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La regeneration in vitro des plantes a partir
de protoplaste de pomme de terre

Les protoplastes une méthode rapide et efficace ?

-
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C'est quoi un protoplaste ? '

Contexte:

Les protoplastes sont des cellules de plantes, de bacterie, de
champignons dont les parois cellulaires on été supprimees a l'aide
d'un processus enzymatique ou mecanique. Grace a l'utilisation de
protoplaste cela permet une amelioration variétale, une résistance
accrue au virus ou méme une transformation génetique d'une
celulle véegeétale

Les protoplastes sont utilisés ici pour augmenter la vitesse de
régenération des plantes qui sont cultivees en cultures in vitro.
On controle plusieurs facteurs : l'isolement, la purification,
'induction de cals et la regénération. Plusieurs tests ont été
expérimentés pour savoir guelle méthode ou quelle
concentration serait la plus efficace pour |'obtention des
protoplastes viables a haut rendement.

De nouveaux processus de régéneration in vitro impliquant
'utilisation des protoplastes voient leur mise en place.

On vy retrouve notamment |'utilisation des protoplastes de

pommes de terres. v
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Expeéeriences et résultats de la regénération in vitro :

0 Le protocole d'obtention .

des protoplastes se découpe @ Matériels et méthodes 9 Resultats

. en plusieurs etapes ... a b s Extraction de protoplaste a partir de
Avant d'extraire les protoplastes il faut / AT . conditions enzymologiques :

rigoureusement préparer les cultures, elles e ey 3 types de conditions ont eté élaborees, |a
doivent donc respecter des conditions de condition d'extraction M3 est le plus optimale
croissance strictes (avec un ph de 5.7, on introduit 1g d'épiderme pour 30 ml de
3 milieu composé de sel minéraux et de solution d'extraction
vitamines, de saccharose (30g/1) et 8 g/L de nous pouvons egalement ici voir la

gélose végétale) le tout cultivé dans une constitution des milieux M1, M2 et M3.
chambre a 25°C sous une lampe blanche

Efficacité

Peeling off Gently chnpped_ Leaf strips

Cellulase/ Volume de s Temps de Temps d'extraction
Les = : Agitation 5
Moyen Macérozyme solution de plasmolyse d'enzymolyse (=10
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g Coupage de |'épiderme avec une lame stérile el SEry e S, a Prowplasiss/g
@ protoplastes viables 2

selon 3 methodes: (hachage et utilisation de
ruban 3M pour retirer |'épiderme (a), epluchage
el (b), taillage en bande: plaies partielles des deux

cotes de la nervure permettant de retirer les
- ’ bandes folliaires(c))
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Acide 2-(N- 524£1,90
Slicross Morpholino)éthanesulfonique

(MES)

0,5 M mannitol
20 mM KC1
10 mM CaCl 2

0,1 % Albumine sérique bovine

(BSA) 12,27 + 340

pH 5,7

Extraction efficiency Viable
(x 10° protoplasts g FW)  protoplast (%)

8,56£1,84

re/plants-10-00781-f003/

20 mM MES
0,5 M mannitol
20 mM KCI
10 mM CaCl 2
0,1% BSA
pHS,7

21.09+ 849

39,63 4,09

v/pmc/articles/PMC8071491/table/plants-10-00781-t003/?report=obje

28,14+ 3,34

v/pmc/articles/PMC8071491/figu

20 mM MES

0,5 M mannitol
20 mM KCl1

Immobilisation et isolement
des protoplastes :

Les protoplastes sont plonges dans une
solution d'alginate de sodium pour empéche

36,40 + 4,66

63,59 5,14
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La purification des protoplastes par
gradient de saccharose consiste a

@ La regenération

s . N . o
det.ermmer a quelle concentratpn il 'agglutination des protoplastes ( avec une VegEtale o
obtient le plus de protoplastes viables, . , ¥ -
. e concentration finale de: 5 x 104 Les gouttelettes solidifiees sont transférées
on dispose donc dans un tube sterile . . . .
| protoplaste/ml) et cela favorise aussi la dans un milieu permettant la formation de
les solutions de saccharose sur - - . w
, : division mitotique. Cette solution est callositée
plusieurs couches en ajoutant en . ol . . . -
, , . solidifiée en goutelettes formant des lentilles puis ces microcals sont transférés dans un
. dernier la solution de protoplastes, s 3 " N .
d'alginates milieu de prolifération. Ces microcals sont

cette méthode permet d'éliminer les
protoplastes non viables dans une
solution

T ATYED. A Conclusian I

Grace au protocole et aux différentes expériences appliquées, il a éte trouvé la solution la plus
efficace en faisant varier plusieurs facteurs : la methode d'isolement, differents gradients de
sacharrose, l'isolement et l'immobilisation a partir de solution d'algiate de sodium, le temps

,permettant la production de protoplastes viables a haut en rendements)
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ensuite incubés dans un milieu de
verdissement qui vont alors formés de jeunes
pousses
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Les rendements de protoplastes sont environs 3.7 fois plus élevés qu'une simple culture de -— et revise iggnantiperit. ArticggPublic o s paBHsignggfin Fifl
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protoplaste ( soit de 6,36 + 0,51 X 10 6 protoplastes/g de poids frais) et la régénération des .f { |
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