Chapitre III:----------------------------------------------------------------------------  La Callogenèse

 3-1- Définition de la callogenèse:

           Définie par MARGARA, (1989) comme étant, le processus de néoformation d'une cal. Un tissu néoplasique relativement homogène, initialement constitué de cellules, se divise plus ou moins activement. Ce processus commence par une prolifération anarchique. Elle peut affecter, selon GAUTHERET. (1959), seulement les régions superficielles des tissus, ou s'étendre à leurs régions internes. De même cette prolifération selon ce même auteur, peut être localisée disséminée au hasard ou généralisée à toutes les cellules.

3-2-Initiation des cals:

         Le développement d'une cal à partir d'un fragment de tissu peut être devisé en trois étapes:

3-2-1-Phase d'induction:

         Durant la phase d'induction les cellules se préparent à la division. Le métabolisme est activé mais la taille des cellules reste constante (DODDS et al., 1995 in SAIBI, 2006).

3-2-2-Phase de division:

            C'est une phase qui se caractérise par la synthèse active et la diminution dans la taille des cellules, la division se déclenche sur la périphérie des couches tissulaires de l'explant.

        Cette phase se caractérise par des changements régressifs correspondant à un retour progressif à l'état primaire dans les régions extérieures du tissu induisant la troisième phase (AITCHISON, 1977 et  BEN KORTEBY et RAHMOUNI, 1999).

3-2-3-Phase de dédifférenciation:

           Le caractère distinctif de cette étape est que la division s'effectue sur toute la périphérie du cal laissant des cellules moins actives au centre. Par la suite, la formation des structures dédifférenciées commence à remplacer les changements régressifs et une nouvelle étape de développement est initié c'est la dédifférenciation (AITCHISON, 1977). 

3-3- Intérêts des cals:

            Le passage par le stade cal est une étape primordiale en sélection in vitro, parce que ce tissu végétal est une source importante de variabilité génétique (variation somaclonale) et il peut être considéré comme un stock de matériel génétique (MZOURI et al., 2000).

           Selon ROBERT et al., (1998) deux voies d'évolutions de cal sont possibles; soit l'entretien par fractionnement en éléments plus petites repiqués sur un nouveau milieu, soit la multiplication végétative par néoformation d'organes ou d'embryons.

D'après DUCREUX et al., (1986), les cals friables à croissance rapide sont utilisés pour l'obtention des cellules isolées (protoplastes) ou embryons somatique, par contre les cals compacts à croissance lente sont capable de donner des plantes entières.

 3-4- Facteurs influençant la Callogenèse: 

       Les facteurs qui influencent les variations morphogènes d'un cal sont très complexes. La nature et l'état physiologique de l'explant sont importants; la balance hormonale est essentielle par son influence sur l'expression de la structure et le comportement du cal (ROBERT et al., 1998).

3-4-1- Les facteurs extrinsèques :
       Les méthodes de culture in vitro permettent de diriger la morphologie des tiges et des racines, en utilisant les régulateurs de croissance (MARGARA, 1989).

        L'équilibre relatif de ces substances dans le milieu ou balance hormonale est spécifique au type d'organe à induire (ROBERT et al., 1998).

         Les régulateurs de croissance naturelles de végétaux appelés souvent Phytohormone de croissance; ne sont pas exactement homologue des hormones animales. 

         Les hormones sont des composés organiques synthétisé dans un organe transporté vers des cellules cibles dans les quelles elles déclenchent des réactions précise. Chez les végétaux on connaît actuellement 5groupes d'hormones, qui agissent principalement sur la division cellulaire (dans la croissance de la plante) et leur différenciation (la formation de divers organes).

          L'effet des hormones dépend à la fois de leur concentration, de leur site d'action, du stade de développement de la plante ainsi que de leur concentration relative (une hormone pouvant inhiber le rôle d'une autre) (MARGARA, 1989).

3-4-1-1-Les Cytokinines:

        Les Cytokinines ont été découvertes par le biais de la culture in vitro. Elles sont des Adénines substituées dont on connait deux composés endogènes:

          . La zéatine.

          . L'isopentényladénine (IPA).

          Les Cytokinines sont très actives présentent de nombreuses actions dont les principales sont:

          Un effet très net sur la division cellulaire.

         Un rôle très net également dans l'organogenèse où elles stimulent fortement la formation de bourgeons.

         Une action très stimulante sur le métabolisme.

Toutes les plantes possédant des Cytokinines qui sont élaborées essentiellement par les racines et également au niveau des embryons. Les Cytokinines sont extrêmement intéressants dans le domaine de la culture in vitro elles ont permis de grands progrès dans la multiplication (AUGE, 1988).

3-4-1-2-Les Auxines:

          Le choix de l'Auxine en fonction de l'objectif de la culture est très important. 

