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INTRODUCTION

En considérant la valeur nutritive des plantes, les acides aminés essentiels lysine et
thréonine sont sous-représentés chez les céréales (contenu total en lysine de 1,5 &
4,5 %, alors que I’OMS recommande 5,5 % ; contenu totai en thréonine de 2.7 & 3.9
%, alors que POMS recommande 4,0 %), alors que la méthionine et la cystéine sont
déficientes chez les 1égumineuses (contenu total en méthionine et cystéine de 1 a 2 %,
alors que ’OMS recommande 3,5 %). Les rations alimentaires destinées aux animaux
monogastriques sont donc complémentées pour combler ces déficiences. Une des
voies de I’amélioration de la valeur nutritive des plantes cultivées consiste & manipuler
génétiquement la biosynthése de ces acides aminés en vue d’augmenter leurs teneurs
respectives.

REGULATION BIOCHIMIQUE DE LA BIOSYNTHESE DE LYSINE
ET DE THREONINE

Chez les plantes supérieures, la biosynthése de ’aspartate, duquel sont dérivés la
lysine, la thréonine, I’isoleucine et la méthionine, est régulée par plusieurs boucles de
rétro-inhibition (Bryan, 1990). L’activité de |’aspartate kinase (AK), premiére enzyme
de cette voie et nécessaire a la synthése de tous ces acides aminés, est rétro-inhibée par
la lysine et la thréonine. La présence de plusieurs isozymes sensibles a des effecteurs
différents a pu étre mise en évidence. En outre la lysine rétro-inhibe sévérement (Ki
entre 5 et 20 pM) I’activité de la dihydrodipicolinate synthase (DHDPS), premiére
enzyme propre a sa branche biosynthése.

MUTANTS SURPRODUCTEURS D’ACIDES AMINES LIBRES

Chez différentes espéces, un certain nombre de mutants accumulant de la lysine ou de
la thréonine dans la fraction libre des acides aminés ont pu étre isolés aprés une
sélection basée sur la présence d’analogues d’acides aminés ou de combinaisons
toxiques d’acides aminés dans le milieu de culture. Alors que I’accumulation de
thréonine libre est détectée dans tous les tissus analysés, et en particulier dans les
graines, ’augmentation du contenu en lysine libre ne se présente que dans les feuilles
et les cals. De plus, un phénotype aberrant caractérisé par une réduction extréme de la
surface foliaire, une absence d’élongation et une stérilité compléte, est corrélé a la
présence d’importantes quantités de lysine libre (25 % et au-deld) (Frankard ef al.
1992). Chez le tabac, un catabolisme rapide semble étre a I’origine de I’absence de
lysine libre dans les graines. L.’accumulation de ces deux acides aminés au niveau
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foliaire est en outre dépendante du stade de développement de la plante, avec un
maximum lors de 1’élongation de la tige.

La caractérisation biochimique de ces mutants a mis en évidence une dérégulation au
niveau de deux enzymes-clés normalement rétro-inhibées par ces acides aminés : la
DHDPS chez le mutant surproducteur de lysine, et ’AK lysine-sensible chez le mutant
surproducteur de thréonine. Le clonage et la caractérisation des génes codant pour ces
enzymes ont permis de mieux comprendre la biosynthése de ces acides aminés et sa
régulation.

Figure 1. Diagramme simplifié de la famille biosynthétique de I’aspartate. Les
enzymes et produits principaux sont présentés.
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- CLONAGE ET CARACTERISATION DU GENE CODANT POUR
DHDPS

Chez le mutant surproducteur de lysine (RAEC-1 chez Nicotiana sylvestris), le géne
codant pour la DHDPS complétement désensibilisée au rétrocontrdle strict
normalement exercé par lysine, a pu étre isolé par hybridation hétérologue. La
mutation a pu étre identifiée : il s’agit d’une substitution de deux nucléotides
changeant une asparagine en isoleucine dans une région trés conservée de la protéine
(Ghislain et al. 1995). Des construits chiméres impliquant ce géne sous le controie
d’un promoteur fort d’une part, et d’un promoteur spécifique aux graines d’autre part,
ont été transférées via Agrobacterium respectivement dans le tabac et le colza. Les
tabacs transgéniques exprimant le géne dhdps-rl de fagon constitutive reproduisent le
phénotype aberrant décrit chez le mutant surproducteur, et associé a une forte
surproduction de lysine. Le colza transgénique ne présente aucune différence avec le
type sauvage, en particulier au niveau de la production de graines. L’analyse du
contenu en acides aminés chez ces graines permettra d’évaluer I’impact de
’accumulation de lysine libre sur le contenu total. Un certain nombre de plantes parmi
lesquelles Arabidopsis thaliana, Nicotiana sp., Hordeum vulgare et le soja, ont pu étre
transformées par le géne dapA de E. coli, naturellement beaucoup moins sensible au
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rétrocontrdle exercé par la lysine. Une certaine variation dans 1’accumulation de
lysine, en particulier dans les graines, a pu étre montrée, essentiellement lie au
catabolisme plus ou moins actif de cet acide aminé.

D’autre part, le promoteur de dhdps chez Arabidopsis thaliana a été isolé (Vauterin et
al, 1994) et fusionné avec le géne rapporteur GUS, et transféré dans le tabac et dans
A. thaliana. La détection colorimétrigue de cette activité enzymatique chez ces plantes
transgéniques a permis d’identifier les tissus exprimant ce géne, en particulier:

- les tissus conducteurs, impliquant un transport de Ia lysine dans la plante ;

- les méristémes apicaux (foliaires et racinaires), suggérant la nécessité de produire de
la lysine pour la synthése protéique au sein de tissus a développement rapide :

- certains tissus floraux, tels que les grains de pollen, les graines immatures. et
I’embryon (mais pas I’albumen) des graines matures.

Outre cette régulation liée au développement de la plante. une régulation
environnementale liée au régime de lumiére a pu étre mise en évidence. Ceci peut étre
corrélé au fait que la voie de biosyntheése dérivée de |’aspartate est presque dans sa
totalité localisée dans le chloroplaste. Ainsi, des plantules de Nicotiana germées a
I’obscurité présentent une coloration GUS plus intense dans les cotylédons et nouvelle
dans I’hypocotyle, par rapport & celles germées a la lumiere. D’autre part, une
illumination de 6 heures aprés une germination a !’obscurité suffit pour rétablir la
coloration du contrdle. L’absence de photosynthése a I’obscurité entraine une
diminution de sucrose et donc d’oxaloacétate disponible pour la biosynthése
d’aspartate dans les tissus photosynthétiques. L expression du géne dans le phloe¢me
suggére un transport de la lysine qui y serait biosynthétisée, pour tenter de maintenir la
synthése protéique dans ces tissus.

L’expression fonctionnelle du géne dhdps sauvage d’A. thaliana dans une souche
d’E. coli déficiente pour cette activité enzymatique a permis de réaliser des
expériences de mutagenése in vitro. Un certain nombre de mutations ponctuelles a pu
étre identifié, rendant la protéine insensible au rétrocontrdle par la lysine, mais réparti
sur ’ensemble de la séquence codant pour la protéine mature. En effet, méme si une
proportion relative des mutations se trouve dans une partie trés conservée de la
protéine, des substitutions significatives se localisent aussi bien en amont qu’en aval
de cette région.

CLONAGE ET CARACTERISATION DES GENES CODANT POUR
AK

En ce qui concerne la deuxi¢me enzyme clé, AK, plusieurs formes ont pu étre
identifiées sur base de I’effecteur rétro-inhibant leur activité enzymatique. Le géne
codant pour une forme sensible au rétrocontrole par la thréonine (ak-hAsdh) a pu étre
isolé par hybridation hétérologue chez A. thaliana : 1a séquence correspondante
d’acides aminés révéle la présence d’une seconde région correspondant a I’activité
enzymatique homoserine deshydrogénase (HSDH), soit la troisiéme réaction du tronc
commun. Il s’agit donc d’une protéine bifonctionnelle AK-HSDH présentant une
activité AK c6té NH, et une activité HSDH c6té COOH (Ghislain et al. 1994).
Cependant, la majeure partie de ’activité AK est sensible au rétrocontrdle par la
lysine. Afin d’isoler le géne codant pour cette protéine, une approche RCP a été
développée. Des amorces dégénérées correspondant a des régions conservées entre
AK bactériennes sensibles a la lysine, ont été synthétisées. De la sorte, deux génes (k-
lysl et ak-lys2)codant pour des AK monofonctionnelles ont pu étre identifiés et
caractérisés pour la premiére fois chez une plante supérieure, en I’occurence
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A. thaliana (Frankard et al. 1997, et Tang et al, 1997). Ces deux génes présentent
environ 70 % d’identité au niveau des acides aminés déduits. Comme pour le géne ak-
hsdh, un grand nombre de petits introns interrompent les deux séquences codantes :
leur position est conservée entre celles-ci, mais pas leur taille ni leur séquence. La
présence d’un transit peptide du c6té NH, des deux protéines AK-Lys implique un
ciblage chloroplastique pour toutes deux. La présence de deux protéines ayant la
méme fonction ne peut donc pas se justifier par leur localisation subcellulaire
différente.

