparée entre embryons zygotiques et embryons
somatiques chez Picea engelmannii [27] [28] [29] :

Les protéines accumulées ont les mémes caractéristiques physico-chimiques et le processus
d'accumulation est a peu prés le méme, bien que pour certaines protéines, la cinétique
d'accumulation au cours des derniers stades de maturation soit différente.

Roberts en 1989 [55], en utilisant la technique de SDS-PAGE (Sodium Dodecylsulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) couplée a des observations au microscope, a mis en
eévidence une étroite relation entre la perte de compétence a 1'embryogenése somatique des
explants et le début du processus de stockage des protéines.

2.9.-LES ASPECTS GENETIQUES :

Lorsque I'explant mis en culture est le mégagamétophyte, celui-ci peut contenir plusieurs
embryons zygotiques immatures ayant des génotypes différents, 4 cause du phénoméne de
polyembryonie simple, fréquent chez les coniféres : plusieurs gamétes femelles ont pu étre
fertilisées.

Le tissu embryogéene peut donc étre issu de plusieurs embryons zygotiques et il en résulte
des lignées cellulaires génétiquement différentes : les embryons somatiques issus d'une
méme graine peuvent donc étre génétiquement différents. Becwar et al.(1991) a observé des
différences génétiques dans la proportion de 1/12 [11].

Lorsque 1'explant mis en culture est un embryon zygotique isolé, Eastman et al., en 1991
[25], ont montré que chez Picea glauca, groupe engelmannii il y a peu de variations
génétiques et que cette méthode de multiplication in-vitro est donc appropriée i la
propagation clonale, chez cette espéce de coniféres.
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2.10.-FACTEURS AYANT UNE INFLUENCE SUR L'EMBRYOGENESE
SOMATIQUE :

2.10.1.-CHOIX DES ESPECES ET DES GENRES :

Voir tableau en annexe.

Le genre ayant donné les meilleurs résultats est Picea ; le genre Pinus a été aussi beaucoup
testé, parfois avec succes.

Le degré de réussite de I'embryogenése somatique varie beaucoup selon les genres, mais
¢galement selon les espéces a I'intérieur d'un méme genre. Des comparaisons entre espéces
d'un méme genre ont été établies : Attree a montré en 1990 [9] que 1'épinette noire (Picea
mariana) se préte mieux  la regénération de plantules par embryogenése somatique que
1'épinette blanche (Picea glauca).

Picea mariana : 73% de fréquence de germination ; 60% de survie aprés transfert au sol.
Picea glauca : 64% de fréquence de germination ; 18% de survie aprés transfert au sol,
dont la moitié sont entrés en dormance.

Cheliak et Klimaszewska, en 1990 [19], ont comparé les capacités d' embryogenése
somatique entre 20 familles différentes de 1'espéce Picea mariana et ont étudié 1'influence
des variations génétiques sur la réponse 4 I'embryogenése somatique.

D'autres auteurs ont étudié les différences de réussite de 1'embryogenése somatique selon le
génotype des explants [12] [37].

Laine et David, en 1990 [48], ont montré que les différents génotypes requiérent différentes
conditions nutritionnelles,

2.10.2.-CHOIX DES EXPLANTS :

Voir tableau.en annexe.

2.10.2.1.-Degré de maturité de 1'explant mis en culture :

Le degré de maturité de 1'explant a une importance considérable.

Par exemple, Tautorus en 1990 [69] a comparé les résultats obtenus avec I'espéce Picea
mariana selon 1'explant mis en culture : pour le méme milieu de culture, le taux de
formation d'un cal embryogéne 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 montré que les explants immatures ont
une meilleure compétence que les explants plus agés pour I'embryogenése somatique. Ce
qui est assez logique car, s'en trouvant moins éloignés, ils sont plus aptes 4 recouvrer leur
totipotence originelle.
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Cependant, la période la plus favorable a I'initiation de 1'embryogenése somatique varie
selon les espéces :

Par exemple, avec le genre Pinus, ce sont les embryons zygotiques précotylédonnaires,
alors que chez Picea, ce sont les embryons zygotiques aprés le développement des
primordia des cotylédons [12] [70].

