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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 83 (3), 205—212 (1973)

Culture de protonemas
de Polytrichum en milieu liquide

par Jaques Naef et Marie-Therese Misset

Departement de Biologie vegetale,
Universite de Geneve

Manuscrit re?u le 6 juillet 1973

On sait que les protonemas de mousses sont sensibles ä Taction des cyto-
kinines au point d'etre utilises dans des tests de croissance. En effet, Funaria
hygrometrica est l'espece la plus sensible, et eile peut repondre en moins de

24 heures ä Taction d'une cytokinine ajoutee au milieu de culture en produisant
de nombreux bourgeons gametophytiques.

A la suite des travaux de Gorton et al. (1957); Kofier (1959); Mitra et

Allsopp (1959); Bopp (1962), Sweykowska (1962) a etudie l'effet de la kinetine
sur les protonemas de Funaria hygrometrica. La Stimulation de la formation
de bourgeons n'est pas le fait de la seule kinetine. Bopp et al. (1967) ont trouve

qu'il existe une relation entre la kinetine et le nombre de bourgeons formes.
Certains auteurs dont Gorton et Eakin (1957) ont essaye plusieurs derives de

la purine N-6 substituee sur Tortella caespitosa et ont trouve que ces substances

sont actives sans toutefois montrer qu'il existe une relation quantitative. Hahn

et Bopp (1968) puis Sweykowska (1970) ont mis au point un test cytokinine
base sur l'induction de bourgeons neoformes par les protonemas de Funaria.

Gorton et al. (1957) ont montre que la diphenyluree etait sans effet dans leurs

conditions experimentales. Simon (communication personnelle) a obtenu un
effet synergique avec le 2iP en utilisant la phenylureidopurine dans des cultures

de Funaria.
Parmi les mousses assez repandues dans nos regions, Polytrichum n'a pas fait

l'objet d'etudes sur la culture in vitro en milieu liquide des spores, sur le

bourgeonnement des protonemas et leur stimulation sous l'effet des cytokinines.
II nous semblait que la taille des sporanges et la relative abondance de ce genre
dans certains biotopes devraient permettre de realiser assez facilement des

cultures en milieu liquide.
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Materiel et methodes

Des capsules de Polytrichum formosum Hedw. ont ete recoltees a la fin de l'ete et
maintenues au sec et ä l'obscurite pendant 4 mois avant la mise en culture des spores.
Les spores sont liberees aseptiquement des sporanges apres la sterilisation de ces derniers
selon le precede de Sweykowska (1965), puis recueillies Sur un fil de platine et
transferees dans le recipient oü l'on realise la preculture.

Les subcultures experimentales sont realisees dans des erlenmeyers d'un litre contenant
500 ml de milieu.

Les cultures sont realisees dans le milieu liquide de Kofier (1959) en chambre climatisee
ä 22° C. L'eclairement est fourni par les tubes lumineux Philips TL 40 no 5 5 pendant
14 heures, suivi d'une periode d'obscurite de 10 heures. On mesure 2 300 lux ä 20 cm.

Tous les flacons sont munis d'un tube d'aeration relie ä une pompe qui permet simul-
tanement de realiser un bonne oxygenation et de mettre constamment les protonemas en
suspension afin d'eviter qu'ils s'agglomerent ou adherent au verre.

Abreviatiort: 2iP N6-(A2-isopentenyl)adenine.

Legendes de la planche

Protonemas de Polytrichum cultives en milieu liquide.

Fig. 1:

28 jours. Temoin. Agrandissement: x 145. Remarquer l'absence de bourgeons.

Fig. 2:
28 jours dont 18 dans 2iP 0,05 qM. Agrandissement: x 145. Remarquer la presence de
ramifications courtes.

Fig. 3:

28 jours dont 18 dans 2iP 0,5 qM. Agrandissement: x 145.
Remarquer deux bourgeons en formation.

Fig. 4:

28 jours dont 18 dans 2iP 5 qM. Agrandissement: x 145.
Remarquer la formation des feuilles.

Fig. 5:

28 jours. Temoin. Agrandissement: x 50.

Fig. 6:

28 jours dont 18 dans 2iP qM. Agrandissement: x 50.
Remarquer la presence de plusieurs bourgeons bien formes.

Fig. 7:

21 jours dont 11 dans 2iP 5 qM. Agrandissement: x 145.
Remarquer les Stades initiaux de la formation des bourgeons.

