TRAVAUX PRATIQUES – BIOTECHNOLOGIES VEGETALES

Septembre 2011
Techniques de base de cultures in vitro

Planning général des séances

Les objectifs des séances de TP sont les suivants :

· Initiation à la manipulation d’explants végétaux en conditions stériles (principales précautions de base pour éviter les contaminations, spécificités du travail sous hottes à flux vertical et horizontal, stérilisation d’explants…) 

· Réflexion concrète sur la composition minérale et carbonée de milieux de cultures 

· Illustration du contrôle de la callogénèse et de l’organogénèse par les phytohormones

· Initiation à la préparation de cultures de suspensions cellulaires et de protoplastes

4 expériences seront réalisées en parallèle, la plupart se déroulant sur plusieurs séances. 

Les étudiants travailleront en binômes.

Expérience n°1

Objectif général : Repiquer en conditions stériles des explants sur des milieux contenant des phytohormones pour observer l’effet de différentes balances hormonales sur l’organogénèse et la callogénèse. 

Cette expérience se déroule entre les séances n°1 et n°2. Au cours de la séance n°1, les étudiants vont couler des boites de pétri de milieu B5 (Gamborg) + 30 g/L saccharose additionné d’AIA, de 2,4D et/ou de BAP aux différentes concentrations convenues, des plantules d’Arabidopsis cultivées in vitro seront mises à disposition pour repiquage des cotylédons et des jeunes racines sur ces boites contenant les hormones. Quelques semaines plus tard, la croissance des cals et organes sera observée. A priori, pour des raisons pratiques, aucun transfert d’explants d’un milieu à un autre n’est prévu. 
Expérience n°2 

Objectif général : Appréhender l’importance d’un des éléments d’un milieu de culture, parvenir à définir une limite de carence et de toxicité pour cet élément. Pour cela, définir un plan d’expérience approprié (en concertation avec les enseignants). 

Deux possibilités : 

· Faire varier un élément du milieu Hoagland (au choix) et évaluer l’impact sur la croissance racinaire et foliaire de plantules d’Arabidopsis

Cette expérience se déroule en plusieurs étapes
Au cours de la séance de TD, les étudiants définissent leur plan d’expérience avec les enseignants, réalisent les calculs de dilution pour les milieux de culture qui seront ensuite préparés au cours de séance de TP n°1 puis autoclavés par le personnel enseignant avant la séance suivante. Au cours de cette séance n°1 des graines d’Arabidopsis seront stérilisées (stérilisation de surface) et conservées pour la séance du lendemain.
Au cours de la seconde séance, les milieux seront coulés dans des boites de pétri. Ces boites seront utilisées pour semer des graines d’Arabidopsis 

Au cours de la troisième séance, les étudiants pourront évaluer la croissance des plantules au travers de mesures de croissance racinaire et de masses de plantules.
Expérience n°3
Objectif général : préparer des protoplastes à partir de différents tissus. Evaluer leur viabilité. Tester l’effet d’un traitement par de l’acide salicylique susceptible de déclencher l’apoptose. Réaliser une fusion de protoplastes à partir de cellules de chou rouge et de poireau. 

Au cours de la séance n° 3 ; les tissus seront traités le matin, les protoplastes seront préparés en début d’après midi, pour étude de viabilité sous microscope 
Expérience n°4

Au cours de la séance 3, pendant l’étape de digestion des protoplastes, travail sur la série de mutants transparent testa cf polycopié « TP graines jaunes »
Instructions à suivre pour travailler en cultures in vitro :                                                                                                      
· Se laver les mains au savon, puis avec de l’éthanol 70° avant de procéder à toutes les manipulations sous la hotte

· Toutes les étapes de mise en culture in vitro se déroulent sous une hotte à flux laminaire vertical préalablement nettoyée à l’éthanol 70°

· En fonction de la direction du flux d’air stérile sous les hottes, bien dégager l’espace où l’on manipule de façon à ce que l’air puisse circuler correctement. Penser à la disposition des instruments à utiliser pour l’expérimentation avant de commencer.

· Les solutions, milieux, le matériel en verre (bouteilles, pots) le matériel métallique (pinces, lames, scalpel, ciseaux) et le papier sont stérilisés par un autoclavage de 20 mn à 120°C à 1 bar.

SEANCES n°1 et n°2
Préparation des boites de culture

Nettoyage et mise en place des instruments

Allumer la hotte à flux laminaire

Se nettoyer les mains et les bras au savon puis à l’éthanol 70°

Nettoyer la hotte à flux laminaire avec du papier essuie-tout imbibé d’éthanol 70°

Remarque préliminaire: une boite de pétri de 9 cm de diamètre peut être remplie avec environ 20-30 ml.