Becwar et al. en 1990 [12] a cherché a déterminer le stade de développement de 1'explant
optimal pour 1'initiation de cultures embryogénes chez Pinus taeda : c'est 1'embryon
zygotique de moins de 0.5 mm de long, immédiatement avant le développement des
primordia des cotylédons. Becwar suggére de déterminer le stade le plus favorable d'aprés
la taille et la morphologie de 1'embryon zygotique et non d'aprés son dge car le stade de
développement peut étre trés différent pour 2 embryons du méme age.

La méthode employée par Roberts [55] pour observer le processus de stockage des protéines
(cf § 2-8) peut étre utilisée pour sélectionner les embryons zygotiques les plus aptes a
I'embryogenése somatique : au stade précédent 1'accumulation des protéines.

Cependant de nombreux résultats positifs ont été obtenus avec des embryons zygotiques
mirs ou méme des cotylédons ou de jeunes plantules (voir tableau en annexe).
L'explant le plus 4gé qui ait été utilisé est une jeune plantule de 30 jours [5].

Ceci s'explique par l'amélioration des conditions de culture. -

Toutefois dans le cas de 1'utilisation d'embryons zygotiques matures, Tremblay a montré en
1990 [71] chez Picea glauca que le rendement en tissu embryogéne varie selon la
provenance géographique des graines, leur nombre d'années d'entreposage (établi
également par Bourgkard et Favre en 1988 chez Sequoia sempervirens [18]), leur durée
d'imbibition, le pourcentage de germination du lot de graines utilisé.

Il est possible également d'utiliser comme explants des embryons somatiques matures, ils
donnent naissance a un tissu embryogéne de la méme maniére que les embryons zygotiques,
avec de meilleurs résultats [53].

Dans le cas de 1'embryogenése haploide [1] [2] [63], I'explant mis en culture est le

gamétophyte femelle et le tissu embryogéne provient de ce mégagamétophyte, il est
haploide.

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

La réfrigération des graines avant la dissection des embryons zygotiques peut améliorer
I'induction de 1'embryogenése somatique (Attree et al. en 1991, cités par [70]).
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Les graines peuvent avoir été stockées pendant de nombreuses années avant d'étre utilisées :
10 ans dans le cas de Picea mariana [5], 11 ans pour Picea glauca [71] et 13 ans pour
Picea mariana Mill. [69]

Cette possibilité est trés intéressante dans le cas de coniféres dont la production de graines
est irréguliére.

Certaines études ont montré que si on laisse une partie du mégagamétophyte attachée a
I'embryon zygotique mis en culture, le taux de production de tissu embryogéne est amélioré :

-Klimaszewska en 1989 [42], chez une espéce hybride de méléze : un tissu embryogéne
n'est produit que si I'explant mis en culture comprend la partie archégoniale du
mégagameétophyte et 1'embryon zygotique ; mais le tissu embryogéne obtenu est diploide, il
provient de I'embryon.

-Becwar et Nagmani en 1990 chez Pinus taeda [12] : 1'ajout d'hormones de croissance n'est
pas nécessaire si on laisse le mégagamétophyte attaché a 1'explant mis en culture.

-autre exemple : Gupta et Durzan en 1986 avec Pinus lambertiana, cité par [70].

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

2.10.3.1.-Milieux de culture de base :

Différents milieux de culture ont été utilisés pour favoriser 1'initiation de 1'embryogenése
somatique (voir tableau en annexe).
Ils sont complétés généralement par du saccharose et par des régulateurs de croissance.

2.10.3.2.-Régulateurs de croissance :

Ce sont généralement 1'auxine et la cytokinine.