Fig. 8:
21 jours dont 11 dans du glucose 0,5%. Agrandissement: x 50.
Remarquer la croissance homogene sans bourgeons.
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Resultats:

a) Culture en milieu mineral

Les spores de Polytrichum germent tout ä fait normalement dans les conditions
experimentales decntes Toutefois le temps de germination est plus long que celui
qui est necessaire pour Funaria. La spore germe le plus souvent en formant deux
tubes de germination opposes, ce qui est rarement le cas chez Funaria.

Les protonemas formes des le 13eme jour apres la mise en culture presentent
des cellules de dimensions tres variables et la ramification qui est tres reguliere
chez Funaria parait etre assez desordonnee chez Polytrichum

II arrive frequemment que dans la meme culture on trouve un grand nombre
de cellules globuleuses Ces cellules sont visibles chez Funaria seulement apres
un temps de culture asssez long et lorsque le pH du milieu s'est abaisse de
6,5 environ ä 4, c'est ä dire dans des conditions assez defavorables qui causent
d'ailleurs un brumssement des cellules. Toutefois, chez Polytrichum les cellules
restent normalement vertes et le pH ne s'est pas abaisse fortement, car nos
experiences n'ont pas depasse 34 jours de culture

Le nombre de protonemas formes est moms eleve chez Polytrichum que chez
Funaria et ll est assez irreguher Cela peut provemr du nombre de spores qui
germent

Dans nos conditions nous n'avons pas observe la formation spontanee de
bourgeons, (fig. 1 et 5)

Apres 20 jours de culture, on observe assez frequemment une proliferation
de cellules rayonnant ä partir d'un centre dans plusieurs directions opposees
avec des ramifications courtes, ce que nous n'observons pas dans nos cultures
de Funaria

b) Effet du glucose

Le glucose favonse la croissance des protonemas de Funaria (Sweykowska,
1962). Comme la masse de protonemas formes dans nos cultures paraissait
assez faible, nous avons alors cultive les spores dans un milieu additionne de
glucose ä raison de 0,25%, 0,5%, 1%.

Les spores ont ete tout d'abord precultivees en milieu mineral pendant
10 jours puis transferees pendant 14 jours dans un milieu frais glucose. Cela
a pour effet d'accroltre considerablement la masse des protonemas formes
dans les conditions les plus favorables. La concentration la plus efficace est
0,5% On obtient amsi 0,710 mg de tissus frais par ml, c'est ä dire environ
10 fois plus que dans la culture temom. A la concentration de 0,25% de
glucose on obtient 3 fois plus de matiere fraiche que dans la culture temom
soit 0,213 mg par ml, et ä la concentration de 1% on obtient une legere
augmentation du poids de matiere fraiche qui n'est pas significative

Si le glucose favonse la croissance des protonemas ll ne modifie pas la structure
de ces dermers et n'en change pas la morphogenese. (fig. 8)
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c) Effet du 2iP

Le 2iP a ete ajoute au milieu de culture ä raison de 0,05; 0,5; 5 /iM. Sur des

protonemas äges de 34 jours le 2iP a manifeste son effet en stimulant la formation
de bourgeons 72 heures apres leur transfert dans le nouveau milieu. II s'agit dans

ce cas d'un Stade de developpement bien differencie et non pas du premier qui
est difficile ä reconnaitre avec certitude. Ce temps est environ trois fois plus
long que celui requis par les protonemas de Funaria. II y a eu un nombre peu
eleve de bourgeons formes et nous avons renonce ä faire une estimation
quantitative car eile etait aleatoire. De plus, nous n'avons pas constate une tres
nette difference en fonction des doses fournies, ce qui semble indiquer en

complement que ces protonemas sont assez peu sensibles.
Dans une autre experience, les protonemas ont tout d'abord ete precultives

pendant 10 jours en milieu mineral simple, puis transferes dans un milieu
additionne de 2iP. Nous avons pu constater que la periode d'induction est assez

tardive et qu'elle ne se situe pas avant le 2lerne jour de culture (10 jours de

preculture + 11 jours 2iP) (fig. 7). Au 28eme jour, des bourgeons ont ete
nettement formes sous l'effet des deux plus fortes concentrations de 2iP (fig 3 et 4).
La plupart des bourgeons formes sous l'effet de 5 /rM de 2iP ne sont pas normaux.
Iis se presentent comme de petites masses pluricellulaires entourees de filaments
tres courts que l'on peut considerer comme des pseudofeuilles. Par contre d'autres

presentent une structure normale. Iis sont tous plus gros et plus nombreux que
ceux que l'on obtient avec une concentration 10 fois plus faible de 2iP.

