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À faire avant d’entrer au laboratoire.

1. Le sarrau (propre) est obligatoire et les cheveux devront être attachés.

2. L’étudiant devra porter un vêtement (sous son sarrau) lui permettant de relever ses manches.

3. Aucun bijou aux doigts, aucun bracelet : laissez-les chez vous. Il faut enlever sa montre.

4. Il faut avertir si vous avez des problèmes de peau.

5. La liste du matériel nécessaire doit être complétée et remise avant le laboratoire (entre dans la pondération du rapport final).

Objectifs
1.  Comprendre et réaliser les étapes de multiplication clonale in vitro des végétaux.

2.  Apprendre à travailler individuellement en asepsie.
Introduction

Vous aurez l’occasion d’appliquer les principes de la culture de tissus végétaux à la propagation d’une plante ornementale, la violette africaine.  La technique que vous allez pratiquer est largement répandue dans la multiplication de plantes d’intérêt horticole comme les orchidées, les pâquerettes, les fougères et les poinsettias.  On l’utilise pour la propagation d’hybrides présentant des qualités exceptionnelles.  Les clones ainsi produits sont en tous points identiques à leur plante-mère puisqu’ils possèdent le même patrimoine génétique.

Il ne faut toutefois pas nier l’importance des facteurs environnementaux sur le développement des clones.  Malgré leur patrimoine génétique identique, ces derniers croîtront avec plus ou moins de succès, selon les conditions environnementales auxquelles ils seront exposés.

En ce qui a trait à la production des violettes africaines, la technique consiste à cultiver des sections de feuilles sur un milieu artificiel de telle sorte que des centaines, voire des milliers de plantes identiques soient produites à partir du tissu foliaire d’une plante mère unique.  En fait, on pourrait théoriquement mettre en culture des explants provenant de n’importe quel organe végétal.  En effet, tant les racines que les tiges ou les feuilles possèdent des tissus du parenchyme dont les cellules incomplètement différenciées sont encore totipotentes, c’est-à-dire capables de générer une plante entière avec tous ses tissus (voir Campbell p.682).

1- Observations préliminaires

Chez un végétal, tant les racines que les tiges ou les feuilles possèdent des tissus du parenchyme dont les cellules sont incomplètement indifférenciées.

2- Question
Est-il possible de générer une plante entière à partir d’un de ces tissus?

3- Hypothèse
En cultivant des sections de feuilles sur un milieu artificiel il est possible de produire des centaines, voire des milliers de plantes identiques à partir du tissu foliaire d’une plante mère unique.  Les clones ainsi produits sont en tous points identiques à leur plante-mère puisqu’ils possèdent le même patrimoine génétique.

4- Expérimentation contrôlée

MATÉRIEL 

Important avant d’entrer au laboratoire.

Suite à la lecture de la section méthode, vous devez dresser la liste du matériel dont vous aurez besoin pour la 1ère partie à la semaine 1.  Il vous sera demandé la même chose pour les parties 2 et 3 en temps et lieu.

MÉTHODE

1ÈRE PARTIE (semaine 1):
    Prélèvement d’une feuille et ensemencement des explants 

· Prélevez une feuille de taille moyenne et en bon état au centre de la couronne du plant de violette.

N.B.  CETTE EXPÉRIENCE SERA RÉUSSIE EN AUTANT QUE LES CONDITIONS D’ASEPSIE SUIVANTES SOIENT RIGOUREUSEMENT RESPECTÉES. LISEZ ATTENTIVEMENT VOTRE PROTOCOLE AVANT DE COMMENCER.

Étape 1 : Lavage des mains 

· Avec un savon bactéricide et moussant (dexidin 4 ou hibitane), lavez-vous les mains et les avant-bras, jusqu’aux coudes.

· Rincez bien à l’eau courante en commençant par le bout des doigts et en allant vers le coude.

· Demandez à quelqu’un d’éponger le surplus d’eau à l’aide d’un papier essuie-tout.

· Demandez-lui également de vous vaporiser mains et avant-bras avec le flacon d’éthanol à 70%.

· Laissez sécher.

Étape 2 : Lavage des feuilles de violettes 

· Lavez soigneusement chaque feuille à l’eau courante et tempérée du robinet.

· Faites mousser avec le savon Palmolive et rincez abondamment.  Il ne doit pas rester de résidus savonneux, sinon le moins possible.

· Trempez votre feuille, durant 3 secondes maximum, dans le petit bécher contenant l’éthanol à 70%.

· Déposez les feuilles dans un bécher identifié contenant de l’eau de javel à 10%.

· La technicienne mettra le bécher sous la hotte pendant 10 min. pour laisser tremper les feuilles sous agitation dans l’eau de javel.  Par la suite, elle effectuera les étapes de rinçage : 4 rinçages de 5 min. chacun à l’eau distillée stérile.  Ceci totalise 30 minutes.

Pendant ce temps : Explications théoriques fournies par le professeur(e)

Étape 3 : Préparation de la surface de travail et établissement des conditions d’aseptie

· Lavez la surface de travail avec le flacon d’éthanol 70%.

