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Les cultures in vitro
par Frangois Manny

PREAMBULE

L'auteur fournit ici quelques informations concernant les cultures in vitro et ce,

principalement, dans le domaine vegetal. Ii tient ä remercier tout particulierement
l'entreprise Vitroculture S.A. ä Porrentruy. C'est au sein de cette derniere qu'il a eu
l'occasion de travailler dans ce domaine passionnant que sont les cultures in vitro.

1. QUE SIGNIFIE « CULTURES IN VITRO »?

IN VITRO, voilä un terme qui depuis quelques annees s'est echappe des labora-

toires, university et autres lieux ou la science medicale et la biologie le manipu-
laient couiamment, pour se retrouver dans la conversation de l'homme de la rue.

II fait parfois peur, il intrigue. Pour le scientifique, il est devenu un magnifique
outil de travail, une ouverture vers des applications toujours plus extraordinaires.

Ce terme est done utilise par les scientifiques depuis fort longtemps deja. Celui

qu'il convient de lui opposer est IN VIVO. Ce dernier signifie que l'organe, le tissu

ou les cellules dont on parle se situent ä «l'interieur» de l'organisme en question.
Et voila bien la particularite de 11N VITRO, c'est precisement de parvenir a main-

tenir en vie une parde d'un etre vivant ä l'exterieur de cet etie. Parfois, dans le cas des

vegetaux, c'est l'individu tout entier qui est maintenu en vie dans un milieu artificiel.

En suivant ces propos, tout un chacun aura l'impression de s'instruire sur une
science recente. En fait, il n'en est rien! Pensez done, les premieres cultures de tissus

ont ete realisees par Rechinger en 1893! II s'agissait de bourgeons de peuplier, frene,

betterave, pissenlit, etc. Ces resultats tombent cependant dans l'oubli. En 1902,

Haberlandt definit pour la premiere fois le probleme des cultures de tissus. Bien-

tot, ses idees les concernant sont appliquees au monde animal. C'est ainsi qu'en
1907, le physiologiste americain Harrison parvient ä cultiver un tube neural de

grenouille in vitro. D'autres chercheurs s'interessent ä ses decouvertes et les cultures

in vitro connaissent a cette epoque une belle expansion. Ce sont principalement
des tissus animaux qui sont cultives. Le monde vegetal ne se laisse pas encore

«manipuler». En 1934, la premiere culture de tissu vegetal — au sens strict du

terme — est enfin realise par Gautheret. H parvient ä cultiver des cals (amas de

cellules) d'ormes, de saule et de peuplier. Dans le monde animal, les progres ont ete

jusque-lä importants. En 1937, on cultive couiamment des fibroblastes, des cellules

endotheliales, des cellules musculaires, des cellules mesenchymateuses, des epitheliums,

des elements nerveux, etc.
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Cependant, les buts de tous ces travaux resteront ä cette epoque:
— pour les vegetaux: l'etude de la physiologie des tissus, leur formation, leur

developpement, etc.

— pour les animaux: l'effet de certaines substances sur les tissus, des tests pour
la recherche de virus (poliomyelite) et de vaccins, l'etude des tissus malades, l'etude
des tissus cancereux.

Notons bien au passage que, sans entrer dans le domaine strict des cultures in
vitro, l'utilisation des batteries et des levures pour la fabrication de la biere, des yog-
hourts, de Palcool, etc., etait dejä connue de longue date.

Buts: enonces d'une maniere breve, les buts des cultures in vitro sont de prele-

ver sur un etre vivant une partie de cet etre et de la maintenir en vie de fafon inde-

pendante, ahn d'effectuer sur eile des experimentations, de conduire des travaux de

recherche, ou bien de la multiplier, parfois meme afin de reconstituer l'etre entier.

Techniques: pour que le tissu cultive se maintienne en vie de maniere durable,
il faut que ses cellules se reproduisent, faute de quoi ces dernieres vieillissent, meu-
rent et dispataissent. In vitro, on a pu cultiver pendant plus de trente annees des

tissus provenant d'un poulet et duiant plus de dix ceux d'une carotte. Ce ne sont sans

doute pas des records!