Différents types d'auxine ont été testés :

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 embryogénes ont été initiées avec seulement 1'auxine
comme régulateur de croissance, sans cytokinine (Gupta et Durzan, 1986, cités par [70]).
Lelu et al. en 1990 [50] font également remarquer que 1'initiation de I'embryogenése
somatique sur des cotylédons de Picea abies est possible avec seulement 1'auxine comme
régulateur de croissance et que ce résultat est contradictoire avec celui de von Amold en
1987 sur des embryons matures de la méme espéce.

Dans certains cas, seule la cytokinine a été utilisée comme régulateur de croissance dans le
milieu de base, sans auxine ; l'ajout d'auxine a méme été défavorable [54] [66].

Certaines cultures embryogénes ont été obtenues sur un milieu sans régulateur de croissance
(Chandler et Young, 1990, cités par [52]). Lorsque le mégagamétophyte a été cultivé avec
I'embryon zygotique, 1'ajout de régulateurs de croissance n'est pas indispensable [12] (voir
ci-dessus : traitement de 1'explant mis en culture).
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Un prétraitement sur un milieu de culture riche en cytokinine (4,5 uM de BA et 0,05 uM
de ANA) est trés favorable a l'initiation de 1'embryogenése somatique a partir de cotylédons
chez Picea abies, P. mariana et P. glauca [49] [50]. Le taux d'induction passe de 2% sans
prétraitement & 20% avec un prétraitement d'une semaine chez P. abies.

Cependant, des résultats contradictoires ont été obtenus par d'autres auteurs : 1'effet d'un
prétraitement a la cytokinine avant la mise en culture n'a pas apporté une amélioration
significative dans d'autres expérimentations chez Picea glauca et Picea mariana [5], et chez
Picea abies [52].

Mais Mo et von Arnold,1991 [52], citent d'autres cas ot le prétraitement a la cytokinine a
été 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 aminés et
les sucres autres que le saccharose. Ils obtiennent de trés bons résultats : un taux de
développement de tissu embryogene de 55%.

L'ajout d'un acide aminé supplémentaire, sous la forme de CH (hydrolysat de caséine) a été
testé [69] ; 'effet sur 1'initiation de 1'embryogenése somatique est défavorable.

L. Tremblay et F. Tremblay en 1991 [72] ont comparé différentes concentrations en
saccharose dans le milieu chez Picea mariana et Picea rubens : 6% s'est révélée étre la plus
appropriée. Elles ont comparé les effets de 9 hydrates de carbone a différentes
concentrations : ils se sont révélés étre positifs pour le fructose, le saccharose, le glucose, le
maltose et le cellobiose, et négatifs pour le mannitol, le sorbitol, le myo-inositol et
1'arabinose. Elles ont observé que les résultats sont parfois différents chez les 2 espéces
étudiées.

Différents types d'apport en azote ont été testés chez Abies nordmanniana [54]. Il n'y a pas
de différences significatives lorsque la composition du milieu en azote est modifiée.

2.10.3.4.-Autres conditions de culture :

La plupart des cultures sont effectuées a 1'obscurité.

Verhagen et Wann, en 1989 [75], ont expérimenté des cultures sous une photopériode de
16h. Les auteurs ont montré que le succes de 1'embryogenése somatique dans ces conditions
peut étre dii au remplacement de |'azote sous forme inorganique (NH 4NO3 et KN 03) par
de 1'azote sous forme organique (glutamine) dans le milieu de base.

L'effet de différentes pressions partielles en oxygéne et en dioxyde de carbone a été testé
[47):

L'effet de la pression en O, dépend de la concentration du milieu de base utilisé : les basses
pressions sont stimulantes sur le milieu LP a concentration normale ; elles sont inhibitrices
si le milieu est utilisé a la moitié de sa concentration.

Des pressions élevées en CO2 (6 kPa) sont préférables pour les 2 milieux.



Différents agents solidifiants ont parfois été comparés. Klimaszewska, en 1989 [42], a
montré que le gelifiant de la firme Gelrite ("Gelrite gellan gum") est préférable au gelifiant
bacto agar de la firme Difco.

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

Beaucoup d'améliorations restent a faire concernant la conversion des embryons somatiques
en plantules. Les résultats obtenus sont souvent décevants (voir tableau en annexe).