· Laissez sécher.

· Allumez le brûleur à gaz.

· Disposez le matériel sur la surface de travail comme indiqué ci-dessous
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N.B. Les pinces et scalpels baignant dans l’alcool, vous devrez les passer à la flamme du brûleur à chaque utilisation. Les contenants de ces instruments ne sont pas nécessairement stériles.  Vous éviterez donc de toucher ces contenants avec les pinces ou scalpels stérilisés. Si vous effectuez un de ces gestes par inadvertance, assurez-vous de stériliser de nouveau vos instruments avant de les mettre en contact avec les tissus de la feuille de violette.

· Enfilez un masque de chirurgie jetable

Étape 4 : Nouveau lavage des mains 

· Lavez de nouveau vos mains selon la procédure décrite à l’étape 1.

· Attention à la flamme du brûleur!!! après avoir vaporisé vos mains à l’alcool
N.B. À partir de maintenant, vos mains et avant-bras doivent être rigoureusement gardés stériles.  Vous éviterez donc de les éloigner du brûleur avant que votre travail n’y soit terminé.  Vous éviterez également de toucher vos vêtements, vos cheveux, de vous gratter.  Si un de ces gestes est effectué par inadvertance, il vous faudra recommencer le lavage des mains.

Étape 5 : Sur la table (près du brûleur), mise en culture de l’explant pour la production du cal.

· La technicienne vous remettra votre vase de pétri stérile dans lequel une feuille de violette préalablement lavée selon l’étape 2 sera déposée.

· En vous servant des petites pinces et du scalpel stérilisés à la flamme, découpez le contour de la feuille et écartez-en les marges.  Coupez ce qui reste de la feuille en carrés d’environ 1 cm de côté en prenant soin d’y garder une nervure, selon le schéma suivant.

Schéma 2
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· Refermez le vase de Pétri.

N.B. À partir de maintenant, vous ne devez plus passer au-dessus de votre vase de Pétri avec vos mains et avant-bras s’il est ouvert. Il faut donc refermez le vase entre chaque manipulation.

· Une fois la feuille coupée, dévissez l’anneau de serrage du pot Masson sans enlever le couvercle.  Stérilisez la grande pince (ou une fourchette à fondue).

· Ouvrez le pot Masson et faites environ 4 fentes dans la gélose nutritive avec les pinces (ou la fourchette) avant d’y introduire l’explant, ceci en facilitera l’opération.

· Stérilisez de nouveau les pinces (ou la fourchette).

N.B. Les pinces doivent être stérilisées entre chaque manipulation.

· Plantez une partie (la moitié) de chaque explant dans le milieu du pot Masson à l’aide des pinces.  

· Positionnez ainsi de 2 à 4 explants selon la taille du contenant. 

· Couvrez le pot avec une pellicule cellophane (type papier saran) et replacez l’anneau de serrage sans le couvercle.  Cette pratique assurera un maximum d’éclairage pour le développement du cal.

· Identifiez votre pot : groupe et noms.

· Conservez les contenants bien identifiés dans les unités lumineuses à 25oC et 16 heures de photopériode.

Il faudra environ  5 à 6 semaines pour qu’on puisse observer les cals, épaississement des cellules indifférenciées, puis l’apparition de mini-feuilles à leur surface.  Si les explants brunissent, il ne faudra pas s’alarmer considérant que les feuilles-mères durement manipulées ont sécrété des phénols pour se défendre.  La présence de ces phénols fait brunir les feuilles et peut ralentir la production de cal, sans toutefois l’empêcher.  La contamination bactérienne ou fongique des explants, par contre, anéantit tout développement futur des cals.  Prenez des notes (voir page 8) durant les prochaines semaines sur l’aspect des explants qui vous aideront pour la rédaction de votre rapport.

2e PARTIE (5-6 semaines plus tard):
    Repiquage des explants 
Étape 6 : Repiquage des explants feuillés dans un milieu d’enracinement 
N.B. Les équipes n’ayant pas réussi cette étape pourront repiquer des explants provenant d’une autre équipe.

· Lavage des mains tel que vu lors de la 1ère partie.

· Préparez un plan de travail aseptique tel que vu lors de la 1ère partie.

· Enfilez un masque de chirurgie jetable.

· Préparez un vase de pétri :  

· ouvrez et flambez l’éprouvette contenant l’eau stérile

· versez l’eau dans le vase de pétri

· refermez le vase de pétri

· Dévissez l’anneau de serrage du pot Masson sans enlever le cellophane.

· Stérilisez la grande pince (ou la fourchette à fondue) ou la petite pince selon la grosseur de votre pot.

· Ouvrez le pot Masson.  Prenez l’explant et déposez-le dans le plat de pétri.

· Stérilisez de nouveau les pinces et scalpel.

· À l’aide des instruments stérilisés, divisez les explants en autant de morceaux qu’il vous sera possible pour obtenir un maximum de plantules (environ 5 mm2).

· Manipulez avec délicatesse pour éviter les blessures.