Il faut done trouver des cellules susceptibles de se multiplier volontiers! Chez
les animaux, toute cellule possedant un noyau, sauf les cellules nerveuses, peut en

principe se diviser. On cultive les cellules epitheliales, les cellules musculaires, les

globules blancs, etc. Chez les vegetaux,
il faut aller chercher dans les meristemes.

2. BUTS ET TECHNIQUES

Ce sont des tissus de la plante formes
de cellules indifferenciees. Les divisions

y sont rapides et nombreuses (voir
figure 1).
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Fig. 1 - Localisation des meristemes primai-
res. 1. meristeme terminal; 2. meristeme axil-

laire; 3. m. adventif; 4. meristeme lateral de

la racine; 5. m. terminal de la racine (selon

Margara, modifie).
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Quelles sont les conditions necessaires ä la mise en place de telles cultures
L'element primordial est l'etat de proprete des cultures. Ii faut meme aller plus

loin que cela; tout doit se derouler en conditions steriles, ä l'image en quelque
sorte de ce qui se passe dans une salle d'operation. Les milieux de culture tout
d'abord, eux qui devront fournir aux cellules support et elements nutritifs, doivent
etre sterilises. Parfois, la sterilisation se fait directement dans le recipient final,
d'autres fois, le milieu est sterilise ä part puis ensuite coule dans le recipient devant
recevoir la culture. Le tissu vivant doit lui aussi faire l'objet de soins sprciaux. II
n'est pas possible de le steriliser au sens propre du terme. En effet les temperatures
n&essaires a une telle operation sont beaucoup trop elevees pour qu'un etre vivant
leur survive. On va done se contenter de le desinfecter au moyen de produits chi-

miques. Ceux-ci vont attaquer les micro-organismes vivant a la surface du tissu en
question. On peut utiliser par exemple Palcool, l'hypochlorite de calcium, l'eau

oxygenee, etc. Le fragment ä desinfecter va baigner dans une de ces substances

durant quelques instants, de quelques secondes ä quelques minutes selon la sensibi-

lite de l'objet. II sera ensuite rince plusieurs fois a l'eau sterile. Parlons maintenant
des ustensiles utilise; ils sont passes dans la flamme du bec bunsen entre chaque

manipulation et bien evidemment sterilise au prealable. Le lieu oü l'on travaille est

en principe reserve a cet usage. Ii s'agit d'une piece propre. Elle est equipee d'une
hotte ä flux d'air laminaire. L'air est pompq filtre puis pulse depuis le fond de

l'appareil en direction de l'utilisateur. Ainsi, cet endroit peut etre garanti exempt de

particules indesirables, bacteries, spores de champignons... (voir illustration 1).

Illustration 1 - Hotte a flux d'air laminaire.
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Pour plus de pr&autions encore, l'utilisateur de la hotte porte des gants steriles et

un masque.
Ainsi que nous l'avons deja dit, les milieux de culture vont apporter aux cellules

support et nourriture. Ces milieux peuvent etre liquides ou bien solides. De

quoi sont-ils compose? Nous parlerons ici des milieux de culture pour vegetaux.
1. II faut tout d'abord de l'eau et meme beaucoup d'eau, c'est elle qui represents

la plus grande part de ces milieux. On la distille au prealable; ce qui signifie que les

particules minerales presentes au depart vont etre eliminees.

2. Les constituants mineraux qui doivent se trouver dans le milieu sont ceux

qui ont ete reconnus comme etant necessaires ä la croissance de la plante entiere

dans son biotope. lis sont essentiels au metabolisme cellulaire. Citons-en quelques-

uns: N, K, Ca, Mg, P, S, qui sont des macro-elements et Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo,
etc. qui sont des micro-elements. La composition, le dosage varient en fonction de

l'espece cultivee.

3. Une source de carbone oiganique est egalement necessaire (saccarose,

glucose), en effet, la plante ne photosynthetise souvent pas assez pour produire elle-

meme tout le carbone dont elle a besoin.