Afin de distinguer les rdles de ces deux AK-Lys, leurs promoteurs ont été fusionnés au
géne rapporteur GUS. Le tabac et 4. thaliana ont été transformés par ces deux
construits, et ’essai colorimétrique a été pratiqué sur différents tissus des deux
plantes. De fagon générale, une certaine complémentarité dans I’expression des deux
génes a pu étre déterminée, bien que 1’expression de ceux-ci chez les deux plantes ne
soit pas identique. Chez 4. thaliana, ak-lys2 est fortement exprimée dans ’ensemble
de la plante (une & deux heures en présence du substrat, X-Gluc), depuis les feuilles
cotylédonaires jusqu’aux organes floraux et aux racines. Dans ’ensemble I’expression
reste malgré tout plus forte dans les tissus jeunes et dans les méristémes, ce qui a déja
été rapporté pour I’expression de dhdps. Au niveau des organes floraux, I’expression
reste limitée au niveau de I’enveloppe des anthéres ainsi que du tapetum, et de la base
du fruit. Cependant, les grains de pollen, les graines immatures et matures ne sont pas
colorées, et la tige comme les racines, est colorée selon un gradient augmentant de la
base a la pointe. L expression de ak-lys! est beaucoup plus faible, et se retrouve
essentiellement dans la tige selon un gradient inverse que ak-lys2, ainsi que dans les
méristémes racinaires et foliaires. Les grains de pollen sont colorés, de méme que les
graines immatures et matures. Chez N. tabacum, ’expression des deux génes se
retrouve principalement selon le méme schéma dans les organes floraux, alors que le
reste des tissus ne se colore pas. Au niveau de la fleur, ak-lys! s’exprime également
fortement dans le stigmate et le tissu vasculaire central de I’ovaire, et plus faiblement
dans la partie extréme de la corolle et dans le carpelle. En conclusion, le géne ak-lys2
s’exprime globalement plus dans tous les tissus végétatifs, alors que ak-lvs! semble
plus impliqué dans la floraison proprement dite.

L’isolement et la caractérisation d’un certain nombre de mutants d’A4. thaliana
présentant une des isozymes d’AK moins sensible au rétrocontrle exercé soit par la
thréonine (mutant RL4, isozyme AK-HSDH), soit par la lysine (mutants RLT4 et RLT
40, une des AK-Lys), a permis d’établir I’accumulation généralisée (plus ou moins
importante) de thréonine chez ceux-ci (Heremans and Jacobs, 1994 and 1995). La
surproduction de thréonine se retrouve aussi dans les graines, sans conséquences
apparentes pour la germination. L’identification de ces mutations au niveau
nucléotidique est actuellement en cours, avec une priorité donnée a la séquence d’ak-
lys2. Une fois cette mutation incorporée au cDNA correspondant, ce géne muté pourra
étre utilisé dans des construits chiméres, en vue de moduler son expression, et donc
I’accumulation de thréonine & des tissus spécifiques. Ces plantes transgéniques
pourront étre croisées avec celles exprimant le géne dhdps muté, ou alternativement
retransformées avec ce géne via Agrobacterium. Ainsi une certaine flexibilité dans le
niveau d’accumulation, le tissus cible et I’acide aminé choisi peuvent étre envisagés.
L’expression simultanée d’une protéine riche en lysine (et/ou thréonine) sera
également envisagée, en vue de stabiliser et de rendre plus digestible I’acide aminé
produit dans le tissu cible.

Une seconde application consiste en I’utilisation de ces génes mutés en tant que
marqueurs de sélection. En effet, en choisissant un promoteur a expression précoce, la
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protéine mutée produite, DHDPS ou AK-Lys, permet de résister a la présence
respectivement d’un analogue de la lysine (L-amino-ethyl-cystéine, ou AEC), ou de
concentrations toxiques de lysine plus thréonine dans le milieu de culture. Une fois la
sélection effectuée, le géne ne doit plus s’exprimer, et n’aura pas d’autres
conséquences sur le développement de la plante transgénique. Il s’agit d’autre part de
geénes plus adéquats que les génes de résistance aux antibiotiques, dans la mesure ou
cette voie de biosynthése n’existe pas chez ’homme et les animaux monogastriques, et
qu’ils ne pourraient donc pas interférer en cas de transfert horizontal.

En conclusion, la disponibilité des génes codant pour les enzymes DHDPS, AK-
HSDH et AK-Lys insensibles au rétrocontrdle, permet la manipulation génétique de
ces voies de biosynthése en vue d’augmenter la teneur en acides aminés essentiels
libres chez les plantes cultivées.
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La mise en évidence et I'étude moléculaire de genes contrdlant la morphogenése
constituent I'un des points centraux de la Biologie du Développement des Plantes.
Chez les végétaux, des événements de morphogenése se produisent tout au long de la
vie de la plante, durant le développement embryonnaire avec la mise en place des
premiers méristemes, durant le développement de la plante pendant lequel les
méristémes vont fonctionner et lors du développement du gamétophyte.

Il est désormais clairement établi que la plupart des cellules végétales conservent une
remarquable totipotence. Ainsi, que ce soit in sifu en dehors de la reproduction sexuée,
ou en culture in vitro, des cellules du sporophyte ou des cellules gamétophytiques
peuvent étre a 'origine d'une embryogenése. Le développement embryonnaire a partir
de microspores cultivées in vitro est dénommé androgenése.

Chez les Eucaryotes, un grand nombre de génes contrdlant le développement codent
pour des facteurs de transcription ou des molécules jouant un rdle dans des cascades
de signalisation. Les protéines kinases sont des éléments essentiels des diverses voies
de communication impliquées notamment dans le développement. Les données
actuelles indiquent que les éléments des cascades de signalisation ont été conservés en
bloc durant I'évolution, en tant que « modules de signalisation ». De tels modules,
constitués par les Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) permettent aux
organismes de répondre a différents stimuli (hormone, stress...), en établissant un lien
entre des récepteurs membranaires et des facteurs nucléaires de régulation de la
transcription ou des effecteurs cytoplasmiques.

MATERIEL VEGETAL

Le colza (Brassica napus) est un excellent modéle pour l'analyse des mécanismes
cellulaires et moléculaires contrdlant les événements associés au déclenchement et aux
premiéres étapes de 'embryogenése. En effet, chez cette espéce I'enclenchement du
développement embryonnaire a partir de microspores est contrdlé par la simple action
d'un stress thermique. Ainsi, alors que le passage 4 17°C conduit 4 la production de
pollen mir trinucléé, un traitement des microspores a 32°C durant 10 a 48 heures
stoppe le développement gamétophytique et permet la réactivation des mitoses, avec la
poursuite de cycles mitotiques dans les noyaux des microspores en phase G2 du cycle
cellulaire et la réentrée dans le cycle cellulaire des noyaux végétatifs en phase G1 des
grains de pollen. Ces mitoses sont suivies de différenciations cellulaires, d'une
organogenése et conduisent 4 la formation d'embryons. L'utilisation du colza est
¢galement justifiée a la fois par le rendement de la culture susceptible de produire dans
de bonnes conditions de 20 4 30 embryons pour 100 microspores cultivées, et par la
proximité des génomes d'Arabidopsis et de colza.




476 6emes J. Scientifiques du Réseau Biotechnologies Végétales AUPELF.UREF, Orsay, juillet 1997

PROBLEMATIQUE

Chez la Levure, les Mammiféres, la Drosophile, C. elegans, le Xénope, différentes
voies des MAP kinases ont été identifiées. Les éléments des voies des MAP kinases
ont été trés bien conservés durant 1'évolution des Eucaryotes, en tant que modules de
signalisation. Ces modules assurent la transduction de signaux, au travers d'une
cascade de phosphorylations. Chaque MAP kinase est activée par phosphorylation par
une kinase a double spécificité appelée MAP kinase kinase (MAP2K), qui est elle-
méme activée par une MAP3K, qui interagit soit avec une protéine G monomérique
soit avec une MAP4K, elle-méme activée par une protéine G hétérotrimérique ou
monomérique. Ces cascades de phosphorylation se produisent en réponse a des
stimulis variés résultant de la fécondation, de divers stress et d'autres signaux
impliqués dans de nombreux processus jouant un role dans le développement (réponse
aux agents mitogénes : facteurs de croissance, cytokinines). Les modules de
signalisation ainsi activés participent a la survie cellulaire, la croissance et la
différenciation.

Les données disponibles actuellement dans le régne végétal, montrent que des
cascades de MAP kinases sont impliquées dans la réponse a I'éthyléne, a I'auxine, a
l'acide abscissique. De tels modules pourraient également participer a la réponse aux
stress, a l'activation du cycle cellulaire et probablement a la différenciation et a
I'embryogenése. Il est donc envisageable, chez les végétaux, d'aborder I'étude du
module des MAP kinases d'une part lors de la réponse au stress, d'autre part durant les
premieres divisions de la microspore, et enfin durant I'embryogenése précoce. Notre
expérimentation vise a tester I'hypothése selon laquelle une ou des voies des MAP
kinases sont impliquées dans ces mécanismes.

STRATEGIE

Afin d'identifier des voies de signalisation faisant intervenir des voies des MAP
kinases, nous nous sommes attachés, dans une premiére étape, a en rechercher les
éléments clés. Chez les Eucaryotes, les éléments des cascade des MAP kinases sont
codés par des membres de familles multigéniques. L'approche utilisée a consisté a
identifier et caractériser chez Arabidopsis et le colza des ADNc ou des génes codant
pour des éléments de voies des MAP kinases, afin d'étudier les modulations de leur
expression au cours du développement végétatif et floral de la plante, ainsi que durant
les différentes étapes de ['embryogenése. Nous avons utilisé deux stratégies
complémentaires pour identifier ces ADNc :

- la premiére repose sur l'utilisation des ADNc étiquetés ou EST (Expressed Sequence
Tags) disponibles chez Arabidopsis ou le riz notamment ;

- la seconde est basée sur l'utilisation comme sondes d'amplifiats PCR obtenus a I'aide
d'oligonuciéotides dégénérés reconnaissant des motifs hautement conservés des sous-
domaines VI et VIII de ce type de protéines sérine/thréonine kinases d'autres
eucaryotes.

