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La Culture in Vitro du   Saint 

- Paulia 

Dans le cadre d’activités pratiques au lycée, il est intéressant de proposer une manipulation de culture in vitro. Le DVD 
PIERRON – Mutimédia propose un exemple d 'expérimentation qui s'étale sur plus de 4 mois et qui occupe 3 séances de 
travaux pratiques. Pour chaque séance les objectifs méthodologiques et de connaissance débordent largement la simple 
technique de culture in vitro. C'est en fait un moyen pour aborder d'autres objectifs. Ce DVD peut également permettre 
d'illustrer quelques notions au collège (multiplication végétative, stérilisation, conditions de culture). 
 
Préliminaire :  
Il est difficile d'aborder la technique de manipulation en conditions stériles directement avec la culture in vitro. On peut 
proposer une séance particulière dont l'objectif principal est d'effectuer une première manipulation en conditions stériles. 
Des documents distribués aux élèves sont donnés en exemples dans les annexes. 
 
A la suite se dérouleront les travaux pratiques suivants : 
- TP1 : la mise en culture 
- TP2 : la micro propagation (6 à 8 semaines après le TPI) 
- TP3 : l 'enracinement (4 à 6 semaines après le TP2) 
 
Le DVD doit permettre de montrer aux élèves l'importance du travail préparatoire avant chaque TP, I'objectif de l’ensem-
ble de la manipulation et le détail des consignes de manipulations en conditions stériles. Il peut être utilisé avec tout type 
de culture in vitro, le Saint-Paulia n’étant qu'un exemple particulièrement démonstratif et complet. 
 

Objectifs:  
- connaissances : un exemple de biotechnologie ; 
- méthodes :  réaliser techniquement, communiquer graphiquement. 
 
Introduction :  les cultures in vitro ont révolutionné le monde horticole et agricole depuis quelques années. Il s'agit de 
cultiver en conditions stériles n'importe quel organisme végétal afin de le multiplier dans des conditions optimales et 
contrôlées. 
Principe : on prélève un massif de cellules que l'on met en culture sur un milieu adapté afin de permettre la multiplica-
tion des cellules. Il sera possible de fragmenter régulièrement le massif pour cloner la plante. Les conditions stériles sont 
indispensables tout au long de la culture afin d'éviter la contamination par des microorganismes 
 

application au SAINT-PAULIA 
 

CONSIGNE GENERALE : organisez votre temps en fonction des impératifs des manipulations. 
 
1 - L’observation de la feuille de Saint-Paulia (représenter des observations par un dessin) 
- faire un dessin d'une feuille, en indiquant les termes suivants : limbe, pétiole, nervure, (utiliser la fiche méthode 
"réaliser un dessin d'observation") 
 
2 - Compte rendu (représenter par un schéma) 
- résumer les diverses opérations par une suite de schémas, en indiquant bien la chronologie ; 
- préparer un tableau destiné à suivre l'évolution de la culture dans le temps. 

TP1 : la mise  en culture  
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3 - Réalisation de la culture (réaliser une manipulation à partir d'un protocole) 
 
a) préparation du matériel : 
 
- il est conseillé de porter une blouse en coton, de fixer les cheveux longs vers l'arrière et d'utiliser un masque facial pour 
éviter la contamination par la respiration ; 
- prélever une feuille (pas trop grosse) en sectionnant sa tige ; 
- bien rincer la feuille à l'eau courante pour la nettoyer ; 
- plonger la feuille dans une solution d'un agent mouillant pendant 2 minutes ; 
- puis placer la feuille dans une solution désinfectante pendant 15 minutes ; 
- pendant ce temps, se laver les mains à l'eau et au savon, puis avant chaque manipulation en conditions stériles les passer 
à l'alcool (loin du bec Bunsen) ; 
- désinfecter le plan de travail à l'eau de Javel, puis disposer le matériel suivant le plan proposé (pour un droitier) ; 
- allumer le bec Bunsen ; 
- travailler assis devant le plan de travail, et à chaque utilisation de verrerie ou d'instruments les passer rapidement dans la 
flamme avant et après usage ; 
- les instruments sont stérilisés par le professeur par flambage d'alcool à brûler au fond du bécher. 
 