Couler les boites (B5) 30 avec les différentes balances hormonales pour l’organogenèse (Expérience 1)
Chaque binôme coule 10 boites

Matériel

500 ml de milieu B5 (Macroéléments+microéléments+vitamines+30 g saccharose/litre) agar 0.8%, autoclavé puis solidifié pour 2 binômes (250 mL pour chaque binôme)
10 boites de pétri de 9 cm par binome
micro onde

Solutions d’AIA, 2,4D, BAP et kinétine : 10mg de chaque

ethanol 100%

Eppendorfs stériles
Tubes falcons stériles

Portoirs à tubes eppendorfs et à tubes de 50 ml type falcon et 15 mL
Mode opératoire
A partir de 10 mg de poudre de chacune des deux substances de croissance, préparer une solution stock dans un eppendorf dans de l’éthanol à une concentration telle que le volume d’éthanol ajouté ne dépasse pas 1% du volume total de la boite de pétri. Si besoin, ajouter quelques gouttes de KOH pour achever de dissoudre les hormones.
Desserrer légèrement le bouchon de la bouteille avant de liquéfier le milieu MS au four à micro-ondes en vérifiant toutes les 15-20s de l’avancement de la liquéfaction ainsi que de la pression dans la bouteille. Agiter manuellement pour homogénéiser.

Laisser la bouteille refroidir sous la hotte jusqu’à ce qu’elle atteigne une température compatible avec une prise en main indolore (environ 60°C)

Ouvrir un sac de boites de pétri. Disposer les boites sous la hotte.

Les hormones sont mélangées avec 20 ml de milieu en surfusion dans un un tube Falcon de 50 ml immédiatement avant de couler. 
Veiller à ce que ni les mains, ni la bouteille ne vienne à passer au dessus des boites ouvertes. En effet, le flux d’air stérile de haut en bas peut entraîner des contaminants vers la boite. 

Laisser les boites solidifier sous la hotte 
Concevoir un plan d’expérience permettant de tester soit la meilleure balance auxin/CK pour obtenir de la callogénèse, soit la meilleure balance auxin/CK pour obtenir de l’organogénèse (mais nous n’aurons pas la possibilité de faire se succéder l’étape de callogénèse puis d’organogénèse). Résumer l’expérience avec un tableau selon l’exemple suivant qu’on pourra modifier éventuellement :
	
	Auxine 0


	Auxine  0.05 mg/L


	Auxine 0.5 mg/L


	Auxine 2 mg/L



	CK 0
	X
	X
	X
	X

	CK 0.05 mg/L
	X
	X
	
	

	CK 0.5 mg/L
	X
	
	X
	

	CK 2 mg /L
	X
	
	
	X


Préparer des milieux Hoagland en faisant varier la teneur en certains micro-éléments (Experience n°2)
Chaque binôme étudie  l’effet de la concentration pour un élément X (au choix) pour le milieu Hoagland (pour l’effet sur la croissance de plantules) Il s’agira de tester 4 concentrations à définir, avec deux répétitions, soit 8 boites par binôme (50 mL par boite de pétri, soit 400 mL de milieu au total)

Réaliser une bouteille contenant un milieu complet à l’exception de l’élément retenu + 1% d’agar, Cette bouteille sera autoclavée par les enseignants pour la séance n°2. (Attention à ne pas excéder un volume de 450 mL dans une bouteille de 500 mL afin de permettre l’utilisation du microonde le jour du TP n°2 pour liquéfier le milieu de culture qui aura pris en masse après autoclavage).  

Les étudiants disposent des poudres correspondant aux macro-éléments et sucres. 

Les étudiants disposent également de solutions stocks concentrées de micro-éléments. Les concentrations pour chacune de ces solutions sont indiquées dans un tableau ci après.
Une ou plusieurs solutions stock concentrée stérilisée par filtration (filtre 0,22µm) seront réalisées pour l’élément à faire varier qui sera ajouté au contenu des bouteilles après autoclave (exemple : si on fait varier la nature de la source carbonée, on pourra préparer une solution mère de saccharose, une de glucose, une de mannitol..). 
Le jour de couler les boites (séance n°2), les étudiants disposeront donc d’une part d’une bouteille contenant tous les éléments sauf 1, et d’autre part une solution stock stérile d’un élément à faire varier. Il s’agira alors de mélanger dans un tube falcon le milieu en surfusion avec une quantité à définir de la solution stock stérile, pour couler les boites de pétri. 
	
