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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La Biotechnologie végétale est une technologie en progrés. Elle
représente de nos jours une partie importante des techniques scien-
tifiques d’avant — garde. Elle se base sur les différentes méthodes de
culture in vitro de cellules et de tissus végétaux, et s associe avec la
Biologie moléculaire.

Les techniques de culture in vitro ont été développées pendant
une grand epartie de ce siécle, et ceci, depuis 1902 (Haberlandt).

A partir de ce moment la et jusqu’a la fin des années 1950, di-
verses techniques de culture ont été développées. La théorie de la
“totipotence” d’une seule cellule fut démontrée, et la théorie de la
régulation par des hormones de la formation des organes fut
améliorée.

Aprés les années 1960, ces travaux ont stimulé les technologies
de culture de cellules et de tissus végétaux, pour aboutir au
développement de la multiplication végétative en masse, ou micro-
propagation industrielle, a 1’obtention de plantes saines & partir de
méristémes de plantes virosées, a la production de métabolites secon-
daires, a la création de nouvelles espéces, a la conservation de
graines de haute qualité. Ces techniques complétes de culture in
vitro palliérent certains des défauts des méthodes classiques de
sélection de variétés comme par exemple 1’ utilisation des méthodes
conventionnelles d’ hybridation qui nécessitent beaucoup de temps
pour identifier des génotypes et aboutir & la création de nouvelles

variétés. De plus, des caractéres indésirables étaient également sus-
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ceptibles d’étre présents dans la descendance.

Depuis les années 1980, 1’ usage des techniques de 1" ADN
recombinant et les études sur la facon de transférer ces génes chez
des plantes réceptrices ont élargi ce domaine. Ces travaux ont rendu
possible la manipulation génétique de maniére intensive et appro-
fondie. Ces nouvelles techniques permettent d’aborder des aspects
fondamentaux tels que la fixation de 1’ azote et son assimilation, I’
adaptation de la plante & diverses conditions de culture, la production
de métabolites secondaires, 1’identification et 1'isolement de certains
génes d’ intérét existant chez les espéces sauvages et leur transfert
dans les génomes végétaux. Depuis, la Biotechnologie végétale a un
impact trés important sur les aspects de |’ agriculture ou de I'industrie
pharmaceutique. De plus en plus de pays utilisent et/ou développent
la Biotechnoloie végétale afin d’améliorer 1’environnement de I'Hom-
me.

La Biotechnologie végétale est un domaine pluridisciplinaire. La
gamme de recherche est trés large, par exemple, régénération de
plantes, les relations entre morphologie et développement des cellules
végétales, |'hybridation somatique (fusion de protoplastes), I’anal-
yse du génome vegetal ( “gene mapping”), le clonage de génes et
leur expression dans divers systémes, les technologies de fermenta-
tion, “RFLP”, “RAPD”, sont des sujets abordés par la Biotechn-
ologie végétale. '

Notre étude traite un des aspects de la Biotechnologie végétale:
la recherche du potentiel de régénération de plantes et Iapplication a
la transformation génétique au moyen d’ Agrobacterium chez une
plante médicinale, la Jusquiame noire ( Hyoscyamus niger ). Les
techniques de transformation génétique de plantes par Agrobacteri-
um, découvertes les années 1980, sont en pleine expansion depuis
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les années 90. Leurs objectifs principaux portent sur |’obtention de
plantes résistantes A divers pesticides, insecticides et autres herbi-
cides, & des maladies ainsi que sur le développement des
améliorations concernant les processus de transformation des produits

végétaux a I'échelle industrielle.

f
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ABREVIATIONS 4’

ABREVIATIONS

Agrobacterium %
acide indole acétique
acide indole butyrique
acide naphtaléne acétique
persulfate d’ammonium

acétosyringone

6 — benzylaminopurine
“hexadecyltrimethyl — ammonium bromide” |i"|

acide 2, 4 — dichlorophénoxyacétique

4’, 6 — diamidino— 2 — phenylindole

cytophotometrie en flux

chromatographie phase gazeuse — spectrométrie de
masse

B — glucuronidase

Hyoscyamus

chromatographie liquide haute performance

hygromycine phosphotransférase

N6 — (2 - isopentenyl) adenine

résistant a la kanamycine

bordure gauche

milieu de Luria Broth (Miller, 1972)

Linsmaier and Skoog (1965)

acide morpholino — éthane sulfonique

myo — inositol
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MS: Murashige and Skoog (1962)

NN: Nisch and Nisch (1969)

NEpHGE : “non — equilibrium pH gradient electrophoresis”

NOS: nopaline synthase

NPTII: néomycine phosphotransférase [

PCR: réaction d’amplification d’ADN

MU: methylumbelliferone

MUG: 4 — methylumbelliferyl B — D - glucuronide

PVP: polyvinylpyrrolidone

RB: bordure droite

RMN: Résonnance magnétique nucléaire

SDS—-PAGE: “sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis”

SSC: “NaCl + sodium citrate”

TBE: “Tris - borate + EDTA”

T-DNA: acide désoxyribonucléique transféré

TEMED: N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamine

TLC: chromatographie sur couche mince

X - Gluc: sel cyclohexylammonium de 1’acide 5 — bromo — 4 —
chloro — 3 - indolyl = 8~ D - glucuronique
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. HISTOIRE DE LA CULTURE IN VITRO

1.1 Hypothése, essai et démonstration de la tptipotenoe'

de la cellule végétale

L’idée de la totipotence cellulaire a été émise, dés 1838, par
Schleiden, puis par Schwann en 1839. Mais, c’est Haberlandt qui,
en 1902, fit le premier essai sur milieu de culture et obtint la survie
d’amas cellulaires pendant une longue période. Son expérience ne fut
pas une réussite parce qu’ il n'y eut pas de multiplication cellulaire.
Ce sont White (1934) et d’autres chercheurs (Went and Thimann
1937; Gautheret 1937, 1938) qui ont obtenu, en utilisant les aux-
ines (AIA) dans le milieu, des cultures indéfinies de racines . Leurs
résultats furent publiés en méme temps que ceux de Nobécourt
(1937, 1938a, b) se rapportant a la prolifération des cellules de
Carotte et au développement de bourgeons de jeunes feuilles du N.
glauca x N. langsdorffi. Les travaux de recherche se rapportant a
I'induction de la différenciation vasculaire ont été menés par Camus
en 1949. Par la suite, d’autres auteurs travaillérent sur les facteurs
contrdlant la différenciation de tissus vasculaires (Wetmore and So-
rokin, 1955; Wetmore and Rier, 1963; Jeffs and Northcote 1967).
Cest au cours des études sur |'induction de bourgeons a partir d’ex-
plants de Tabac par Miller et Skoog (1953) que fut découverte la