· Travaillez rapidement en vous concentrant sur ce que vous faites et en sachant que les cellules des explants que vous manipulez ne possèdent pas de parois cellulosiques, ce qui les rend vulnérables à l’assèchement.  Votre diligence et votre dextérité éviteront qu’elles ne se dessèchent. 

· Transférez un des morceaux obtenus dans leur nouveau milieu de culture (pot Masson) en creusant légèrement la gélose avant d’y fixer l’implant, comme vous l’avez fait à l’étape 3 de la première partie.

· Remettez les explants supplémentaires à la technicienne, ils serviront aux autres.

· Identifiez et datez chaque pot et remettez-les dans les unités lumineuses.  Gardez-les à 25oC et 16 heures de photopériodes, pendant 5 à 6 semaines.

· Prenez des notes (voir page 8) durant les prochaines semaines sur l’aspect des plantules qui vous aideront pour la rédaction de votre rapport.

3e PARTIE (après 5-6 semaines):
    Mise en terre 

Étape 7 : Acclimatation en sol des clones de violettes 

Après environ 5 à 6 semaines dans leur milieu d’enracinement, les plantules devraient être prêtes à être séparées et mises en terre dans des pots individuels.

· Retirez délicatement les plantules et plongez-les dans une bassine remplie d’eau légèrement savonneuse et à température moyenne, afin de débarrasser chaque plant des surplus de gélose qui y adhèrent.

· Trempez les jeunes plants dans la poudre d’enracinement avant de les mettre en pots dans du Promix-BX ou tout autre substrat jugé adéquat et préalablement humidifié.

· Gardez les plants dans des sacs de plastique transparents et fermés hermétiquement pendant au moins deux jours.  Ces sacs devront être gardés encore une fois à 25oC et 16 heures de photopériode.

· Par la suite, vous pourrez ouvrir le sac et le garder ouvert pendant environ 30 min. le troisième jour, une heure le quatrième, deux heures le cinquième et ainsi de suite, en considérant le degré d’humidité ambiante et afin d’éviter le dessèchement des plantules en train de construire leurs parois cellulosiques protectrices.  Laissez-vous guider par l’aspect de vos « rejetons ».

· Après environ deux semaines ou même avant, vous pourrez garder vos plants dans les sacs ouverts en permanence, puis retirer complètement cette protection quand vous le jugerez opportun.  Évitez les courants d’air à ces plantules en acclimatation.

Soyez patients, les jeunes plants doivent s’acclimater graduellement et non à votre rythme à leur nouvelle atmosphère.

Bonne réussite!

Suivit des différentes parties de votre clonage

Résultats de la première partie :

Nombre d’explants introduits dans le milieu de culture : 



Nombre d’explants ayant développé des cals : 



Pourcentage de réussite :  


Présence de contamination bactérienne ou fongique (encerclez): 
oui 
non

État de la gélose : 






Résultats de la deuxième partie :
Nombre de plantules introduites dans le milieu de culture : 



Nombre de plantules ayant développé des feuilles et des racines : 



Pourcentage de réussite : 



Présence de contamination bactérienne ou fongique (encerclez): 
oui 
non

État de la gélose : 






BIOLOGIE 101-XWB-05
HOMÉOSTASIE DU PLURICELLULAIRE
CONSIGNES POUR LA RÉDACTION DU RAPPORT SUR LE PROJET DE SESSION

Micropropagation In vitro de violettes africaines

À lire avant la rédaction du rapport : p.746; p.682; p.686 à 692;  p.748 à 750.

1. Introduction (½ page max.): /3pts

· Contexte théorique incluant but et hypothèse   

2. Matériel et Méthode : /2pts
· Matériel (déjà remis) /1pt

· Résumé des 3 parties (1 page max.) /1pt 
3. Résultats /3pts
· Faire un tableau contenant les résultats obtenus des 2 équipiers suite aux étapes 1 et 2

4. Discussion (2 pages max.)   /14pts
· Importance de respecter les conditions d’asepsie lors des étapes 1 et 2

· Problèmes rencontrés et raisons expliquant ces problèmes : durant les manipulations, durant l’incubation, d’après les résultats, etc.

· Volet théorique (bien séparer les 3 parties S.V.P.) : 

· Indiquer l’avantage et le désavantage de la reproduction asexuée (4pts)

· Expliquer comment devrait s’effectuer la croissance primaire des racines et des pousses (tige et feuilles) de votre jeune plante suite à l’étape 3 (8pts)

· Indiquer l’importance de la différenciation cellulaire (2pts)   

5. Conclusion (½ page max.)   /3 pts
· Court résumé

· Retour sur l’hypothèse (si infirmation, quelles raisons peuvent l’expliquer?)

· Élargissement du sujet et commentaires

Réussite de l’expérience : /5pts (individuel)

Total /30

En équipe de deux, traitement de texte obligatoire

5-6 pages max. (excluant la page titre)

10% de la note finale est accordé au français écrit

Remise : Semaine 13 : 28 avril (Aucun retard accepté. pénalité : 10%/jour)

Pondération session :    /10 pts
brûleur
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Bécher d’éthanol avec pince et scalpel 
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