Nous disposons au laboratoire, de plusieurs banques d' ADNCc susceptibles de présenter
un intéret pour notre thématique. Il s'agit de deux banques d'ADNc d'Arabidopsis
thaliana, I'une de jeunes plantes et l'autre de pollen, et une banque d'ADNc de colza.
réalisée a partir d'embryons androgénétiques aux stades globulaire et cordiforme.
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RESULTATS

Le travail de criblage et d'analyse des EST nous a permis de caractériser un grand
nombre d'ADNCc différents, codant de potentielles MAP2K, MAP3K et MAP4K.

Les amplifiats PCR nous ont permis d'obtenir un ADNc complet de colza, bn MAP3KE,
de 4500 paires de bases, codant pour un homologue potentiel du géne CDC7 de S.
pombe, impliqué dans la cytokinése, ainsi que trois ADNc MAP3K o, un d'Arabidopsis
et deux (orthologues) de colza. Une premiére donnée d'hybridation ir situ indique que
le géne MAP3Ke est exprimé au stade cceur durant I'embryogenése zygotique
d'drabidopsis.

La seconde stratégie de clonage a tiré bénéfice des trés nombreuses EST disponibles.
qui nous ont permis d'isoler une quinzaine d'ADNc :

- 'ADNc atMAP2K d'Arabidopsis est 1a premiére MAP kinase kinase identifiée chez
cette espéce (Jouannic ef al. 1996) et la seconde décrite chez les végétaux ;

- un deuxiéme groupe d'ADNc, nommés MAP3Kf, y, &, et € code pour des
homologues de MAP kinase kinase kinases des sous-familles MEKK, Raf et CDC7,
suggérant ainsi l'existence de différentes voies des MAP kinases chez les plantes. Il
s'agit de 3 ADNc atMAP3KP dArabidopsis et d'1 de colza, 1 ADNc atMAP3Ky
d'drabidopsis et de 4 ADNc atMAP3KA d'Arabidopsis trés proches de CTRI.

- un troisiéme groupe d'ADNc, nommés MAP4Ka, code pour de potentielles MAP
kinase kinase kinase kinases, les premiéres identifiées chez des végétaux. Ces ADNc
MAP4Ko présentent des homologies avec la kinase humaine SOK 1, membre de la
sous-famille des MAP4K, activée par un stress oxydatif.

Il est important de noter que parmi ces ADNc, plusieurs ont été isolés a partir de la
banque d'ADNc d'embryons de colza, indiquant ainsi que les génes correspondant sont
exprimés au cours de I'embryogenése précoce (stades globulaire et cceur). Par contre.
les ADNc atMAP2K o et at MAP3Ky n'ont pu étre isolés a partir de cette banque. Les
données des hybridations entre ADNc et ADN génomique de colza et d'Arabidopsis,
indiquent que la plupart des ADNc identifiés correspondent & de petites sous-familles
multigéniques (MAP4Ko, MAP3K A, etc..). Certains génes seraient présents seulement
en une ou deux copies dans le génome d'drabidopsis thaliana (atMAP2Ka,
atMAP3Ke).

L'isolement de nombreux ADNc va permettre une étude phylogénétique regroupant les
MAP2K, MAP3K et MAP4K végétales avec l'ensemble de celles précédemment
caractérisées. Nous pensons en particulier que ces données devraient permettre une
étude fine de la proximité entre MAP3K et MAP4K. Par ailleurs, le fait que nous
disposions des séquences de différents ADNc issus de la méme sous-famille
multigénique MAP3Kd chez des espéces aussi diverses qu'Arabidopsis, le ricin, le
mais et le riz, va nous permettre une description de l'histoire de cette sous-famille.

Les différentes EST d' 4. thaliana déja caractérisées ont fait I'objet d'une cartographie
physique par une approche PCR sur une banque de YAC, dans un travail en
collaboration avec le Laboratoire de Phytopathologie Moléculaire de I'IBP. Les
analyses des séquences, des phylogénies et de la cartographie nous apportent de
nombreux renseignements relatifs a I'histoire de ces génes et a leur dynamique dans le
génome d'Arabidopsis.
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TRAVAUX ACTUELS

A la suite de ces premiers résultats, les expérimentations actuelles et celles a venir

vont nous amener a développer plusieurs types d'analyses :
- la caractérisation des geénes par criblage de banques génomiques. Nous
disposons par exemple d'un fragment contenant l'intégralité du géne atMAP3Ke,
dont le séquengage est en cours.
- 'étude de l'expression des génes est réalisée par les approches classiques de
type Northern-blot et RT-PCR. Une premiére étude porte sur l'analyse de
I'expression selon les organes (végétatifs et floraux) en fonction du
développement de la plante, ainsi qu'a divers stades du développement
embryonnaire. Les premiers résultats indiquent que des genes étudiés sont
exprimés durant l'embryogenése ou dans les cellules en division. Une seconde
étude, basée sur des suspensions cellulaires d'A4. thaliana synchronisées, porte
sur l'analyse de I'expression au cours du cycle cellulaire. Enfin, une troisieme
étude concerne l'expression de ces génes a la suite de différents stress appliqués
soit sur des plantes entiéres d'Arabidopsis aux stades rosette et floral, soit sur
des microspores.
- 'étude de certains promoteurs, fusionnés avec le géne rapporteur GUS, sera
réalisée.

PERSPECTIVES

A I'heure actuelle, nous disposons au laboratoire de nombreux ADNc codant des
éléments potentiels de la voie des MAP kinases, dont certains paraissent étre
impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaires. Les travaux ultérieurs
vont tirer bénéfice de nombreuses collaborations, internes & I'BP avec les équipes de
C. Bergounioux (cycle cellulaire) et B. Lejeune (phylogénie), internes a I'Université
Paris-Sud dans le cadre de I'IFR Signalisation avec le Laboratoire de M. Jacquet
(mutants de levure), avec I'équipe suisse de V. Simanis (mutants de levure). Par
ailleurs, le soutien CEE dans le cadre du programme SIME (BIOTEC-RTD) a permis
d'initier des collaborations avec les laboratoires de K. Palme (interactions protéines G-
MAP4K ou MAP3K), d'E. Heberle-Bors (interactions MAP2K - MAPK), de
M.C. Risueno (cytologie, immunolocalisation et hybridation in situ), et probablement
de M. van Lockeren-Campagne (interactions kinases - phosphatases).

Nous cherchons a élucider la fonction des protéines correspondant aux ADNc
identifiés et caractérisés. L'étude fonctionnelle des génes retenus sera abordée selon
deux approches : des tests de complémentation de mutants de levure qui nous
apporteront des indications sur la fonction biochimique et la nature des partenaires
potentiels des protéines, et des analyses de plantes transgéniques portant des
constructions antisens. Nous avons donc la double ambition de confirmer la fonction
biochimique de ces kinases et d'identifier la fonction biologique des cascades de MAP
kinases.
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INTRODUCTION

Chez toutes les espéces de cotonnier, les glandes a gossypol ou glandes a pigments
sont des petites cavités ou s'accumulent des déchets du métabolisme de la plante. Ony
trouve essentiellement du gossypol et différents autres terpénoides. Ces glandes sont
toxiques pour les insectes et constituent un moyen de défense naturel du cotonnier
contre ses ravageurs (Altman et al., 1990). Le contenu de ces glandes est également
trés toxique pour tous les animaux monogastriques, y compris pour 'homme. La
présence de gossypol dans la graine limite I'exploitation du haut potentiel alimentaire
du cotonnier. Les amandes des graines de cotonnier contiennent en moyenne 20 %
d'huile comestible et plus de 40 % de protéines dont la qualité nutritive est équivalente
a celle des protéines du soja. L'huile et les tourteaux, produits par pression des
amandes, contiennent des quantités importantes de gossypol dont I'élimination exige la
mise en ceuvre de procédés industriels qui altérent la qualité des protéines et
augmentent les cofits de production.

Dans la nature, seuls certains cotonniers diploides sauvages australiens présentent des
glandes a gossypol partout sauf dans leurs graines (Fryxell, 1965; Brubacker ef al..
1996). Chez ces cotonniers, I'apparition des glandes a gossypol se produit apres la
germination. L'introgression de ce retard & la morphogenese des glandes & gossypol de
la graine chez le cotonnier cultivé permettrait de le transformer en une véritable plante
vivriére tout en préservant un de ses moyens de défense naturels contre les insectes.
Cette introgression constitue l'objectif majeur de nos recherches.

MATERIEL ET METHODE

Deux hybrides trispécifiques incluant Gossypium sturtianum Willis (2n = 2x = 26,
génome C,) et G. hirsutum L. (2n = 4x = 52, génome (AD),) ont été créés en utilisant
respectivement G. thurberi Torado (2n = 2x = 26, génome D,) et G. raimondii Ulbrich
(2n = 2x = 26, génome D;) comme espéces pont (Mergeai et al., 1995). Ces deux
hybrides trispécifiques sont identifiés par les initiales TSH (G.thurberi x G.sturtianum
X G. hirsutum) et HRS (G.hirsutum x G.raimondii x G. sturtianum). Environ deux
cents rétrocroisements ont été réalisés pour chaque hybride trispécifique au moyen de
deux variétés de G. hirsutum originaires du Congo-Kinshasa (C2, NC8). Les
100 premiers croisements ont été effectués sans application de régulateurs de
croissance et les 100 croisements suivants ont été réalisés en utilisant le¢ mélange
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d’hormones proposé par Altman (1988) : 100 mg/l d’acide Naphtoxyacétique +
50 mg/l d’acide gibberellique. La majorité des embryons hybrides ont été cultivés sur
le milieu de Stewart et Hsu (1977) de maniére a garantir leur bonne germination et un
bon démarrage des plantules. La densité de glandes & gossypol sur les graines
produites par rétrocroisement a été évaluée en utilisant une échelle variant de 0 pour
les graines totalement dépourvues de glande a 10 pour les graines dont la densité de
glandes était semblable a celle de I'espéce cultivée. L’évaluation de la densité en
glandes a gossypol a été réalisée aprés élimination des téguments et trempage de
I’amande pendant une heure dans de I’eau stérile. Les analyses méiotiques des
matériels produits ont été réalisées sur des boutons floraux fixés pendant 72 heures
dans la solution de Carnoy (éthanol 95 % :chloroforme : acide acétique glacial, 6:3:1
v:v:v). Au moins 26 cellules mére du pollen ont été analysées pour chaque génotype.