         L'acide-indolylpropioique(AIP), Indolylacétique(AIA) sont des Auxines relativement   faibles. D'autres composés peuvent se comporter comme des Auxines très faibles (acide phénylacétique) ou forte (anaphylactique ANA).

        Le 2,4-D (acide 2,4 dichlorophénoxyacétique) est une très forte Auxine (MARGARA, 1989) et très efficace (ZRYD, 1988). Elle est la plus couramment utilisée dans les travaux d'embryogenèse somatique pour provoquer les divisions cellulaires rapides dans les tissus mis en culture (figure n°02). Ces derniers sont ramenés à un état juvénile extrême et se présentent sous forme de tissus plus ou moins structurés: les cals embryogènes (DAGUIN et LETOUZE, 1997), en plus elle peut stimuler la rhizogenèse.

Figure 02: 2.4-Dichlorophénoxyacétique, source: MARGARA, (1989).
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3-4-1-3- Balance hormonale (Rapport Auxine/Cytokinine): 

             Les Cytokinines seules n'ont aucune action sur les divisions cellulaires, couplés à l'auxine, elles sont un facteur indispensable du développement. Il a été démontré que si l'auxine est indispensable tout au long du cycle de division, les Cytokinines n'interviennent que dans le déclanchement et la stimulation des synthèses protéiques. Cependant en l'absence de Cytokinines, le processus est bloqué et l'action des Auxines est nulle (LAFON et al., 1987).

           Selon ZRYD(1988), le comportement physiologique d'un explant mis en culture pourrait suivre le schéma suivant: 
Figure03:Type d'organogénèse contrôlés par les concentrations relative d'auxine et de cytokinine , Source: ZRYD, (1988).

3-4-2- Les facteurs intrinsèques:

3-4-2-1- L'explant:

           Les explants peuvent être des parties d'organes ou des organes entiers (tige, feuille, racine, fleur), des tissus, des pièces, des grains ou des embryons, des bourgeons ou des méristèmes, des protoplastes, des cellules somatiques ou sexuelles. Le choix de l'explant sera fonction de la technique utilisée, de l'objectif et de l'espèce étudiée.

3-4-2-1-1- Nature de l'explant mis en culture:

          D'après NOZERAN (1985), suivant le point de prélèvement sur le végétal., les fragments mis en culture in vitro auront des modes de fonctionnement varié, ainsi, selon AUGE(1989), les tissus corticaux ou cambiaux présentent également de bonne réaction mais ils restent souvent au stade callogène.

3-4-2-1-2- Age physiologique de l'explant:

       L'état physiologique du matériel végétal est l'un des éléments de la réussite pour la culture in vitro. Selon ZRYD (1988), les explants de plants juvéniles donnent de meilleurs résultats que ceux prélevés sur les individus âgés. Ainsi, les possibilités de production de cals par des fragments d'organes, tige ou feuilles diminuent (YAHIA MESSAOUD, 1992).

3-5- La callogenèse de l'embryon:
3-5-1- Cas des embryons matures:

        Les agrégats cellulaires d'embryons matures sont obtenus par extrusion de ces derniers en conditions aseptiques. Cette méthode de régénération crée au laboratoire est un procédé original qui offre l'avantage d'un gain de temps et de simplicité du mode opératoire, les procédés de régénération utilisés par NARENDER et al., (1994) et BECKER et al., (1994) pour l'induction de l'embryogenèse somatique au départ d'embryons immatures adaptés à nos conditions de culture. La plus parts des expériences sont réalisé à partir d'embryons prélevés sur caryopses mures, ces explants ont l'avantage d'être facilement disponible et d'être aussi performants qui les embryons immatures (BOU HARMONT, 1991). 
            L'utilisation des embryons matures pour l'induction du cals est reportée à celles des immatures (WANG et al., 1991).
3-5-2- Cas des embryons immatures:
            Les embryons sont prélevés en conditions aseptiques, 12 à 20 jours après fécondation. L'efficacité de la pression de la sélection est évaluée lorsque celle-ci est appliquée immédiatement, ainsi que l'avantage de combiner la molécule sélective à une source de carbone autre que le saccharose (DELPORTE et al., 1990).  

          Chez le blé, les embryons immatures produisent des cals embryogènes de manière reproductible et à haute fréquence, après transfert sur le milieu de régénération. Ces cals ont des capacités élevées pour la formation de multiples plantules. 

Les embryons immatures ont été utilisés extensivement à l'obtention des cals embryogénique dans la culture des tissus chez le maïs (JASBIR et al., 1991).

   Le problème qui entrave les embryons au cours de la Callogenèse est la germination des d'embryons.

4- La germination de l'embryon: 

4-1- Structure de l'embryon:

        Après la fécondation, l'œuf principal se segmente et s'organise. Il donne naissance à l'embryon qui est différencié par une radicule, une gemmule et un ou deux cotylédons selon qu'il s'agit d'une monocotylédone ou dicotylédone (figure N°04).