A partir de cet instant les manipulations se font en conditions stériles 
 
- remplir les 4 récipients de rinçage avec de l'eau distillée stérile ou mieux, stériliser les récipients une fois remplis d'eau 
distillée. 
 
b) manipulation : 
 
- sortir la feuille du désinfectant avec une pince ; 
- tremper la feuille dans le premier bain de rinçage et agiter pour bien rincer ; 
- recommencer dans les bains de rinçage suivants ; 
- pendant le quatrième rinçage, préparer la boîte de Pétri stérile ; 
- sortir la feuille et la déposer dans la boîte de Pétri ; 
- découper un carré de l cm de côté avec un scalpel stérile ; 
- prendre le flacon de culture et l'ouvrir, déposer son bouchon sur une coupelle contenant un papier filtre imbibé d'eau de 
Javel diluée au l/10 ème ; 
- déposer délicatement l'explant à la surface du milieu gélosé, face inférieure sur la gélose ; 
- badigeonner l'intérieur du col avec un coton tige imbibé d'eau de Javel (diluée au l/10 ème) avant de refermer le flacon ; 
- indiquer vos références sur une étiquette à coller sur le fond du flacon. 
 
Le flacon sera déposé dans une armoire de culture dans des conditions optimales de température et de lumière... pour 6 à 
8 semaines… 

Objectifs : 
- connaissances : une application bioagronomique moderne et ses problèmes techniques et biologiques, notion d'organe, 
de tissu et de cellule ; 
- méthodes : manipuler en conditions stériles, utiliser un microscope photonique. 
 
Introduction :  lors du premier T.P de culture in vitro, un fragment de feuille de Saint-Paulia a été placé sur un milieu 
nutritif stérile. Il s'agit de suivre l'évolution de ce fragment et de poursuivre la manipulation. 
 
1 - Observation de l’explant  après 8 semaines de culture (employer des techniques d'observation) 
A partir d'une portion de feuille, nous avons obtenu un massif de cellules (ou cal) sur lequel se développent des petites 
feuilles. 
- Sans ouvrir le flacon, observer et schématiser l'état de la culture. 
- De quel organe proviennent habituellement les feuilles ? 
 
2 - Micropropagation  du Saint-Paulia (manipuler) 
L'opération consiste à diviser la culture obtenue en plusieurs fragments et à les replacer sur un milieu de composition 
identique afin de les multiplier. Cette manipulation s'effectue en conditions stériles : (voir fiche technique)  
- désinfecter le plan de travail avec de l'eau de javel ; 
- disposer le matériel selon le plan de travail proposé ; 
- allumer le bec Bunsen ; 
 

TP2 : la micropropagation  
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- mettre le masque et se nettoyer les mains au savon puis à l'alcool ; 
- ouvrir la boîte de Pétri stérile ; 
- déboucher le flacon renfermant la culture et poser le bouchon sur un papier filtre imbibé d'eau de Javel diluée au           
l/10 ème (petit diamètre du bouchon en contact avec le papier) ; 
- sortir la touffe de feuilles avec des pinces passées dans la flamme et la poser sur la boîte de Pétri ; 
- diviser la touffe en 4 parties avec les pinces et le scalpel passés à la flamme ; 
- disposer 2 fragments dans chaque flacon en prenant bien soin de rester en conditions stériles ; 
- badigeonner les cols des flacons avec de l'eau de Javel ( diluée au l/10 ème) avant de les refermer ; 
- coller une étiquette portant la date et le numéro du groupe au fond du flacon ; 
- les flacons seront stockés dans les conditions permettant leur développement pendant 6 à 8 semaines. 
 
Poursuivre la rédaction du compte rendu en schématisant les manipulations effectuées. 
 