4. Des vitamines sont ajoutees au milieu (voir illustrations 2 et 3).

Illustrations 2 et 3- Les cultures de gauche ont repu des vitamines, Celles de droite en sont
exemptes. Malgre le flou du clich£ on se rend compte de la difference.

5. Des hormones vegetales agissent comme coordinateurs de la croissance et du deve-

loppement de la plante. Une d'elles favorisera la formation de bourgeons, une autre celle
des racines, une autre encore provoquera l'apparition des fleurs. Le plus souvent ces

hormones sont dosees selon de savants melanges.
Le pH doit etre compris entre 5 et 6.

La temperature optimale se situe entre 23 et 30 degres Celsius; mais elle peut varier
selon les especes. La lumiere quant ä son intensity sa qualite et sa durM revet une importance

toute particuliere (voir illustration 4).
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Illustration 4 - Les cultures sont rclair&s par des tubes au neon selon des photoperiodes
variables.

3. COMMENT PROCEDE-T-ON?

Tout commence par le but du travail. Veut-on produire des plantes ornementa-
les Ou bien essaie-t-on de sauver telle espece qui semble menacee dans son milieu
naturel Ou bien encore cherche-t-on simplement une espece pouvant permettre
diverses experimentations?

On le constate, les motivations peuvent etre diverses. De tout cela va egalement

dependre le choix de l'espece. Certaines d'entre elles se laissent tres facilement tra-
vailler alors que d'autres «refusent» de se developper in vitro.

Une fois la plante choisie, on preleve d'aboid quelques zones possedant des

meristemes. Ensuite, ä l'aide dun ou l'autre des produits cites plus haut, les

fragments sont desinfectes puis rinces plusieurs fois ä l'eau sterile. Pour continuer, on
depose chacun d'eux sur le milieu de culture choisi. Quelques temps apres, si tout
va bien, l'observateur constate le developpement de nouvelles cellules, l'extrait
devient vert, signe que la plante a supporte la desinfection et repris son activite
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photosynthetique! Ensuite et selon le but defini au depart, il sera possible d'etudier
la plante, ou de la multiplier en d&oupant les nouveaux meristemes formes et ce,
durant des generations! Plus tard, lorsque la plantule aura forme son reseau de raci-

nes, on pourra tenter une acclimatation ä l'air libre. Cette operation est relative-

ment delicate. Ainsi, en peu de temps, obtient-on, a partir, d'un « petit morceau de

feuille», plusieurs milliers de jeunes plantes! (voirfigure 2).

Fig 2 - Schema de culture in vitro d'un vegetal. 1. Mise en culture d'un meristeme;
2. reprise de la croissance du meristeme; 3. formation de la plantule; 3a. la plantule est

fragments et distribuee dans plusieurs rsipients; 4. la plantule est mise en pot et acclimatee

a l'air ambiant; 5. eile se developpe et devient une plante a part entiere.

Dans le monde vegetal, on distingue grosso modo cinq types de cultures de

tissus:

a) Culture d'embryons.
Des graines sont desinfectees et l'embryon qu'elles contiennent est cultive,
soit avec ses reserves de nourriture, soit sans elles (les cotyledons sont eli-

mines).
b) Culture d'organes.

Les differents organes de la plante sont isoles et une fois desinfectes, ils peu-
vent etre multiplies puis ensuite redonner une plante entiere.

c) Culture de cals.

Un cal est un ensemble de cellules qui proliferent de maniere desorganisee.
Il est possible au moyen des hormones adequates d'inverser le processus et
de permettre au cal, apres l'avoir multiplie par exemple, de se transformer
en une plantule possedant des organes bien differencies.

148



d) Cultures de cellules.

Elle ressemble beaucoup au type pr&edent. Les cals, au lieu d'etre cultives

sur un milieu solide, sont multiple dans un liquide nutritif.
e) Culture de protoplastes.

Les protoplastes sont des cellules vegetales plasmolysees et debarrass&s au

moyen d'enzymes de leur paroi cellulosique. En effet les cellules vegetales

possedent deux membranes. Celle qui leur donne forme est precisement
celle qui est eliminre. Ii ne reste des lors que la membrane cytoplasmique;
la cellule prend l'allure d'une sphere. C'est sur ce type de cellules qu'il est

possible d'etudier des infections virales, la formation de la paroi ou encore
d'effectuer des hybridisations de cellules.