Le milieu employé pour le développement des embryons somatiques est dépourvu
d'hormones de croissance.

2.10.4.1.-Choix des embryons :

Les capacités de maturation et de développement en plantules varient selon les génotypes
[39] [47].

De plus Jalonen [39] a montré que 1'ont peut facilement distinguer au microscope les
embryons somatiques de génotypes différents (chez Picea abies) et qu'il existe des points
communs anatomiques entre les embryons de lignées ayant une bonne capacité de
maturation (ils sont mieux formés, plus symétriques).

2.10.4.2 -Traitement a 1'acide abscissique :

De nombreuses études ont montré qu'un traitement préalable 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 1' 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 développement d'embryons somatiques individuels [45].

Il s'explique aussi par 1'inhibition de la germination précoce, permettant ainsi
1'accumulation de protéines [58].

Différentes concentrations en ABA et durées d'exposition a 1' ABA ont &té testées.

La concentration et la durée d'exposition optimales sont :

-7,6 4 16 uM dans certaines expériences : chez Picea abies [3], Picea mariana [9], Pinus
strobus (Finer et al. en 1989, cités par [70]).

-40 3 60 uM dans d'autres cas : chez Picea glauca, groupeengelmannii [58] [78], chez
Picea glauca [21].

21



Le solvant utilisé pour dissoudre I'ABA semble avoir une importance [21]. Cependant, le
solvant utilisé n'est pas toujours indiqué par les auteurs.

L'effet de certains analogues a I' ABA a été testé :

On obtient le méme effet qu'avec I' ABA en utilisant 1'alcool abscissique (abscissyl alcohol)
: un analogue de 1'ABA, métabolite naturel de 1'ABA [21].

D'autres analogues & 1'ABA, connus comme étant transformés in vivo en ABA par les
plantes entiéres, ont été testés : I'ester epoxy (epoxy ester : EE) et 1'acide epoxy (epoxy
acid : EA) sont ineficaces ; I'ester méthylique de I'ABA (methyl abscissate : MeABA) est 2
fois moins efficace que 1'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 1' ABA favorise la maturation des embryons
et améliore leur développement morphologique (les meilleurs résultats sont obtenus avec un
rapport ABA/IBA de 40/10).

2.10.4.3.-Desséchement partiel 4 haute humidité relative :

Il a été constaté une amélioration 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 1'ABA est suivi d'un desséchement partiel & haute humidité relative
(>95%).

Gréce a ce traitement, 1'allongement de la racine et celui de 1'hypocotyle et des cotylédons
sont synchrones.

Il semble que le desséchement partiel empéche certains événements métaboliques liés aux
premiers stades de la germination de se produire.

Il'y a un lien entre 1'effet du traitement a haute humidité relative sur la germination et le
taux en ABA : plus la concentration en ABA dans le milieu est élevée, plus le traitement 2
HHR doit durer longtemps pour obtenir les mémes résultats.

2.10.4.4 -Pression osmotigue :

Les effets d'une augmentation de la pression osmotique en ajoutant une certaine
concentration de mannitol ont été testés [57] :

Une faible dose de mannitol (2-6%) stimule les premiéres phases de maturation (jusqu'au
stade globulaire) mais inhibe les derniéres phases (formation des cotylédons). De plus fortes
concentrations en mannitol (13-20%) sont nécessaires pour inhiber la germination précoce
et favoriser 1'accumulation des protéines, et sont moins efficaces qu'un traitement a 1' ABA.
Le traitement au mannitol n'augmente pas le taux de germination des embryons.

2.10.4.5.-Pression en O; et COg_:_

L'effet de différentes pressions en 0, et en CO, a ét¢ étudié [47], il dépend du génotype
des embryons, ce qui rend les résultats difficiles & interpréter. Cependant, les meilleurs taux
semblent étre de 5 kPa O, et 6 kPa C02.
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2.10.4.6.-Autres conditions :

Différents agents gélifiants ont été comparés pour le développement des embryons
somatiques [73] : le gelifiant Gelrite est préférable au gelifiant bacto agar.