Parall¢lement aux travaux d’hybridation interspécifique, une technique de sélection du
cotonnier assistée par marqueurs moléculaires de I’ADN nucléaire (RAPD) a été
développée afin de faciliter la restauration de I’équilibre génétique des matériels
introgressés. Ces travaux ont porté sur I’amélioration de la technique CTAB
d’extraction de I’ADN du cotonnier (Vroh Bi ef al., 1996), sur ’optimisation des
réactions RAPD (Vroh bi ef al., 1997) et sur I’identification de marqueurs spécifiques
des parents de chaque hybride trispécifique (Mergeai ef al. 1998).

RESULTATS ET DISCUSSION

Les deux hybrides trispécifiques sont totalement autostériles et les premiéres tentatives
de rétrocroisements n’ont pratiquement donné aucun résultat. Sans application de
régulateurs de croissance, aucune graine n'a pu €tre produite par I'hybride TSH et il a
fallu réaliser environ 100 croisements pour obtenir une graine a partir de I'hybride
HRS. Grace a l'application de régulateurs de croissance, le taux de réussite moyen est
passé de 0 & 15 graines pour 100 croisements pour I'hybride TSH et de 1 a 20 graines
pour 100 croisements pour I'hybride HRS.

L’application de régulateurs de croissance a permis de produire 41 graines BC, (17 a
partir de HRS et 24 & partir de TSH). Parmi ces 41 graines, 6 étaient totalement
démunies de glandes tandis que la distribution de fréquences des densités de glandes
observées chez le reste des graines présentait un aspect de cloche asymétrique : les
classes de densité de glandes intermédiaires étant les plus représentées.

Sur les six graines totalement démunies de glandes que nous avons produites. une
seule a donné une plante adulte dont la densité de glandes était totalement normale.
Pour obtenir cette derniére, il a été nécessaire de cultiver la graine in vitro pendant
2 semaines et de greffer la plantule obtenue sur un porte-greffe de l'espéce G.
hirsutum. Toutes les autres graines sans glandes produites par rétrocroisement des
hybrides trispécifiques n'ont pas germé ou ont dégénéré aprés quelques jours de
culture in vitro. La seule plante que nous avons obtenue a partir d'une graine
totalement démunie de glandes (TSH x NC8/5) fleurit abondamment mais est tout a
fait autostérile.

L’analyse de la méiose des hybrides trispécifiques et de leur descendance confirme le
bien-fondé de la stratégie d’introgression suivie. Les deux hybrides trispécifiques sont
euploides 2n = 4x = 52) et les nombres d’associations bi- et multivalentes chez TSH
(15.34 £049 11 + 0.93 £ 0.17 I + 0.69 + 0.14 IV + 0.26 + 0.1 V1) et chez HRS (17.03 =
049 11 +0.82 £0.19 IIT + 0.15+0.07 IV + 0,07 £0.05 VI) sont nettement plus hauts que
ce qui avait été observé par Shujing et Biling (1993) chez I’hybride trispécifique
G.aroreum L.x G.bickii Prokh x G.hirsutum (4,54 11 + 0,57 III + 0,41 IV). Dans ce
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dernier hybride, G. bickii (2n = 2x = 26, génome G ) constituait I’espéce donneuse du
caractére recherché et G. aboreum (2n = 2x = 26, génome A,), espéce diploide
asiatique, était utilisée comme pont.

Le génotype introgressé est également euploide (2n = 4x = 52). L’expression du
caractére recherché chez ce cotonnier tétraploide peut €tre due aux chromosomes de
G. sturtianum encore présents chez celui-ci ou a des recombinaisons entre les
chromosomes du génome C porteurs des facteurs de répression et ceux des sous-
génomes A, et Dy du cotonnier cuitivé.

Les hauts taux d’appariement (20.61 £ 0.57 Il + 0.69 £ 0.17 {1l + 0.77 £ 0.15 V) et de
formation de chiasmas (50.38 + 0.63) observés chez le génotype TSHxXNCS8/5
permettent d’espérer le passage du caractére recherché aux générations suivantes et un
retour assez rapide vers une forme de cotonnier génétiquement équilibrée dont les
graines seront dépourvues de glandes a gossypol alors que sa partie aérienne
conservera cet important moyen de défense naturel contre les insectes.

Afin de faciliter la restauration de I’équilibre génétique des matériels introgressés,
nous avons développé, parallelement aux travaux d’hybridation interspécifiques, une
technique de sélection du cotonnier assistée par marqueurs moléculaires de I"ADN
nucléaire. Cette technique se base sur 1’amélioration de la méthode classique
d’extraction de PADN au CTAB de Murray et Thompson (1980). La principale
modification apportée a la méthode standard concerne ’ajout de charbon de bois
activé pendant ’incubation des extraits de tissus végétaux. Cette modification
originale a permis une amélioration significative de I’amplification PCR de I"ADN
extrait chez le cotonnier et chez d’autres plantes récalcitrantes comme le caféier, le
bananier, ’hévéa et le manioc (Vroh bi ef al., 1996).

A partir d’ADN extrait des différentes espéces de cotonnier intervenant dans la
création des hybrides TSH et HRS nous avons optimisé les paramétres intervenant
dans les réactions RAPD (Vroh bi et al., 1997). Tous les facteurs testés ont influencé
le résultat final mais la concentration d’ADN, du chlorure de magnésium, des
désoxynucléotides triphosphates et la température de dénaturation se sont avérés étre
les paramétres les plus importants. Les différents facteurs envisagés ont été optimisés
par réajustements successifs en partant des conditions RAPD standards et en
considérant les recommandations des fournisseurs des différents constituants de la
réaction.

Au total, 375 bandes RAPD ont été générées par 30 amorces décaméres (Mergeai et
al., 1998). Parmi ces bandes, seulement 36 (9,6 %) se retrouvent chez tous les parents
des hybrides trispécifiques. Les 339 (90,4 %) autres fragments sont polymorphes. Le
tableau 1 résume les résultats obtenus concernant ’identification de marqueurs RAPD
spécifiques des espéces diploides sauvages constitutives des hybrides TSH et HRS et
leur transmission dans ces hybrides.

Tableau 1 : Transmission des marqueurs RAPD spécifiques des cotonniers
diploides chez les hybrides trispécifiques

Génotypes testés

Nombre de marqueurs
RAPD spécifiques chez

Nombre de marqueurs
RAPD spécifiques chez

Nombre de marqueurs
RAPD spécifiques chez

le génotype parental TSH HRS

G. sturtianum 49 18* 22%
G. raimondii 12 0 4
G. thurberi 13 4 0

* Les deux hybrides trispécifiques partagent 18 bandes caractéristiques de G sturtianum
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L’absence systématique de certains marqueurs spécifiques des especes sauvages
chez les hybrides trispécifiques peut s’expliquer par la présence d’un seul
complément de chacune des 13 paires de chromosomes des espéces diploides
sauvages et par 'existence d’interférences entre certains fragments d’ADN au
moment de I’amplification (Heun et Helentjaris, 1993). Pour limiter ce risque de
« compétition » entre fragments lors de I’amplification, nous n‘avons pris en
considération que des bandes bien nettes qui étaient a la fois présentes chez
’espéce parentale et chez les hybrides trispécifiques. Au total, 22 marqueurs de ce
type ont été identifiés chez G. sturtianum contre 4 marqueurs pour G. raimondii et
G. thurberi. Etant donné la grande proximité phylétique qui existe entre les
espéces sauvages diploides du génome D (G. thurberi et G. raimondii) et le sous-
génome Dy, de G. hirsutum, il n’est pas surprenant d’observer pour elles un plus
faible nombre de marqueurs RAPD spécifiques que pour G. sturtianum qui
appartient & un génome nettement plus distant.

Ces marqueurs RAPD spécifiques ont été utilisés pour évaluer I’introgression de
segments d’ADN des espéces diploides sauvages chez les plantes obtenues en
rétrocroisant les hybrides trispécifiques par des variétés de G. Airsutum. Tous les
marqueurs RAPD spécifiques de G. sturtianum ont été retrouvés parmi les BC,
obtenus a partir de TSH et HRS et le nombre de marqueurs spécifiques observes
par plante variait de 7 a 20 (avec une moyenne de 13). Ces marqueurs spécifiques
de G. sturtianum seront utilisés pour sélectionner, & chaque génération de
rétrocroisement, les plantes introgressées génétiquement les plus proches du parent
récurrent, c’est-a-dire celles qui présenteront le moins de marqueurs spécifiques de
I’espéce sauvage donneuse du caractére, de maniére a accélérer le retour vers une
forme bien équilibrée.
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Lors d’un séminaire présenté & Québec en 1980, madame Yvonne Cauderon se
demandait quelles espéces pouvaient €tre crois€es au blé, et par quels moyens?
Auvjourd'hui, il faut plutdt se demander quelles sont les derniéres barriéres qui
subsistent en hybridation interspécifique du blé. Avant de présenter quelques exemples
de résultats de croisements interspécifiques, nous voulons d’abord redéfinir les
fondements scientifiques des tentatives de transfert de geénes étrangers, et signaler
certains liens avec les techniques d’haploidie. Nous indiquerons comment ces
recherches contraignent et orientent I’avenir de 1’hybridation interspécifique du blé et
d'autres céréales.