3 -  La différenciation cellulaire (employer des techniques d'observation, saisir des informations) 
Pour mieux comprendre le phénomène biologique qui permet la culture et sa multiplication, nous allons observer des 
cellules comparables à celles du cal, de même type que celles d'un bourgeon, et comparables à celles de la feuille. La 
taille des cellules nécessite l 'utilisation du microscope photonique (voir fiche d'aide). On rappelle qu’un ensemble de 
cellules identiques constitue un tissu.  
A la fin de la séance rendre la feuille de compte-rendu distribuée (annexe l). 
 
 3.1 - Observation de la préparation : "cellules méristématiques d'ail": 
Ces cellules sont semblables à celles rencontrées au niveau du cal. 
- centrer la préparation avec le faible grossissement ; 
- choisir, avec le grossissement moyen, un ensemble de 6 cellules situées à proximité de la pointe de la racine ; 
- faire un dessin de ces cellules à fort grossissement. 
 
 3.2 - Observation de la préparation : "coupe transversale de feuille" 
Ces cellules sont semblables à celles de la microfeuille de Saint-Paulia. Vous avez déjà observé cet organe dans le TPI. 
- centrer la préparation avec le faible grossissement ; 
- repérer avec le grossissement moyen 3 types différents de cellules ; 
- faire un dessin de 3 cellules des 3 types repérés, au fort grossissement. 
 
 3.3 - Bilan : (effectuer une synthèse) 
Comparez les cellules correspondant au cal et les cellules constituant les feuilles. Le passage d'une cellule de type cal, à 
une cellule de type feuille, est un phénomène biologique fondamental : la différenciation cellulaire. 
 
Objectifs : 

- connaissances : une application bioagronomique moderne et ses problèmes technique et biologique, influence des hor-
mones, 
-  méthodes :  manipuler en conditions stériles, réaliser une préparation microscopique. 
 
Introduction :  précédemment, un massif de cellules partiellement différencié a été divisé et placé sur un nouveau milieu 
nutritif stérile. Il faut maintenant placer les échantillons sur un milieu permettant la fin de la différenciation. 
 
1 - Observation des échantillons après 4 semaines de culture (employer des techniques d'observation) 
Nous avons obtenu un massif de cellules (ou cal) sur lequel se développent de petites feuilles, identique à celui obtenu à 
la fin du premier T.P. 
- Sans ouvrir le flacon, observer et schématiser l'état de la culture ; 
- Quel est l'intérêt d'une telle manipulation ? 
 
2 - Enracinement du Saint-Paulia  (manipuler) 
L'opération consiste à diviser la culture obtenue en plusieurs fragments et à les replacer sur un milieu de composition 
différente afin de les compléter par des racines. Cette manipulation s'effectue en conditions stériles : (voir fiche techni-
que) 
- désinfecter le plan de travail avec de l'eau de javel ; 
- disposer le matériel selon le plan de travail le plus adapté ; 
- allumer le bec Bunsen ; 
- mettre le masque et se nettoyer les mains au savon puis à l'alcool ; 
- ouvrir la boîte de Pétri stérile ;  

TP3 : l’enracinement  
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- déboucher le flacon avec la culture et poser le bouchon sur un papier filtre imbibé d'eau de Javel diluée au l/10 ème 
(petit diamètre du bouchon en contact avec le papier) ; 
- sortir la touffe de feuilles avec des pinces passées dans la flamme et la poser sur la boîte de Pétri ; 
- diviser la touffe en 4 parties avec les pinces et le scalpel passés à la flamme ; 
- disposer 2 fragments dans chaque récipient en prenant bien soin de rester en conditions stériles ; attention, ces récipients 
resteront debout ; 
- badigeonner les cols des récipients avec de l'eau de Javel diluée au l/10 ème avant de les refermer avec du film transpa-
rent ; 
- coller une étiquette portant la date et le numéro du groupe sur une paroi du récipient ; 
- les récipients seront stockés le temps nécessaire à la formation des racines, dans les meilleures conditions de développe-
ment possible. 
 
