
 
Avant d'extraire les protoplastes il faut

rigoureusement préparer les cultures, elles
doivent donc respecter des conditions de

croissance strictes ( avec un ph de 5.7,
milieu composé de sel minéraux et de

vitamines, de saccharose (30g/l) et 8 g/L de
gélose végétale) le tout cultivé dans une

chambre à 25°C sous une lampe blanche
 

C'est quoi un protoplaste ?
 

Les protoplastes sont des cellules de plantes, de bactérie, de
champignons dont les parois cellulaires on été supprimées à l'aide
d'un processus enzymatique ou mécanique. Grâce à l'utilisation de
protoplaste cela  permet une amélioration variétale, une résistance
accrue au virus ou même une transformation génétique d'une
celulle végétale
 

La regénération in vitro des plantes à partir
de protoplaste de pomme de terre

Contexte: 
 

Les protoplastes sont utilisés ici pour augmenter la vitesse de
régénération des plantes qui sont cultivées en cultures in vitro.

On contrôle plusieurs facteurs : l'isolement, la purification,
l'induction de cals et la régénération. Plusieurs tests ont été

expérimentés  pour savoir quelle méthode ou quelle
concentration serait la plus efficace pour l'obtention des

protoplastes viables à haut rendement.
 De nouveaux processus de régénération in vitro impliquant

l’utilisation des protoplastes voient leur mise en place. 
On y retrouve notamment l'utilisation des protoplastes de

pommes de terres. 
 

Les protoplastes une méthode rapide et efficace ?

 Expériences et résultats de la regénération in vitro  :

Coupage de l'épiderme avec une lame stérile 
 selon 3 méthodes: (hachage et utilisation de

ruban 3M pour retirer l'épiderme (a), épluchage
(b), taillage en bande: plaies partielles des deux

cotés de la nervure permettant de retirer les
bandes folliaires(c)) 

Extraction de protoplaste  à partir de
conditions enzymologiques :

3 types de conditions ont été élaborées, la
condition  d'extraction M3 est le plus optimale

on introduit 1g d'épiderme pour 30 ml de
solution d'extraction

La purification des protoplastes par
gradient de saccharose consiste à

déterminer à quelle concentration on
obtient le plus de protoplastes viables,
on dispose donc dans un tube stérile

les solutions de saccharose sur
plusieurs couches en ajoutant en

dernier la solution de protoplastes,
cette méthode permet d'éliminer les
protoplastes non viables dans une

solution

protoplaste après fusion
choux-poireaux au
microscope(x400)

photo Bodin.L

cellules de
poireaux

fusion de deux celllules de
poireaux au  microscope

(x400)
photo Lardière.S

cellules de
choux

protoplaste de
choux

 fusion protoplastes choux-
choux au microscope(x400)

photo Milongo.C

 protoplaste de choux
observé au microscope(x400)

photo Bodin.L
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Grâce au protocole et aux différentes expériences appliquées, il a été trouvé la solution la plus
efficace en faisant varier plusieurs facteurs : la méthode d'isolement, différents gradients de
sacharrose, l'isolement et l'immobilisation à partir de solution d'algiate de sodium, le temps

,permettant la production de protoplastes viables à haut en rendements)
 

 Les rendements de protoplastes sont environs 3.7 fois plus élevés qu'une simple culture de
protoplaste ( soit de 6,36 ± 0,51 × 10 6 protoplastes/g de poids frais) et la régénération des

pousses se voit améliorée.

 
Les protoplastes sont plongés dans une

solution d'alginate de sodium pour empêche
l'agglutination des protoplastes ( avec une

concentration finale de: 5 x 104
protoplaste/ml ) et cela  favorise aussi  la

division mitotique. Cette solution est
solidifiée en goutelettes  formant des lentilles

d'alginates
 

 
Les gouttelettes solidifiées sont transférées
dans un milieu permettant la formation de

callosité 
puis ces microcals sont transférés dans un
milieu de prolifération. Ces microcals sont

ensuite incubés dans  un milieu de
verdissement qui vont alors formés de jeunes

pousses
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nous pouvons également ici voir la
constitution des milieux M1, M2 et M3. 

Matériels et méthodes Résultats 
Le protocole d'obtention

des protoplastes se découpe
en plusieurs étapes ...

Immobilisation et isolement
des protoplastes :

La regénération
végétale :

protoplastes viables
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