PROGRES RECENTS
La pollinisation

Lors de Ia double fécondation des angiospermes, le tube pollinique pénetre la
synergide, en libére les réserves de calcium a2u moment méme o les noyaux
spermatiques s'orientent vers [a paroi de I'ceuf (Chaubal et Reger 1995). Un grain de
pollen étranger semble germer et réagir 4 peu prés comme celui du blé, sans doute
atticé par un signal provenmant des synergides. Un grain de pollen d'une espece trés
distante est souvent incapable de germer sur le pistil de blé. Toutefois, le pollen
d'especes aussi distantes que Brassica campestris et Narcissus poeticus peuvent
germer et développer un tube pollinique vers le micropyle du bl¢ (Ahmad et Comeau,
non publié) ; cette barriére semble donc beaucoup plus faible que prévu. Quant aux
espéces moins distantes, le pollen de presque n'importe quelle espece de graminée peut
sans doute féconder un ovule de blé. Les noyaux spermatiques sont alors attirés par
l'ceuf et par les noyaux polaires et ainsi le processus de fécondation donne naissance
au zygote et a 'endosperme. Un pollen de Carex peut féconder I'ceuf de blé, méme si
le pollen de blé franchit ces étapes plus rapidement que le pollen étranger (Mol &
Zenkteler 1982).

La pollinisation pose par contre un certain probléme au rétrocroisement, mais ceci est
sans doute relié a la fréquence d'ceufs trés déséquilibrés au niveau chromosomique,
incapables de maintenir un développement normal en pré-fécondation. Les génes
d'aptitude au rétrocroisement jouent probablement a ce niveau, de méme que les génes
qui augmentent la fréquence de gamétes non réduits.

Sauvetage d’embryons et de proembryons : hypothéses nouvelles

C'est seulement aprés la fécondation qu'interviennent plusieurs mécanismes destinés &
empécher le transfert de génes entre espéces distantes. Les noyaux étrangers se
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fusionnent de maniére anormale dans le cas de blé x Carex, et les premiéres divisions
sont mortelles. Par contre, dans les croisements blé x mais, blé x mil & chandelle, bl¢ x
chiendent, les mécanismes de mortalité sont moins rapides et moins absolus, de sorte
que le sauvetage des embryons, parfois combiné a l'usage in vivo d'hormones en post-
fécondation, suffit pour récupérer des plantules viables. Dans notre laboratoire, nous
avons travaillé & améliorer I'étape du sauvetage des embryons. Nous avons déploy€ de
grands efforts pour dépasser I'approche empirique en accord avec un petit groupe de
chercheurs qui estiment que les milieux de culture in vitro devraient refléter les vraies
conditions in vivo (Murray 1988, Monnier 1995, Carman et al. 1996). Ainsi, Maés
(1990) a défini assez exactement les conditions biochimiques qui prévalent dans
I'ovule au cours des 12 & 15 premiers jours aprés la fécondation. Ses travaux
démontrent des fluctuations majeures du niveau d'un grand nombre de composantes
minérales et organiques au cours de la premiére division cellulaire aprés la
fécondation. On parle ici de teneurs de 4 & 20 fois supérieures a la normale pour
plusieurs substances.

Chaubal et Reger (1995) ont prouvé que les cations sont distribués de maniere tres
inégale dans le sac embryonnaire avant la fécondation, et ils ont décrit comment
I'entrée du tube pollinique dans une synergide libére les noyaux spermatiques, lesquels
seront ensuite attirés vers I'ceuf. Cet événement tue la synergide et il est suivi d'une
redistribution des cations. On pourrait soupgonner que le calcium joue chez les plantes
un role semblable a celui qu'il joue dans les fécondations animales, en prenant part a
une onde de dépolarisation qui empécherait une pollinisation surnuméraire. Cette
hypothése reste & démontrer, mais une telle onde se produirait probablement en
quelques minutes tout au plus. De son cdté, Maés (1990) a observé en post-
fécondation une fluctuation lente et complexe touchant plusieurs composantes
chimiques. Le pic de cette fluctuation aurait une durée d’environ 24 heures, centrée sur
la premiére division cellulaire. Il y aurait, durant cette période, une augmentation des
cations, anions, acides aminés, sucres et peut-€tre aussi des polyamines.

Si on cherche les avantages possibles de cette vague chimique, il y a bien sir la
possibilité qu'il y ait rapport avec les besoins nutritionnels et 1'état trés hétérotrophe du
zygote et du proembryon. Il s'agirait donc d'une entrée rapide de matériel nécessaire
aux synthéses cellulaires. Le proembryon ne s'embarrasserait pas de synthétiser des
précurseurs, des sucres simples, des acides aminées, etc. nécessaire & la construction
de macromolécules ; il les recevrait massivement avant la premiére division. Chez
certains proembryons animaux, la synthése des ARN est d'ailleurs inactive pendant
une ou deux divisions cellulaires et le proembryon dépend des ARN d'origine
maternelle pour diriger sa synthése protéique. La présence d'un tel stratagéme serait a
vérifier chez les plantes. Toutefois 1'hypothése nutritionnelle semble insuffisante.
Rappelons que cette vague étudiée par Maés ne touche pas spécifiquement ['ceuf, mais
I'ovule dans son ensemble, et affecte probablement plusieurs compartiments de la
celtule.

A 1la lecture de nombreuses publications sur la structure et le fonctionnement du
chromosome et de la chromatine, on peut concevoir que les fortes concentrations
d'ions et de substances organiques auraient un effet sur un grand nombre de molécules
qui interagissent avec 'ADN. Plusieurs protéines modifient la structure et le
fonctionnement de la chromatine ; on parle ici d'histones, de « trans-acting factors »,
de protéines HMG (High-Mobility Group), topoisomérases et une Kyrielle d'autres.
Ceci nous intéresse en particulier dans le cadre de la transcription et de la réplication.
Plusieurs de ces protéines posseédent des régions d'homologie avec les histones et
autres protéines structurantes qui enroulent 'ADN ou attachent ' ADN au cytosquelette
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nucléaire et qui sont responsables de la stabilité structurale de la chromatine. Or on
sait que la force du lien entre histones et ADN varie en fonction de la concentration en
cations monovalents et divalents et en fonction de certaines autres molécules. Wolffe
(1995) se pose la question du role possible de ces protéines, incluant les histones, qui
pourraient méme réguler massivement tout un génome et spécialement peut-étre dans
le cadre des premiéres étapes de la différenciation. Dans les proembryons de certains
animaux marins, on a d'ailleurs noté des histones modifiées, spécifiques aux toutes
premieres divisions.

On peut donc poser plusieurs questions légitimes, qui permettraient peut-étre de
formuler des hypothéses de recherche valables.

Le rdle des cations, des acides aminés, polyamines, sucres et autres molécules
pourrait-il étre largement des rbles de messagers ou de régulateurs, capables de
modifier l'interaction ADN-protéines de maniere a rendre actifs ou silencieux
-plusieurs batteries de génes spécialisés dans les diverses étapes du début de la
morphogenése ? Diverses molécules agiraient-elles sur divers groupes de génes, ou &
-des ' moments différents, au fur et 4 mesure que la vague chimique croit et se résorbe?
L'osmolarité globale joue-t-elle un réle, ou les effets observés sont-ils spécifiques a
desions ou molécules précises ?

.Par exemple, selon Maé&s (1990) I'ovule peut atteindre briévement des teneurs en
sodium de 35 mM, alors que 50 mM suffisent & extraire complétement du noyau la
topeisomeérases 11, protéine qui représente un constituant important du chromosome. Si
on se rappelle que Coumans (1998) a déja détecté des effets morphogénétiques induits
par le sodium, soit une formation d'embryoides a partir de scuteliums de blé dur, on
peut donc se demander si le sodium pourrait étre un cation qui joue un role réellement
important en début de morphogenése. De plus, dans le méme laps de temps, le
potassium atteint jusqu'a 160 mM, et on peut facilement imaginer qu'a une telle dose il
pourrait affecter indirectement, de plusieurs maniéres, la structure et le
fonctionnement de ' ADN. Plusieurs autres ions et molécules organiques atteignent
simultanément des doses trés fortes. Puisque nous jouons ici dans le domaine des
questions et hypothéses nouvelles, ajoutons cette corollaire : le tout premier réle de ce
choc chimique multiple serait-il de conformer la chromatine dans un état qui remet a
zéro le programme de développement de la cellule, donc de la dédifférencier
totalement et de la rendre compétente pour une différenciation normale subséquente?
Les résultats de Maés (1990), et les hypothéses formulées a partir de la littérature
récente peuvent donc inspirer des recherches académiques, mais aussi des
.améliorations pratiques aux protocoles de travail, tant en hybridation interspécifique
qu’en culture d'anthéres ou de microspores. Par exemple, nous avons cultivé in vitro
les proembryons de blé sur le milieu U2.5 riche en acides aminées, inspiré de
I'environnement in vivo (Comeau et al. 1992). Mais a la lumiére de ces mémes
résultats, on constate a posteriori que les approches empiriques ont quelquefois
produit des milieux in vitro qui imitent un peu mieux les conditions naturelles. Par
exemple, les milieux & 2 compartiments, originalement préconisés par Michel
Monnier, reproduisent la fin de cycle de I'onde observée par Mags. De plus, l'usage de
suppléments en acides aminés, comme la glutamine et I'hydrolysat de caséine.
représente une autre action orientée accidentellement vers l'imitation de la nature. Une
imitation encore mieux réussie des conditions de la morphogenése in vivo pourrait-
elle nous permettre de diminuer encore davantage les barriéres a4 ["hybridation
interspécifique ?