Poursuivre la rédaction du compte rendu en schématisant les manipulations effectuées. 
 
3 - Transfert  en serre (manipuler) 
Une partie des échantillons ont été mis sur milieu d'enracinement lors du 2ème T.P.  Cela permet de suivre la fin de l'ex-
périmentation aujourd'hui : 
- observer un échantillon avec racine ; 
- l'enlever délicatement de son milieu nutritif et bien le rincer afin d'enlever la gélose ; le disposer dans du terreau ; 
- le placer dans une miniserre. 
 
4 - Réalisation d'une préparation microscopique 
Suivre le protocole de la fiche technique. 
 
Conclusion : compléter le compte-rendu, et ne pas oublier de venir chercher son Saint-Paulia quelques semaines plus 
tard..... 

Conseils et remarques  
Le matériel nécessaire à la réalisation de ces travaux pratiques est le suivant : 
- le matériel non spécifique classique : savon, eau de Javel, détergent, Javel plus, alcool 70°, alcool à brûler, coton-tige, 
étiquettes autocollantes, eau distillée, marmite à pression ou autoclave ou four à micro-ondes, coton cardé, gaze, papier 
d'aluminium, verrerie classique, bec Bunsen, instruments à dissection,… 
- le matériel spécifique à cette expérimentation : les milieux de culture, le Saint-Paulia, les flacons de culture ; 
- l'armoire de culture doit être soumise à un éclairement important (15 h de jour) et à une température pas trop élevée 
( attention à l'effet de serre dans les flacons) ; 
- type de récipient à utiliser pour l'enracinement : bocal de 1/4 ou 1/2 litre dont on enlève la partie métallique ainsi que le 
caoutchouc et que l'on ferme de son couvercle en verre recouvert de film transparent. 
 
Les facteurs qui peuvent empêcher le bon développement des explants sont les suivants : 
- les facteurs internes propres à chaque plante : il est important d'avoir une plante en excellent état, ce qui est difficile en 
plein hiver ; 
- les facteurs de stérilisation : attention à l'usage de formol que ne supporteront pas les explants, ne pas oublier que la 
stérilisation de l'explant est un équilibre entre une stérilisation imparfaite et une destruction des cellules ; 
- les facteurs de culture : normalement les milieux adaptés sont testés, attention à une lumière insuffisante ou une tempé-
rature trop élevée. 
 
Ne jamais oublier que la biologie est une science expérimentale qui n'est pas parfaite (ce qui en fait son charme). Un es-
sai raté doit être analysé avant de recommencer jusqu'à sa réussite. 
 
Dans le film, nous avons réglé les flammes des becs Bunsen éclairantes afin de pouvoir les visualiser correctement ; en 
réalité, il faut travailler avec le cône de la flamme bleue. Lors de ces manipulations, le professeur doit faire très attention 
aux cheveux, à l'alcool près des flammes, il ne doit pas hésiter à repasser le film plusieurs fois pour détailler les gestes.  
 
La stérilisation des instruments, flambés avec un fond d'alcool à brûler, ne peut être faite que par le professeur. On peut la 
remplacer par une stérilisation à l'autoclave d'instruments emballés (attention à la rouille) ou par une stérilisation à l'al-
cool avant usage. 
 
Le programme de ces TP peut être réalisé en 3 (comme dans le film) ou en 2 séances. Dans ce dernier cas, il suffit de 
déposer les fragments de cal lors du deuxième T.P.  pour moitié sur du milieu de micropropagation (SPI), et pour moitié 
sur milieu d'enracinement (SP2). La troisième séance se limite ainsi à une courte observation. 
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Liste des annexes : 
 
- annexe l : compte-rendu du TP2 pour les élèves ; 
- annexe 2 : fiche technique "manipulations en milieu stérile" pour les élèves ; 
- annexe 3 : fiche technique "coupes minces d'organes végétaux" pour les élèves ;  
- annexe 4 : fiche méthode "réaliser un dessin d'observation" pour les élèves ; 
- annexe 5 : fiche de préparation pour le personnel de laboratoire ; 
- un exemple de plan de travail pour le TPI (micropropagation) ; 
- un exemple de plan de travail pour le TP2 (enracinement). 
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 NOM :           Prénom : 
 NOM :            Prénom : 
 