Différentes concentrations en nitrate d'ammonium ont également été testées par les mémes
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'obscurité pendant leur
phase de croissance, puis éclairées pendant leur phase de maturation [73].

Le milieu de culture pour la maturation et la germination est en général un milieu solide.
Cependant, des milieux liquides ont été testés, au moins pendant la phase initiale de
maturation [16, [44].

Si un milieu liquide est utilisé pendant plus longtemps (6 semaines) le taux d'obtention de
plantules est faible (Tautorus en 1990, cité par [70]).

Certaines études ont montré que le fait de séparer les embryons somatiques ayant atteint le
stade 3 (cf § 2-4) pour les cultiver séparément et individuellement améliore leur taux de

germination [3], [9], [21], [44].

2.10.5.-ETABLISSEMENT AU SOL :

Concernant 1'établissement au sol des plantules obtenues, il y a peu d'informations. Les
résultats en nombre de plantes obtenues par rapport au nombre d'embryons cultivés sont
rarement communiqués.

Quelques chiffres :

Chez Picea abies, 56% des embryons somatiques mirs ont ensuite pris racines mais 29%
seulement ont survécu une fois établis au sol [10]. Les plantules obtenues étaient différentes
de celles obtenues a partir d'embryons zygotiques : les branches latérales étaient moins
nombreuses.

Chez Picea mariana, 61%des plantes ont survécu aprés transfert au sol, mais seulement
18% chez Picea glauca [9].

La mort des plantules une fois établies au sol peut étre due a la présence d'un géne létal
(Fowler et al. en 1988, cités par [70]), ou plus fréquemment 3 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 automatisé ("self watering unit")

Roberts et Flinn, en 1990 [58], mettent en évidence un lien entre la vigueur des plantes
obtenues et le degré de maturité des embryons : plus ils contiennent de protemes de
stockage, plus elles sont robustes.

Le meilleur taux d'acclimatation des plantules au sol a été obtenu par Webster et al., en
1990 [78], avec Picea glauca groupe engelmannii : plusieurs génotypes ont été testés, le
taux de survie a dépassé 80% pour la plupart des génotypes. Plus de 1200 plantules ont été
établies en pépiniere. La morphologie, la taille, le taux de croissance et la résistance au gel
de ces plantules sont les mémes que chez celles qui proviennent d'embryons zygotiques.
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Le taux de réussite du transfert au sol des plantules pourrait étre amélioré par
I"établissement d'une ectomycorhize. L'inoculation de diverses especes de champignons
symbiotiques a été tentée chez des plantules & 3 stades de développement différents issues d'
embryogenése somatique de 1'espéce Picea sitchensis [65].

La mycorhize n'a réussi que chez les plantules les plus dgées: 26 semaines. Le
développement de 1'ectomycorhize varie selon les espéces de champignons. La mycorhize a
un effet positif sur la croissance des plantules (sauf pour une espéce de champignon)

2.11.-CULTURES EN SUSPENSION :

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

Les cultures en suspension sont composées d'embryons somatiques, de cellules
isodiamétriques et de cellules allongées (Tautorus en 1990, cité par [70]).

Toutes les lignées cellulaires ne peuvent pas étre mises en culture en suspension : chez
Picea mariana, 50% d'échec [69].

La composition de I'environnement gazeux des cultures en CO> et en éthyléne a été étudiée
par Kumar et al. en 1989 [46].

Le taux de prolifération des cultures en suspension est influencé par la densité des cultures
et par leur volume total [45].

Les cultures en suspension conservent leurs capacités de regénération aprés plus de 6 mois
de culture [35] ou méme 2 ans de culture ([53] et Boulay et al. cités par [53]).

2.12.-CULTURES DE PROTOPLASTES :

Les cultures de protoplastes sont trés utiles pour étudier 1'infrastructure des cellules, la
physiologie cellulaire et surtout pour faire des manipulations génétiques.