On a-également essayé de modifier la concentration des ions, des sucres, des acides
aminés dans le but d'augmenter le succés de la culture d'anthéres chez 'orge. L affiche
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de Laroche et al. (1997) présente quelques-uns des résultats récents qui nous incitent a
continuer dans notre tentative d'imitation des conditions naturelles. En nous basant sur
les mémes principes, nous essayons aussi de mettre au point un milieu de culture
permettant la croissance du proembryon non disséqué, dans un ovaire fécondé
simplement stérilisé a 'hypochlorite de calcium, ce qui pourrait &tre utile pour les
croisements blé x mais.

Le transfert de génes

Ti est désormais assez facile de croiser les espéces entre elles ; nous avons d'ailleurs
croisé le blé a 24 espéces de graminées. Nous ne discuterons pas ici des cas ol le
génome étranger est éliminé, et ou l'objectif pratique se limiterait 4 [a production de
haploides. Pour le transfert de génes, si on s'éloigne des génomes A, B et D. le succés
est encore aujourd’hui difficile a obtenir, et surtout difficile a prouver. Parmi les
obstacles, il faut souligner que plusieurs séries de génes aménent des incompatibilités
et des dysfonctionnements biochimiques ou génétiques chez les hybrides. souvent
létales dans le cas des alléles Kr et des génes de nécrose hybride (Neq et Nep), et
débilitantes dans le cas des génes de chlorose et autres (Bizimungu 1994). Certains
génes qui modifient I'aptitude au rétrocroisement revétent une importance pratique
considérable, car il se dépense dix fois plus de temps pour cette étape que pour
'obtention des F, (Comeau et al. 1993). Les aspects les plus coilteux du travail
demeurent donc : 1) I'art de provoquer les transferts de génes entre génomes différents.
et 2) l'identification rapide des perles rares qui incorporent les génes étrangers dans un
chromosome de blé 4 comportement mendélien. Divers auteurs ont proposé une série
de méthodes comme l'irradiation, la régénération & partir de cals, l'usage de génes
inducteurs de cassures et recombinaisons incluant le célébre géne phtb, dans le but
d'accélérer les transferts. L’efficacité de toutes ces méthodes n'a pas été suffisamment
évaluée, et leur efficacité relative pour introduire des génes étrangers, en fonction des
diverses sources de genes possibles, reste appuyée sur une base scientifique
incompléte.

Aprés observation de la méiose des hybrides interspécifiques a l'espéce cultivée, on a
depuis longtemps classé plusieurs espéces distantes comme moins désirables au point
de vue pratique. La faiblesse de cette conclusion est mise en lumiére par les travaux
suivants. On a croisé le riz & des espéce trés distantes, jugées non utilisables par les
cytogénéticiens a cause de I’absence d’appariement méiotique. Un croisement de riz
Oryza sativa (génome AA) x Oryza officinalis (génome CC) donne donc des plants
totalement stériles et dont la méiose ne contient que des univalents. Conclusion
classique : voila un parent sauvage a éviter. Malgré le pessimisme de cette régle de
base, 1’étude approfondie avec les marqueurs RFLP révéle de multiples micro-
introgressions, présentes sur 11 des 12 chromosomes du génome A (Jena et al. 1992).
Parmi ces micro-introgressions se trouve un géne nouveau et trés utile, la résistance a
un insecte suceur appelé « fulgoride brun » (brown planthopper), Nilapravata lugens.
On parle ici de micro-introgressions parce que la plupart de ces introgressions sont
identifiées par un seul et unique marqueur RFLP. Ceci contredit donc de plein fouet
tout le courant de pensée depuis les débuts de la science cytogénétique. Jena et al.
cherchent a expliquer le phénomeéne en invoquant 1’existence d’un mécanisme non
conventionnel responsable introgressions ; mais une telle hypothése est peut-étre
superflue car Mujeeb-Kazi a noté des cas semblables chez le blé (Mujeeb-Kazi &
Hettel 1995).

En fait, les micro-introgressions ne sont détectables que depuis l'avénement des RFLP,
et la recherche de ce phénoméne n'est pas encore entrée dans les habitudes des
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chercheurs. Les cas possibles de micro-introgression ne sont pas rares dans nos
propres populations de blé interspécifiques. Plusieurs lignées de blés interspécifiques
ont été étudiés par la méthode GISH (genomic in situ hybridization), et dans la
majorité des cas, la résistance n'est pas associée & un fragment de chromosome assez
gros pour étre détectable par le GISH. 1l resterait donc a appliquer le test des RFLP, si
les croisements avaient été planifiés en fonction de cette méthode ; nous pouvons
difficilement le faire avec notre matériel actuel, ayant utilisé plusieurs parents blé dans
chaque croisement. Un hybride [(blé #1 x élyme)/blé #2//blé #3] est plus difficile a
étudier par RFLP.

PERSPECTIVES D'AVENIR

La méthodologie de croisement et de rétrocroisement sera donc a redéfinir en fonction
des progrés possibles dans I'étude des micro-introgressions chez plusieurs espéces. 11
est peut-&tre logique d'adopter une approche bien différente si de telles micro-
introgressions peuvent étre obtenues, et ce méme si la fréquence est trés faible. Tant
qu'on cherche les grosses translocations, on obtient avec les introgressions une foule
de génes délétéres ou indésirables. Avec les micro-introgressions, les changements
sont trés subtils sauf pour le caractére recherché, et au niveau cytogénétique classique
la détection est impossible. Par contre, on peut arriver trés vite a un produit
commercialisable, et ce détail est trés important.

L'optimisation des méthodes de criblage

Si on planifiait le travail en fonction d'une possibilité de micro-introgressions, la clé
du succes serait d'obtenir de grosses populations et de sélectionner avec un systéme
treés efficace pour la résistance & un stress ou a une maladie. Le fait que la micro-
introgression se produise une fois sur un million n'est pas un obstacle si le systéme de
criblage séquentiel permet d'identifier la plante individuelle dans la grande population.
Un systéme de cycles de sélection successifs serait en effet idéal pour cet objectif. Si
on conserve a chaque cycle les meilleurs individus représentant 1 % de la population.
en 3 ou 4 générations on pourrait identifier l'individu recherché. Nous avons
développé un excellent crible pour la résistance au virus de la jaunisse nanisante de
l'orge (VINO, ou BYDV), virus qui attaque plusieurs céréales ou graminées (Comeau
et al. 1993, 1994 ; Makkouk et al. 1994). Les lignées interspécifiques créées dans
notre projet ont atteint le niveau d'avancement ou elles attirent 'attention des
phytogénéticiens. Par exemple un hybride trispécifique & 2n=28 semblie avoir une
tolérance ou une résistance quasi compléte au VINO, avec en surplus une résistance a
plusieurs autres maladies, ce qui nécessite évidemment une confirmation en 1997.
Nous essayons maintenant de mettre au point un crible aussi efficace pour étudier la
résistance a la sécheresse stricto sensu, ou capacité de rendement agronomique en état
de déficit hydrique (Nodichao, 1997), dans le but de mieux rentabiliser les croisements
interspécifiques impliquant des parents résistants a la sécheresse.

Méthodes moléculaires et cytogénétique

Les RFLP, RAPD, et la panoplie de plus en plus large de nouvelles méthodes
performantes capables de remplacer ces premiers outils moléculaires (marqueurs
dérivés par PCR : SCAR, microsatellites, EST, etc.) deviennent désormais les
instruments disponibles pour étudier la fréquence des micro-introgressions. La
cytogénétique conventionnelle est impuissante dans I'étude de ce phénoméne, mais
elle rend toujours de grands services pour la caractérisation des translocations
classiques. Les techniques de cytométrie de flux seraient intéressantes mais sont
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réservées aux laboratoires les plus riches. Le GISH pourrait remplacer
avantageusement le Giemsa si le protocole était simplifié ; c'est une technique
impressionnante mais onéreuse. Nous essayons présentement de micro-disséquer un
petit télomére de chromosome de chiendent, porteur de résistance au virus (Comeau ef
al. 1994), pour en développer des sondes utilisables pour le criblage de populations de
blé interspécifique.