Parfois, on parvient ä obtenir a nouveau la plante entiere!

4. QUELQUES APPLICATIONS

II a deja ete fait etat de quelques applications dans le monde animal; citons-en

encore quelques-unes: l'hormone de croissance humaine (lutte contre le nanisme)
ainsi que 1'interferon (lutte contre le cancer) sont extraits de cellules humaines cul-

tivfe in vitro. Ce sont des cellules de prepuces cultivees sur des petites billes de dex-

trane. On peut aussi obtenir de 1'interferon ou de l'hormone de croissance en fai-

sant travailler des batteries «instruites» par genie genetique. Cependant, on prefere
actuellement utiliser des tissus animaux ou humains plutot que des batteries; en
effet, il suffirait de la moindre erreur dans la transcription et la substance serait reje-

t& par le patient.
Dans le monde vegetal maintenant, void quelques exemples d'utilisation des

techniques de cultures in vitro: on peut actuellement cultiver des embryons inter-

specifiques qui normalement ne germent pas. On peut ainsi obtenir de nouvelles

especes ou de nouvelles varietes d'orchidees, d'arbres fruitiers.
Le palmier ä huile germe in vivo en plusieurs mois; in vitro, il ne lui faut que

quelques jours.
Des plantes ornementales comme les begonias, fresias, orchidees, etc., sont mul-

tipliees par micropropagation. Ainsi, dans le cas de la Saintpaulia, obtient-on en

une annee ä partir d'une plante, non pas quarante nouveaux exemplaires comme

par le passq mais dix mille!
Un autre exemple encore; certaines plantes etaient «traditionnellement» para-

sitees par des virus, or dans les meristemes le virus n'est pas encore installe En pre-
levant ces derniers, puis en les multiphant in vitro, il a ete possible de sauver certaines

varietes de choux-fleurs, fraisiers, oeillets, fruitiers, etc.
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5. QU'OFFRE -T -ELLE Ä L'HOMME ET Ä LA RECHERCHE?

C'est dejä un merveilleux outil de travail pour la recherche. Grace a Pin vitro,
on a en toute saison des vegetaux disponibles pour realiser certaines experiences
ainsi que pour demarrer une production maraichere, par exemple. C'est en partie
a cela que l'on doit les fraises en hiver, les cerises en automne; les orchidees tropica-
les sont desormais vendues dans les grandes surfaces, elles sont done a la portee de

chacun. On produit des substances pharmaceutiques, des medicaments. On peut
cultiver in vitro les globules blancs d'un malade, les stimuler ä lutter contre la
maladie en question, puis les reinjecter dans le patient. L'in vitro a permis la mise

au point et l'expansion de techniques appartenant au genie genetique. Des cellules

de moelle osseuse, provenant d'un donneur, sont cultivees in vitro avant d'etre

injectees dans la circulation sanguine du receveur atteint de leucemie. Ces nouvelles
cellules retrouvent d'elles-memes les sites ou elles doivent s'installer.

In vitro, c'est aussi et c'est peut-etre cela qui l'a rendu celebre, «la fecondation in
vitro» ou fivette, espoir rendu a de nombreux couples sans enfant.

Un dernier exemple pour terminer ce propos, exemple qui se veut aussi un petit
clin d'oeil. On peut extraire le code genetique, le brin d'ADN qui permet ä la luciole
de briller dans la nuit. Imaginez que ce brin d'ADN, ce message a ete introduit dans

des protoplastes de mats et que, ä partir de lä, on a obtenu un plant de mais complet
avec l'ADN de l'insecte! Voilä une plante lumineuse. A quand, les candelabres vegetaux

Cette plante existel Mais elle est bien cachee dans un institut de recherche et ce

n'est sans doute pas demain quelle en sortira. Dommage, peut-etre!
Ceci pour bien rappeler que l'homme conserve un certain respect, une cer-

taine ethique vis-a-vis de ce monde extraordinaire.

Frangois Marmy
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