C'est en 1987 et 83 que des expériences de régénération d'embryons somatiques 4 partir de
protoplastes ont été réussies.
Des suspensions cellulaires sont toujours utilisées comme matériel de départ.

Voir tableau en annexe.

En 1988, Gupta et al. [33] montrent qu'une concentration importante (6%) en myoinositol
améliore les résultats chez les espéces Pseudotsuga menziesii et Pinus taeda.

Chez Picea glauca, Attree et al. en 1989 [6] utilisent le myoinositol en combinaison avec
d'autres composés osmotiques.



De nombreuses études montrent que les résultats varient beaucoup selon le génotype des
cellules [7], [43], [48], [69].

La durée necessaire a la regénération des embryons somatiques est trés variable selon les
espéces utilisées.

La regénération d'embryons somatiques & partir de protoplastes semble meilleure si les
protoplastes ont été isolés a partir de suspensions cellulaires  faibles capacités embryogénes
([69] et Bekkaoui et al. en 1987 cités par [69]).

Cependant des résultats différents ont été observés par Klimaszewska en 1989 [43].

Il a été observé que les embryons somatiques étaient issus de protoplastes petits et denses en
cytoplasme plutét que de protoplastes trés vacuolisés [33], [43], [48].

Des plantules ont parfois été régénérées a partir de protoplastes (voir tableau).

2.13.-MANIPULATIONS GENETIQUES :

La regénération d'embryons somatiques a partir de protoplastes fournit un matériel
intéressant pour des expériences de transfert génétique chez les coniféres.

Une des techniques utilisées est 1'électroporation : les protoplastes sont exposés & un champ
électrique qui crée des pores dans la membrane plasmatique et permet 1'échange d' ADN.
Cette technique a été utilisée pour transférer le géne CAT (Chloramphenicol Acetyl
Transferase) chez Picea glauca et Picea mariana ([13], Bekkaoui et al. en 1988 cités par
[70], Tautorus et al. en 1989 cités par [70]) ou le géne B-GUS (B-glucuronidase) [13].
Différents promoteurs ont été testés par Bekkaoui en 1990 [13].

Cette technique a aussi été utilisée pour introduire le géne luc (luciferase) dans des
protoplastes chez Pseudotsuga menziesii et Pinus taeda [33] : la viabilité des protoplastes
est réduite par 1'électroporation (elle passe de 90 a 45%). L'expression du géne est
améliorée si on ajoute du polyéthyléne glycol (PEG) dans le milieu d'électroporation.

Une autre technique a également été utilisée : 1'endocytose stimulée chimiquement par le
PEG (Wilson et al. en 1989, cités par [70]).

2.14.-CONSERVATION DU TISSU EMBRYOGENE :

Kartha et al. en 1988 [41] ont conservé des cultures embryogénes pendant 1 an. Peu de
cellules ont survécu au traitement.

Bercetche et al. en 1990 [15] ont pu conserver par cryoconservation dans 1'azote liquide a -
196°C un tissu embryogéne pendant 3 mois et ce tissu a ensuite produit des embryons au
stade 3 plus rapidement que le tissu non cryoconserveé.

De plus, les capacités de regénération en plantules ont été améliorées par la
cryoconservation : le nombre d'embryons obtenus par cal est plus important, le nombre de
plantules regénérées également, et les embryons présentent un plus faible taux d'arrét de
croissance du pole caulinaire.
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Joy et al. en 1991 [40] ont réussi & stocker du tissu embryogéne de Picea glauca a
température ambiante dans des flacons & sérum scellés. Aprés un an, 80% des cultures sont

restées viables. Leurs caractéristiques de croissance sont ensuite identiques a celles des
cultures dont elles sont issues.

2.15.-CONCLUSION

Des progrés considérables ont été fait, surtout chez le genre Picea.

Restent & améliorer surtout la conversion des embryons en plantules et leur acclimatation au
sol.