La biodiversité valorisée par I'hybridation interspécifique

Celui qui posséde l'art des croisements interspécifiques sait apprécier la biodiversité a
sa juste valeur. Parmi les espéces apparentées au blé, on trouve une abondance de
génes de résistance aux virus, a la fusariose, a la sécheresse et aux maladies foliaires et
racinaires. Ces génes pourraient résoudre des problémes d'échecs culturaux dans les
pays du Sud et diminuer la pollution dans les pays plus fortunés, en réduisant les
besoins de pesticides et d'engrais conventionnels. Au Québec, plusieurs especes
apparentées au blé sont des mauvaises herbes parfaitement vivaces et adaptées a notre
environnement ; les génes pour créer le bié rustique et méme le blé vivace existent
dans la nature. On accorde présentement trop peu d'intérét a l'introgression des genes
étrangers parce qu'on a adopté une perspective a court terme de cette recherche (St-
Pierre et al. 1997). L'attention insuffisante accordée aux croisements interspécifiques
compte parmi les raisons qui font que la biodiversité devient un passe-temps de
philosophes de salon, une sorte de ballon politique avec lequel les politiciens jouent un
peu au besoin pour polir leur image, seulement pour ensuite mettre le ballon de coté.
Les semenciers, souvent traditionnalistes, n'ont généralement pas encore compris qu'il
s'agit d'un enjeu socio-économique trés important. C'est ainsi que si on met sur un
plateau de la balance les argents qui vont vers les croisements interspécifiques, et sur
l'autre les argents qui vont vers la génétique moléculaire et la transformation génétique
chez les graminées, on a un rapport de quelque 10 & 15 millions de dollars sur au-dela
d'un milliard. Or si on s'attachait & mieux étudier le rapport colit-bénéfice, on
constaterait que la biodiversité a énormément a offrir, autant pour les obtenteurs privés
et publics que pour l'ensemble des pays producteurs céréaliers, qu'ils soient riches ou
pauvres, et que l'exploitation de la biodiversité devient plus facile avec les méthodes
moléculaires. Les génes des espéces sauvages ont fait leurs preuves dans les régions
soumises aux stress pendant des millions d'années ; il n'y a qu'a apprendre & mieux
exploiter ce trésor négligé.
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INTRODUCTION

La Patate douce ({pomoea batatas (L.) Lam., Convolvulacées) est une plante
économiquement importante dans les zones tropicales et méme dans certaines zones
tempérées d'Europe du sud et des Etats-Unis d'’Amérique (Sihachakr et Ducreux 1993).
Elle produit des racines tubéreuses trés riches en calories et vitamines, ainst qu'en
protéines dont la teneur varie entre 2 et 10 % de matiére séche selon les cultivars
(Yang et al. 1975 ; Hattori et al. 1985). Ses tubercules sont utilisés dans l'industrie
féculiére ou destinés aux distilleries, mais sa culture reste surtout dans un cadre
familial pour la production d'un complément alimentaire riche en calories. Son
feuillage est également utilisé comme fourrage.

La Patate douce est originaire d'Amérique du sud (Colombie, Equateur et Nord Pérou)
ou il existe encore une grande diversité d'Ipomoea batatas. Elle a ét¢ introduite en
Europe par Christophe Colomb au 15° siécle. La Patate douce ou Ipomoea batatas (L.)
Lam. est une dicotylédone gamopétale, de l'ordre des Polémoniales et de la famille des
Convolvulacées. Les études cytologiques et d’hybridation interspécifique ainsi que
l'analyse génomique (Jones et Deonier 1965) ont permis de classer la Patate douce et
les espéces sauvages apparentées en 3 groupes (Nishiyama et al. 1975). Les especes du
1" groupe, apparemment autopolyploides comprennent : [pomoea batatas (2n = 6x =
90 chromosomes) et 3 autres espéces, . trifida (2n = 2x = 30, 4x = 60 et 6x = 90, 1.
littoralis (2n = 4x = 60) et I. leucantha (2n = 2x = 30). Quatre espéces diploides (2n =
2x = 30) forment le 2° groupe : I triloba, I. lacunosa, I. trichocarpa et I. ramoni. Le
3° groupe comprend 2 espéces tétraploides, I gracillis et I tiliacea, dont la
composition génomique reste indéterminée. Les espéces sont sexuellement
incompatibles entre les groupes.

Le complexe [. trifida, constitué notamment d'[pomoea trifida et aussi d'autres especes
sauvages du 1* groupe, a fait I'objet d'études particuliéres pour l'identification de
ressources génétiques susceptibles d'étre utilisées dans un programme de sélection de
Patate douce (Kobayashi 1984). I trifida serait l'ancétre direct de la Patate douce
cultivée. C'est aussi la seule espéce sauvage qui peut donner une descendance fertile
lors des croisements avec la Patate douce (Orjeda et al. 1991). Certaines de ses
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accessions portent de nombreux caractéres intéressants, en particuler la résistance aux
nématodes et la capacité élevée d'accumulation des réserves (Sakamoto 1976).

Des progrés ont été réalisés par les méthodes de sélection classiques pour
'introduction des caractéres de résistance aux maladies, aux nématodes et aux
insectes, ainsi que pour l'amélioration de la qualité du tubercule notamment a la suite
d'hybridation avec I trifida (Iwanaga et al. 1991). Cependant, le processus de
sélection est un travail laborieux et de longue haleine. 1l nécessite des techniques
améliorées de croisements et aussi la manipulation d'un trés grand nombre d'individus,
étant donné la structure hexaploide (2n = 6x = 90) de la Patate douce. De plus.
l'incompatibilité sexuelle et la faible fertilité de certains génotypes et des hybrides
dues a la différence de niveau de ploidie des parents (Freyre et al. 1991; Orjeda et al.
1991) rendent encore plus difficiles I'exploitation des méthodes de sélection classiques
(Sihachakr et Ducreux 1993).

Afin de mener les programmes de sélection de la Patate douce avec efficacité, il est
nécessaire d'y inclure des techniques nouvelles, comprenant notamment I'utilisation de
la variation somaclonale, la fusion de protoplastes et la transformation génétique, pour
élargir la variabilité génétique et transférer des génes d’intérét. Ces nouvelles
méthodes peuvent étre utilisées en conjonction avec les méthodes de sélection
classiques. Cependant, 1’accés a ces nouvelles techniques nécessite la maitrise des
protocoles reproductibles et performants de régénération a partir de culture de tissus
de Patate douce. Cette plante est considérée comme une espece récalcitrante en ce qui
concerne la régénération. Dans ce travail nous allons examiner chez cette plante,
divers systémes de régénération a travers la culture d’explants et de protoplastes, ainsi
que ’embryogenése somatique.

LES DIVERS SYSTEMES DE REGENERATION IN VITRO CHEZ LA
PATATE DOUCE

La culture d’explants

Parmi les divers systémes de régénération in vitro, ’embryogenése somatique est sans
doute la voie la plus recherchée, car elle offre la possibilité de multiplication a un taux
élevé et inégalable. Néanmoins, chez la Patate douce, la réponse embryogéne dépend
fortement du génotype, et peut étre absente chez certains cultivars (Cavalcante Alves
et al. 1994 ; Desamero et al. 1994 ; Pido et al. 1995). Par conséquent, la régénération
par I’organogenése a partir de culture d’explants parait la seule méthode disponible
pour ces génotypes. Ainsi des fragments de tiges repiqués sur du milieu MS
additionné de 1 mg/l d’acide 3-indole acétique (AIA) peuvent donner naissance a des
bourgeons (Sihachakr 1982 b). Des études comparatives plus détaillées de milieux de
culture ont permis de montrer que les meilleures réponses concernant la précocité
(2 semaines de culture) et la fréquence de régénération (22 %) & partir de culture de
fragments d’entre-nceuds de patate douce, ont été obtenues avec la combinaison de
0,01 mg/l d’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) et de 0,01 mg/1 de kinétine. De
plus, la réponse organogéne dépend de la position et de la taille des fragments mis en
culture (Bouhassan 1984).

Des fragments de racines néoformées sur des cultures de tiges ou de feuilles de patate
douce peuvent étre induites & régénérer des bourgeons sur le milieu MS contenant
0,2 mg/l d’acide a-naphthaléneacétique (ANA), utilisé seul ou combiné avec 0,1 mg/I
de benzyladénine (BA) (Pido et al. 1995).
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Les réponses concernant la régénération varient, généralement, selon les différents
génotypes étudiés (Hwang et al. 1983 ; Carswell et Locy 1984 ; Alkalifa et Chambliss
1985 ; Templeton-Somers et Collins 1985, 1986).

La comparaison de la capacité organogeéne des différents organes mis en culture a
montré que les explants de tiges sont les plus aptes a régénérer par rapport aux
explants foliaires (Sihachakr 1982 b ; Bouhassan 1984). Par ailleurs les meilleures
réponses organogénes sont obtenues a partir des explants prélevés sur des plantes in
vitro.

11 est intéressant de noter que le repiquage des fragments de cals non-organogénes ou
amorphes sur un milieu favorable a I’organogenése a entrainé souvent leur nécrose.
Néanmoins, certains d’entre eux sont capables de reprendre la croissance et de
produire parfois des racines, mais ce traitement n’a jamais abouti a la formation de
bourgeons.

L’embryogenése somatique

* Les réponses embryogeénes

Les premiers travaux sur I’induction de I’embryogenése somatique chez la Patate
douce ont abouti & I’obtention des structures embryoides a partir de cals issus de
culture d’anthéres (Tsai et Tseng 1979). Par la suite, des investigations ont été
entreprises par plusieurs chercheurs, utilisant principalement le cultivar White Star.
Des cals embryogénes d’un aspect compact et d’une couleur jaunatre ont été induits a
partir de culture de fragments d’organes sur du milieu MS additionné de 1 mg/l de
2,4-D (Liu et Cantliffe 1984 a, b). La comparaison de capacité embryogene de
différents organes a montré que les jeunes feuilles sont les plus aptes a
I’embryogenése somatique par rapport aux fragments de tiges et de racines, et aux
apex. Le transfert des cals embryogénes sur un milieu dépourvu de régulateurs de
croissance a conduit au développement des structures embryonnaires, a savoir des
embryons aux stades globulaires et cceurs, dont certains évoluent en plantes feuillées.
Transplantées en conditions de serre, les plantes ainsi obtenues sont capables de fleurir
et de former des tubercules.