Chaque élève doit réaliser 2 des 4 dessins 

l - Observation microscopique de cellules « type cal » : 
Matériel : cellules méristématiques d'ail 
 

Grossissement : X 400 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 - Observation microscopique de cellules "type feuille" 

Matériel : coupe transversale de feuille 
 
Grossissement : X 400 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Que pouvez-vous dire de l'aspect de ces cellules ? 
 
3 - Bilan : comparez les cellules des observations l et 2  
 
 
 

Annexe 1 : culture in vitro TP2 : compte rendu  
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Que pouvez-vous dire de l'aspect des différentes cellules ? 



Fiche d’aide technique 
 
PRINCIPE : 
On veut permettre le développement de micro-organismes ou de cellules sur un milieu nutritif. Il faut éviter la contamina-
tion et le développement de micro-organismes étrangers à la manipulation. Il ne faut pas oublier que l’air contient et véhi-
cule de nombreux micro-organismes indésirables. 
 
PROCEDES : 
1) Se laver les mains à l’eau et au savon avant de commencer ; ne pas se pencher au-dessus d’une culture, ni parler ou 
souffler dessus (l’utilisation de masque est recommandée). 
 
2) Stériliser la surface de travail  avec de l'eau de Javel ou de l'alcool ; ne pas s'inquiéter d'en avoir sur les mains. 
 
3) Utiliser  des matériels stérilisés : 
- les instruments sont flambés à l'alcool à brûler (trempés dans l'alcool puis passés dans la flamme) avant et après chaque 
utilisation ; 
- la verrerie et les milieux sont stérilisés à la marmite à pression, à l'autoclave ou au four à micro-ondes ; à chaque utilisa-
tion de récipient en verre, passer le col à la flamme (avant et après utilisation). 
 
4) Travailler  près d'une flamme : elle provoque un courant d'air montant qui chasse les micro-organismes indésirables. 
Il ne faut pas s'éloigner de ce cône de stérilité.  
ATTENTION à la flamme : ne pas se brûler les cheveux et les vêtements. Ne pas approcher l'alcool de la flamme. 
 
5) Travailler  rapidement : plus une boîte ou un flacon est ouvert longtemps, plus le risque de contamination est grand. 

Annexe 2 : manipulations en milieu stérile  
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Fiche d'aide technique 
 
PRINCIPE : il faut réaliser des coupes suffisamment minces : pour une bonne observation au microscope photonique la 
lumière doit traverser la préparation. On obtient des coupes transversales si la coupe est réalisée perpendiculairement à 
l'axe de symétrie. 
 
PROCEDES : 
 
l) Réalisation de la coupe : 
- utiliser un bâton de moëlle de sureau afin de maintenir l'organe à couper : on creuse le bâton pour coincer l'organe à 
l'intérieur ; 
- tenir le bâton entre le pouce et l'index gauche, opérer avec une lame de rasoir dans la main droite, une première section 
franche donnera une surface nette ; 
- exécuter les coupes en imprimant à la lame un déplacement latéral, un peu oblique pour que la lame se déplace vers 
l'opérateur ; 
- les coupes, les plus minces possible, même incomplètes, sont déposées dans un verre de montre rempli d'eau. 
 
2) Coloration de la coupe : 
II s'agit de traiter les coupes afin de visualiser les structures. Elles vont donc passer de bain en bain en les prenant délica-
tement avec des pinces. 
- eau de javel : elle permet de détruire les cellules en ne laissant que les parois suffisantes pour la détermination des     
tissus ; on les y laisse le temps qu'elles se décolorent entièrement ; 
- lavage rapide à l'eau ; 
- passage 4 minutes dans l'acide acétique très dilué (élimine l'eau de Javel et facilite la coloration) ; 
- bain dans le vert d'iode une minute, pour colorer en vert les parois lignifiées ; 
- lavage rapide à l'eau ; 
- bain dans le carmin aluné 10 minutes pour colorer en rosé les parois pectocellulosiques ; 
- lavage à l'eau ; 
- monter les coupes entre lame et lamelle dans de l'eau ; 
- observation. 
 