Les expériences de transfert génétique sur les protoplastes et la possibilité de regénérer des
plantules & partir de ces protoplastes ouvrent de nombreuses voies de recherche.
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ANNEXES



s études effectuées avant 1988 sont également citées car elles ont été

BLE RE

'EMBRYOGENESE

APIT

IF DES EXPERIENCE

MATIQUE

HAPLOIDE

CHEZ LES GYMNOSPERMES :

portées dans l’article de T.E. Tautorus (70) et cela permet d’avoir une vision
1s globale des recherches.

péces Explants Milieux % de tissu |Production de JRéférences
de base |embryo- plantules *(b)
*(a) geéne
ies alba gamétophyte |SH 23 non (66)
femelle *(c)
ies gamétophyte [1/2 MS |30 non (54)
rdmanniana |femelle *(c)
ou embryons
immatures
rix decidua gamétophyte |1/2 LM |0,1 oui Nagmani
femelle *(d) et Bonga
(1985) et
(1)
>m idem LM 90 7 *(e) von
Aderkas et
al (1987)
id LM 8 non (2)
embryons MSG 35 ? (2)
immatures
decidua gamétophyte {1/2 LM |3 non (2)
L. leptolepis |femelle *(d)
embryons MSG 12 ? (2)
immatures
id DR 15 oui et établies|(42)
au sol *(f)
rix leptolepisigamétophyte [1/2 LM |3 non (2)
femelle *(d)
embryons MSG 28 ? (2)
immatures




leptolepis gamétophyte |1/2 LM |3 non (2)
.. decidua femelle *(d)
embryons MSG 28 ? (2)
immatures
id MSG 25 oui et établies|(42)
au sol *(f)
ea abies gamétophyte [N6 ? non Simola et
femelle *(c) Santanen
(1990)
embryons MS 38 oui et établies | Chalupa
immatures au sol (1985)
id LP 50 non Hakman et
al (1985)
id id 95 oui Hakman et
von arnold
(1985)
id id 78 oui Becwar et
al (1987)
id id ? oui et établies|(3)
au sol
id 1/2 LP oui (36)
id DR oui (15)
embryons MS oui Chalupa
matures (1985)
id 172 MS 6 oui Gupta et
Durzan
(1986)
id LP 11 ? von Arnold
et Hakman
(1986)
id 1/2 LP 50 oui von Arnold
(1987)
id 1/2 MS ? oui (16)
id LP 55 oui (38)
id 1/2 LP ? oui et établies|(3)
au sol
id MSG 32 oui (75)
id 1/2 LP 45 oui (53)
id LP 50 ? (47)
id 1/2 LP ? oui (39)
id 1/2 LP 34 oui (52)
embryons 1/2 LP 81 oui (53)

somatiques
au stade 3




cotyledons 1/2 MS 5 ? Krogstrup
(1986)
id MS 20 oui (50)
id DR ? oui (15)
semis de 1/2 LP 36 oui (52)
36 jours
ea glauca embryons LP 22 oui Hakman et
immatures Fowke
(1987) et
(22)et (35)
id LP 67 oui Lu et
Thorpe
(1987)
id LP ? oui et établies|(9) et (21)
au sol
embryons 1/2 1M 51 oui et établies|(71)
matures au sol
cotyledons LP 38 ? (5)
id MS 6 oui (49)
ea glauca, embryons LP 60 ? (55)
upe immatures
relmannii
id LP 60 oui Webb et al
(1989)
id LP ? oui et établies | (58), (62)
au sol et (78)
id LP ? (57)
embryons LP 30 ? (25)
somatiques
au stade 3
ea mariana |embryons LP 5 oui Hakman et
immatures Fowke
(1987)
id LP 65 (69)
id 1/2 LM |? (72)
id 1/2 LM 148 oui (73)
embryons 1/2 LM 10 ? (69)
matures
id 1/2 LM ? oui et établies|(9)
au sol
cotyledons LP 18 oui (5)
id MS 26 oui (49)
ea rubens embryons 12 LM |? ? (72)
matures
id 1/2 IM |29 oui (73)