	Masse molaire (g/mol)
	Hoagland

(g/L)
	MS

(g/L) (à titre indicatif)

	NH4NO3
	80,04
	
	1,65

	KNO3
	101,1
	0,51
	1,9

	MgSO4, 7H2O
	246,5
	0,49
	0.37

	CaCl2, 2H2O
	147
	
	0,44

	Ca(NO3)2, 4H2O
	236,15
	1,18
	

	KH2PO4
	136,1
	0,14
	0,17
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Germination des graines d’Arabidopsis
Matériel

Pastille de javel

2 Bechers de 100 ml

1 erlenmeyer de 250 ml qui sert de poubelle liquide sous la hotte

Graines d’arabidopsis 
Protocole

Une pastille de javel est dissoute dans 50ml d’eau distillée (becher sous agitation avec un barreau magnétique + couvercle aluminium). A 5 ml de cette solution sont ajoutés 45 ml d’éthanol pour donner la solution de stérilisation. Les graines sont suspendues dans 1 ml de cette solution dans des microtubes, dispersées par inversion. Pour chaque binôme, préparer 1 lots de graines à stériliser. 
Après 7-8 min, le surnageant est prélevé, jeté et remplacé par de l’éthanol pour rincer les graines 20 sec. L’éthanol est à son tour prélevé, jeté et on procède alors à 2 rinçages supplémentaires avec de l’éthanol. Après le dernier rinçage, un maximum d’éthanol est retiré du tube. Les tubes contenant les graines sont placés sous le flux stérile de la hotte afin de faire évaporer les traces résiduelles d’éthanol (30 min). Suite à ce séchage, le lot de graines sera suspendu dans de l’eau stérile dans les microtubes, pour procéder au semis. Pour chaque boite, déposer au moins 30 graines, à la pipette  P1000.
Les boites doivent être placées à 4°C à l’envers (gélose vers le haut) pendant 2 jours pour une étape dite de stratification qui permet d’optimiser la levée de dormance et d’avoir une germination rapide et synchronisée. Les boites seront ensuite placées dans une chambre phytotronique pour la germination et la croissance.  
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1

2 |Comparaison des compositions minérales des principaux milieux de culture

3

4 Hoag NN | Ms B5S Hoag NN  Ms = BS

5 concentrations finales

6 [Macro Macro

7 F mgiL mglL  mglL mM | mM mM | mM

8 |(NH4)2504 1321 0 0 134 [(NH4)2504 00 00 00 10

9 [NH4NO3 80.04 720 1850 D [NH4NO3 00 90 206 00
10 [KNOS 1014 510 950 1900 2500 |KNO3 50 94 188 247
11|MgS04,7H20 | 2465 490 185 370 250 |MgSO4,7H20 20 08 15 | 1D
12|caCi2, 2H20 147 186 440 150 [CaCi2,2H20 0O 14 30 10
13[Ca(NO3)2,4H20 2362 1180 Ca(NO3)2, 4H2C 5.0

14 |KH2PO4 1361 138 B8 170 D |KHZPO4 10 05 12 00
15[K2HPO4, 3H2O | 228 K2HPO4

16 |NaH2PO4 138 0 0 150 [NaH2PO4 00 00 00 11
17

18 [Fer mglL | mglL mgiL [Fer WM @M uM | M
18 Na2EDTA 3722 3725 3725 28 |NalEDTA 1001 1001 752
20 [FeS04, TH20 278 2785 2785 28 |FeSO4,7H20 1002 1002 1007
21 |[FeEDTA 97 FeEDTA 7

2

23 [Micro mgiL mglL mgiL [Micro WM @M uM | M
24 |MnS04, 4H20 211 0 0 0 132|MnS04,4H20 00 00 00 6286
25 |MnS04, 1H20 169 18 185 223 MnSO4, 1H20 107 1154 1320 00
26 |H3BO3 6183 2 10 62 3 |H3BO3 323 1617 1003 485
27|nS04,7H20 2878 D4 10 8B 2 (ZnSO4,7H20 14 348 299 70
28 |NaMoO4,2H20 | 242 D03 025 025 025 [Na2MoO4,2H2C 12 10 | 10 | 10
29 |(NH4)BMo7024 1236 (NH4)BMo7024 00 00 00 0D
30|CuS04,5H20 | 2487 0.1 0.025 0.025 D025[CuS04,5H20 | 04 01 01 0.1
31|CoCi2,BH20 2378 02 0.025 0025 0025(CoCI2,6H20 08 04 01 0.
2K 166 083 083 075 [KI 00 50 50 45
EE]

£ Bilan macroélements molarités finales (mM)
35 Hoag NN | Ms | B5
Ef] 504 20 08 15 20 4
7 NO3 150 184 394 247
EE] NH4 00 90 208 20
EE] P04 10 05 12 11 g
W€ w\Feullt (Foul2 { Feul3 / ) < il