Annexe 3 : coupes minces d’organes végétaux  
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Fiche d’aide méthodologique 
 
Il doit rendre compte de la réalité : ce n'est pas un schéma. 
 
1)  Sa réalisation : 
1 - Dessiner ce que l'on voit : choisir un angle, ne rien inventer, ne pas trop simplifier ; 
2 - Déterminer une forme géométrique simple qui contient l’objet à dessiner ; 
3 - Faire la mise en page en dessinant cette forme ; 
4 - Faire une esquisse avec les différentes proportions ; 
5 - Faire les traits définitifs nets ; 
6 - Mettre une légende ; 
7 - Écrire un titre complet. 
 
2)  Sa présentation : 
1 - Le titre : souligné et complet ; 
2 - La ou les marges pour aligner les légendes sont à effacer ; 
3 - Les traits de rappel : horizontaux, à la règle, ne se croisant jamais ; 
4 - La mise en page correcte : dessin centré, occupant toute la place disponible ; 
5 - Un travail propre avec des traits nets ; 
6 - Tout écrit au crayon de papier. 
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Annexe 4 : réaliser un dessin d’observation  



Fiche de préparation 
 
1) Stérilisation des flacons : 
- bien laver les flacons, puis mettre un bouchon de caoutchouc percé et cotonné (avec du coton cardé) ; 
- stériliser 20 minutes à l'autoclave à 120°C. 
 
2) Préparation du milieu : 
Les milieux utilisés sont des milieux complets déshydratés : 
- mélanger la dose de poudre avec la quantité d'eau distillée nécessaire ; 
- chauffer en agitant ou au micro-ondes jusqu'à une homogénéisation parfaite du milieu (ou faire fondre dans un bain-
marie bouillant) ; 
- couler le milieu encore chaud dans les flacons de culture (40 ml par flacon) ; 
- bien refermer les flacons et les stériliser ; 
- placer les flacons inclinés (sur une règle par exemple) pour permettre une gélification laissant une grande surface de 
contact avec l'explant et facilitant l'accès. 
 
3) Préparation d'eau distillée stérile : 
- porter 500 ml d'eau distillée à ébullition pendant 30 minutes dans un ballon ; 
- fermer le ballon avec un bouchon de coton et de gaze recouvert de papier d'aluminium avant son refroidissement ; 
- la conservation est limitée dans le temps, il faut la préparer la veille des manipulations. 
Il est également possible (et plus pratique) de stériliser les flacons une fois remplis d'eau distillée. 
 
4) Préparation de la verrerie stérile : 
- prendre de la verrerie parfaitement lavée ; 
- pour les tubes, béchers, erlenmeyers, béchers ou ballons faire un bouchon de coton et de gaze, recouvrir de papier d'alu-
minium ; 
- passer la verrerie 20 minutes à 120°C à l'autoclave, ou 30 minutes à la marmite à pression. 
 
CULTURE IN VITRO 1 : organisation du plan de travai l 

Annexe 5 : TP culture in vitro  

Légende : 
 
T = solution d'agent mouillant 
I  = instruments dans bécher 
S = soucoupe pour bouchon 
F = flacon de culture 
B = bec Bunsen 
D = solution de désinfectant 
R l, R2, R3, R4 - rinçages 
P = boîte de Pétri 
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CULTURE IN VITRO 2 : organisation du plan de travai l 

Légende : 
B : bec Bunsen allumé 
T : instruments stérilisés dans un bécher 
D : soucoupe avec papier imbibé d’eau de 
javel 
C : flacon de culture 
M l et M 2 : flacons de micropropagation 
P : boîte de Pétri stérile 
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