‘ea sitchensis|embryons MS 5 oui et établies|(44)
immatures au sol
id LP ? id (60)
embryons LP 50 ? (4)
matures
id MS ? oui et é€tablies | (45)
au sol
ea wilsonii |embryons LP ? oui Ying-hong
immatures et Zhong-
shen
(1990)
ws caribaea |gamétophyte |1/2 LP 2 oui (48)
femelle *(c)
s elliottii  |embryons WPMG 6 non (37)
immatures
s embryons DR ? oui 7 *(g) Gupta et
nbertiana immatures Durzan
(1986)
embryons DCR 5 oui 7 *(g) id
matures
s serotina |gamétophyte | MSG 12 ? Becwar et
femelle *(c¢) al (1988)
ws strobus |gamétophyte |DR 54 non Finer et al
femelle *(c) (1988)
embryons DR 3 non id
immatures
s taeda gamétophyte |1/2 MS 10 oui et établies | Gupta et
femelle *(c) au sol Durzan
(1987)
id MSG 3 non (12)
embryons DR 5 non id
immatures
cudotsuga embryons 1/2 MS 25 oui et établies | Durzan et
nziesii immatures au sol 7 *(g) |Gupta
(1987)
embryons 1/2 MS |0,1 id id

matures




juoia embryons MS 80 oui ? *(g) (17)
npervirens |matures
hypocotyles [id 13 1d id
cotylédons id 28 id id
embryons id 48 non (18)
matures
cotyledons et |id 28 non id
hypocotyles
radicules id 0 non id
feuilles de id 0 non id
vitroplants

) : Milieux de base utilisés pour l’induction de I’embryogénése somatique.
Ces milieux étant parfois légerement modifiés, se reporter aux références
pour connaitre les concentrations précises.

DCR : Douglas-fir cotyledon revised medium (Gupta et Durzan-1985, cités
par Tautorus).

LM : Milieu de Litvay (Litvay et al.-1981, cités par Tautorus).

LP : Milieu de von Arnold et Eriksson-1981 (cités par Tautorus).

MS : Milieu de Murashige et Skoog-1962 (cités par Tautorus.

MSG : Milieu MS modifi¢ (Becwar et al.-1988, cités par Tautorus).

N 6 : Chu et al.-1975 (cités par Tautorus).

SH : Milieu de Schenk et Hildebrandt-1972 (cités par Tautorus).

WPMG : Milieu de Lloyd et McCown-1981 (cités par Tautorus).

) : Les références indiquées en toutes lettres ne sont pas citées dans ma
bibliographie mais sont dans celle de Tautorus (70).

) : Gamétophyte femelle contenant I’embryon zygotique (embryogénése
loide).

) : Embryogén¢se haploide.

) : Les “?” signifient que le renseignement n’est pas indiqué dans 1’article en
question.

) : Les auteurs n’indiquent pas quel croisement réciproque de L. leptolepis x
L. decidua a été utilis€ pour la production de plantules.

) : Les auteurs n’indiquent pas lequel des explants utilisés a abouti a la
duction de plantules.



CULTURES DE PROTOPLASTES :

AUTEURS : ESPECES : RESULTATS :
Attree et al. (1987) Picea glauca Embryons somatiques
regénérés

Bekkaoui, et al. (1987)

Picea glauca

Formation d’un cal

Gupta et Durzan (1987) Pinus taeda Embryons somatiques
regénérés

Gupta et al. (1988) Pseudotsuga menziesii |Embryons somatiques

ref (33) regénérés

Lang et Kohlenbach (1989) Abies alba Structures “embryon-

like” regénérées

Attree et al. (1989)
ref (6)

Picea glauca

Production de plantules

Klimaszewska (1989)
ref (43)

Larix Xx eurolepis

Production de plantules

Laine et David (1990)
ref (48)

Pinus caribaea

Embryons au stade 3
regénérés

Tautorus et al. (1990)
ref (69)

Picea mariana

Embryons somatiques

regénérés
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