209



Discussion

La mousse du genre Polytrichum semble etre un materiel favorable ä 1'etude
du developpement. Un certain nombre d'autres especes ont ete utilisees dans
ce sens par Gorton et al. (1957); Kofler (1959); Sweykowska (1962); Bopp et
Brandes (1964); Nebel et Naylor (1968).

L'initiation de la formation de bourgeons depend beaucoup des conditions
experimentales (Nebel et Naylor, 1968), de sorte que les resultats que nous
avons obtenus jusqu'ä maintenant sont susceptibles d'etre modifies par la suite.
II faut aussi noter, comme l'a justement demontre Sweykowska (1968), que
les caulonemas typiques ä partir desquels se forment normalement les bourgeons
(Brandes et Kende, 1968) apparaissent rarement ou irregulierement en milieu
liquide. Cela peut done influencer le type de reponse morphogenetique recherche.

Dans certaines de nos experiences la masse totale des protonemas n'a pas
donne des valeurs toujours comparables. A la suite des travaux de Larpent-Gouraud
(1968) nous pensons que des differences dans le nombre de spores peut en etre
l'origine.

Sweykowska (1968) a montre que la kinetine permet d'accelerer l'apparition
des bourgeons. L'importance du röle joue par le 2iP et de composes voisins a ete
mentionnee par Sweykowska (1969), Skoog et Armstrong (1970), Berthier (1970)
et Naef (1972). Nous avons pu mettre en evidence la reponse des protonemas
de Polytrichum au 2iP qui se traduit par la formation de bourgeons apres une
Periode d'induction particulierement longue. La sensibilite est environ 10 fois
plus faible que celle que l'on note chez Funaria. (Sweykowska, 1969; Simon, 1970).
II nous parait interessant de relever que nous obtenons des bourgeons sous
l'effet du 2iP alors que nous n'en avons pas obtenu dans la culture temoin. On
peut se demander dans ce cas si le „facteur H" defini par Bopp et Klein (1963) est
synthetise par les protonemas de Polytrichum places dans nos conditions de
culture.

II nous semble important de noter aussi la presence simultanee de bourgeons
normaux et de bourgeons formant ulterieurement des masses cellulaires ressemblant
ä des cals. En effet, Spiess et al (1971) ont obtenu de telles masses lorsque les
protonemas etaient cultives en presence de fortes concentrations de kinetine.
Nous avons remarque enfin qu'un sejour prolonge des protonemas dans le milieu
contenant la cytokinine ne change pas le temps de latence necessaire ä l'induction
des bourgeons et qu'apres un certain temps (34 jours au moins), les protonemas
repondent ä des doses de cytokinine sans presenter un rapport etroit avec la
concentration de cette substance.

L'effet du glucose sur le poids de matiere fraiche formee nous a incite ä

comparer nos premiers resultats avec ceux que l'on peut obtenir en ajoutant
simultanement du glucose et de 2iP au milieu de culture. Des experiences actuelle-
ment en cours nous permettront d'ameliorer le rendement de la culture des

protonemas et de preciser les effets du 2iP sur le developpement des bourgeons.
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Resume

Le developpement des spores de Polytrichum formosum cultivees en milieu
liquide est etudie et compare ä celui que Ton observe chez Funaria. L'influence
du glucose sur la croissance des protonemas est recherchee et l'effet d'une
cytokimne (2iP) sur la formation des bourgeons est demontree

Zusammenfassung

Die Entwicklung der in Nährlösung gezüchteten Sporen von Polytrichum
formosum wird mit derjenigen von Funaria verglichen. Es wird der Emfluss von
Glukose auf das Wachstum der Protonemata untersucht und die Wirkung eines

Cytokinms (2iP) auf die Knospenbildung nachgewiesen.

Summary

The development of Polytrichum formosum spores cultured in liquid medium
is compared to that observed in Funaria cultures. The influence of glucose on
protonematal growth is examined and the budding response to a cytokinm (2iP)
is demonstrated.

Nous exprimons notre gratitude au Prof. Folke Skoog (Universile de Wisconsin) pour
le 2iP qu'il nous a remis et au Dr. Ch.-Ed. Bonner (Conservatoire botanique, Geneve) pour
la determination de la mousse.
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