        L'embryon représente la structure essentielle de la graine, car il est à l'origine de la nouvelle plante au moment de la germination.
Figure 04: La structure de l'embryon des dicotylédones et des monocotylédones, source: MAZLIAK, (1982).
[image: image2.jpg]S|

Do NoNCKTROCRES




4-2-Définition de la germination:                                                                                                                                 

        Chez les céréales, on considère que l'émergence ou la germination a lieu lorsque la première feuille perce la coléoptile et que les racines séminales atteignent 1,5cm de longueur (PIRI, 1991).

        D'un point de vue agronomique, la germination est un processus dont les imites sont le début de l'hydratation de la semence et le tout début de la croissance de la radicule.

4-3- Mécanisme de la germination:

       Les processus physiologiques mis en jeu dans la germination sont très complexes, mais depuis quelques années, le concept de germination se précise. 
          Lors de l'imbibition, l'eau pénètre par capillarité dans les espaces libres des enveloppes et réveil le signal germination: l'hormone Gibbérelline. L'eau transporte l'hormone à l'intérieur de l'embryon vers la couche à aleurone de l'endosperme. L'acide Gibbérelline active le gène ADN pour produire l'enzyme amylase dans les cellules à aleurone, la transcription à l'intérieur du noyau et la traduction par les ribosomes dans des vésicules, est exportée à travers les cellules membranaires par l'exocytose. L'activité de l'amylase résulte une hydrolyse plus rapide des réserves de la graine, conduisant à l'apparition de sucres solubles à partir de l'amidon, ou d'acides aminés libres par dégradation des protéines. Le sucre va être transporté vers l'embryon et réalise la respiration de l'embryon. La radicule dépasse la couche de la graine, et la germination est réalisé (MAZLIAK, 1982) (figure 05).
Figure n° 05: Mécanisme de la germination chez l'embryon d'orge, Source: http:\invitro\seeds  and seed Germination
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Figure 04 : Mécanisme de la germination.
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4-4- Les facteurs généraux de la germination:

       Divers facteurs du milieu exercent un contrôle très précis de la germination. L'analyse de l'influence de l'un de ces facteurs ne peut pas faire abstraction des autres car ils s'interfèrent tous.

4-4-1-L'eau:

         L'eau doit être apportée à l'état liquide. Les semences peuvent bien fixer un peu de vapeur d'eau, mais jamais en quantité suffisante pour assurer la germination. C'est la raison pour laquelle les semences ne germent généralement pas quand elles sont complètement immergées (MAZLIAK, 1982).

4-2-L'oxygène:

         La Germination exige obligatoirement de l'oxygène. On a toute fois signalé des exemples de semences, celles de certaines espèces aquatiques en particulier, qui germent sans oxygène (MAZLIAK, 1982 et PIRI, 1991). 

4-4-3-La température:

      La température est certainement le facteur le plus important de la germination, mais son mécanisme d'action n'est pas toujours bien compris. 
          La température intervient indirectement en agissant sur la vitesse des réactions biochimiques, c'est la pour laquelle on pense souvent qu'il suffit d'élever la température, pour stimuler la germination. Mais cela n'est vrais que s'il n'existe aucun autre facteur limitant et en particulier si l'oxygène ne fait pas défaut (MAZLIAK, 1982).

5- La Rhizogenèse: 

                   La rhizogenèse est le phénomène d'organogenèse le plus généralement impliqué dans la multiplication végétative. 

                   Les concepts sur la rhizogenèse tentent de présenter des interprétations synthétiques d'un ensemble très complexe de données. Ces concepts ont évolué en même temps que nos connaissances sur les régulateurs de croissances (MARGARA, 1989). 

        L'étude de la rhizogenèse tient de plus en plus compte des interactions complexes de facteurs. Mais elle reste dominée par le problème de la régulation hormonale et en particulier par le rôle des Auxines dans l'organogenèse.

5-1- Le Concept d'une "Rhizocaline" spécifique:

        D'après MARGARA (1989), la première conception cohérente sur les mécanismes de la rhizogenèse a été formulée par BOULLENNE (1950). La néoformation de racine serait déclenchée par l'action d'une substance mobile synthétisée par les feuilles et migrant d'une manière polarisé vers la base de la tige. Cette substance hypothétique, spécifique de la rhizogenèse. Avait été appelée "Rhizocaline" elle serait transportée par le phloème et accumulée dans les bourgeons, les cotylédons et les graines.

 5-2- L'auxine et la rhizogenèse: 

        Le rôle central de l'Auxine dans le déclanchements hormonal de la rhizogenèse est suggéré à la fois par applications d'auxine exogène et par dosages d'hormone (AUGE, 1988).

       Le dosage de l'auxine endogène à la suite d'extraction et de tests biologiques confirme le rôle de l'auxine sur la rhizogenèse. 

       Le taux d'auxine peut s'accroître en relation avec la néoformation de racines (VARDJAN et NITSCH, 1961).
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