Les travaux ultérieurs ont montré que les bourgeons axillaires prélevés sur des plantes
in vitro semblent constituer le matériel végétal le plus approprié & I’induction de
I’embryogenése somatique chez la Patate douce, car ils doanent les meilleures
réponses embryogénes (Chée et Cantliffe 1988 a, b, 1989 a ; Shultheis et al. 1990 :
Desamero et al. 1994 ; Cavalcante-Alves et al. 1994).

Des études comparatives de milieux, réalisées notamment sur [e cultivar White Star,
ont montré que I’induction de I’embryogenése somatique chez la Patate douce est
optimale avec I’utilisation de 10 pM de 2,4-D, et que la combinaison de 10 uM de
2,4-D et de 1 uM de BAP assure le maintien et la multiplication des cals embryogénes
induits en milieu solide, et seulement 5 pM de 2,4-D en milieu liquide (Chée et
Cantliffe 1988 a). On a également constaté que I’acide picolinique (2-3 mg/l) combiné
avec de la kinétine (0,25-1 mg/1) est capable d’induire une embryogenése somatique
directe a partir de culture de méristéme apical du cultivar Regal, mais il reste sans
effet sur le cultivar Jewel (Desamero et al. 1994). La germination des embryons
semblent étre conditionnée par leur état de maturation. En effet, si le transfert des cals
embryogénes sur un milieu sans régulateur de croissance conduit a la différenciation
des embryons & différents stades, trés peu d’entre eux arrivent 4 maturation et encore
moins a la conversion en plantes. Beaucoup de structures embryonnaires présentent
des anomalies de développement (absence de poles ou méristémes apical et racinaire.



498  6emes J. Scientifiques du Réseau Biotechnologies Végétales AUPELF.UREF, Orsay, juillet 1997

arrét de développement aux stades globulaires et torpilles...). Seuls les embryons qui
ont atteint les stades torpilles avancés ou cotylédonnaires sont capables de germer et
de se développer en plantes (Chée et Cantliffe 1988 b).

Tableau 1 : Réponse embryogéne de 10 cultivars de Patate douce.

Génotype DIl Qu Yul Zho 90 132 209 530 865 953

A)Réponse
Embryogéne 0,0 L3 1,5 150 100 50 80 36 170 7.0
(%)

B)Réversion
De cals (%) - 1,0 1,0 30 120 25 7,0 1,5 10,5 05

A) Pourcentage de cals embryogénes obtenus apres 6-8 semaines d 'incubation de bourgeons axillaires dans du
milieu MS contenant 10 uM de 2,4-D , effectif : 120-160 bourgeons axillares/génotype . 1'effet = génoype = est
trés hautement significatif pour P = 0.001 ; B) Pourcentage de réversion de cals embryogenes en cals fitables et
non-embryogeénes aprés repiquage sur du milieu MS contenant 10 uM de 2.4-D : effectif : 200 cals génotypes .
leffet = génotype ” est trés hautement significatif pour P = 0,001,

L’évaluation du potentiel embryogéne a partir de culture de bourgeons axillaires chez
10 cultivars de Patate douce a montré |’existence d’un effet * génotype ™ trés
hautement significatif (Tab. 1A) (Cavalcante et al. 1994 ; Sihachakr et al. 1995).
Parmi les génotypes testés, les cultivars 90, Zho et 865 ont donné les meilleures
réponses embryogénes avec respectivement 10, 15 et 17 % de cals embryogénes
(Tableau 1A). Il est intéressant de noter que le cultivar Duclos XI n’a donné aucune
réponse embryogéne quelle que soit la concentration en 2,4-D utilisée (2,5 a 15 uM),
alors que ce méme génotype a produit quelques régénérations de bourgeons a partir de
culture de protoplastes (Sihachakr et Ducreux 1987 b, 1993 ; Sihachakr et al. 1997).
Les cals embryogénes sont multipliés par repiquages successifs sur du milieu MS
contenant 10 pM de 2,4-D et 1 uM de BAP et maintenus & I’obscurité. Cependant,
aprés plusieurs repiquages, certains secteurs du cal deviennent friables et non
embryogénes. Ils ont tendance a envahir complétement la culture car leur croissance
est 5 a 8 fois plus rapide que celle des cals embryogénes. De plus, la réversion des cals
embryogeénes vers un état friable non embryogene est irréversible, et s’accompagne
d’une perte définitive de la capacité & régénérer des bourgeons (Cavalcante et al.
1994 ; Sihachakr et al. 1997). La comparaison des fréquences de réversion a montré
un effet “ génotype ™ trés hautement significatif (Tab ; 1B). En effet, les cultivars
Quangshu, Yulciboi et 953 sont parmi les génotypes qui ont le taux de réversion le
plus faible (0,5 & 1 %), alors que le cultivar 90 présente le taux le plus élevé (12 %)
(Tableau 1B).

* La différenciation des embryons somatiques et la régénération de plantes

Il est intéressant de noter que I’induction et la différenciation d’embryons somatiques
chez la Patate douce, ainsi que leur maturation nécessite la présence d’un niveau élevé
d’auxine, du 2,4-D en particulier. En effet, la différenciation d’embryons somatiques
de Patate douce est obtenue en transférant les cals embryogeénes dans le méme milieu
(MS + 10 uM de 2,4-D + 1 uM de BAP) que celui utilisé pour leur multiplication. La
culture est alors maintenue & I’obscurité pendant une semaine aprés le repiquage, puis
exposée a la lumiere. Dans ces conditions, plus de 90 % des cals embryogenes traités
développent des embryons globulaires aprés 4 semaines de culture. Cependant,
seulement 5 % des embryons globulaires différenciés pour tous génotypes confondus
de Patate douce sont capables d’évoluer vers le stade cotylédonnaire ¢t de se
développer en plantules & la suite de leur transfert dans un milieu dépourvu de
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régulateurs de croissance. La majorité des embryons restent stationnaires tout en
gardant la capacité de redonner des cals embryogénes lorsqu’ils sont transférés sur les
milieux d’induction ou de multiplication. Le repiquage des embryons globulaires sur
un milieu contenant 1 uM de 2,4-D et 1 uM de kinétine pendant 3 semaines, suivi
d’un transfert dans un milieu MS dépourvu de régulateurs de croissance améliore
sensiblement leur développement en embryons au stade cotylédonnaire, plus aptes a
germer, mais avec une fréquence variant de 24 & 90 % selon le génotype.

Les embryons somatiques de Patate douce au stade cotylédonnaire verdissent a la
lumiere. Ils sont plus aptes a se développer en plantes a raison de 3-5 plantes par cal.
On remarque, cependant, que les vieilles cultures (plus de 6 mois), maintenues a
I’obscurité dans un milieu initialement riche en 2,4-D, parviennent, parfois, a
différencier des embryons qui peuvent atteindre le stade cotylédonnaire.

Il est important de noter que les cals embryogénes ainsi obtenus chez plusieurs
génotypes de Patate douce et leur capacité de conversion en plantes sont constamment
maintenus depuis plus de 5 ans de culture.

* Caractérisation biochimique

Afin d’évaluer les potentialités embryogénes de différents types de structures
obtenues, des cals embryogénes et non embryogénes de patate douce ont été
caractérisés par 1’analyse des isoenzymes et du comportement d’une kinase, la
nucléoside diphosphate kinase, impliquée dans le phénoméne de différenciation
cellulaire.

* L’analyse des isoenzymes

Les isoenzymes sont facilement détectables et la variation de leurs activités est
souvent associée & des différences génétiques et des modifications morphogénétiques,
alors que I’évaluation du potentiel embryogéne par observations morphologiques est
toujours subjective. Dans cette étude, 4 systémes d’isoenzymes ont été analysés pour
caractériser les différents événements morphogénétiques survenus au cours de
I’embryogenése somatique chez la Patate douce. Ce sont les estérases (Est,
E.C.3.1.1.2), les péroxydases (Prx, E.C.1.11.1.7), les phosphatases acides (Acp.
E.C.3.1.3.2) et les glutamates axaloacétates transaminases (Got, E.C.2.6.1.1).

Les feuilles, les cals embryogénes et non embryogénes et les embryons somatiques au
stade globulaire issus de 3 génotypes (cv 90, 953 et Quangshu) ont été utilisés. Chacun
des 4 systémes d’isoenzymes analys€s ont permis de distinguer les 3 génotypes
étudiés. De plus, ils montrent des variations dans leurs activités entre les différents
types d’organisation, et en particulier entre les cals embryogénes et non embryogénes
(Calvacante et al. 1994).

Le profil des bandes des estérases est complexe. Il comprend un trés grand nombre de
bandes, sans doute 1ié & 1’état hexaploide de la patate douce. La feuille est caractérisée
essentiellement par des bandes situées dans la zone de migration lente. Les cals
friables non embryogénes, a croissance rapide se distinguent des cals embryogénes par
I’absence d’activité des estérases, sauf au niveau de la migration rapide pour le
cultivar 953. Peu de différences existent entre les cals embryogeénes et les embryons
globulaires, sauf pour le cultivar Quangshu, qui montre de nombreuses bandes dans la
zone de migration rapide des estérases (Cavalcante et al. 1994).

Pour les péroxydases, les cals friables non embryogénes se distinguent des cals
embryogenes essentiellement par la présence d’activités au niveau de la zone de
migration lente. I1 y a peu de différences entre les cals embryogénes et les embryons
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globulaires. Ils sont essentiellement caractérisés par des bandes de migration rapide
(Cavalcante et al. 1994).

Pour les glutamates oxaloacétates transaminases (Got), la feuille est caractérisée par
des bandes situées dans la zone de migration rapide. Les cals friables non
embryogénes des génotypes 90 et 953 ont respectivement des activités faibles et
intenses dans la zone de migration lente.

En ce qui concerne les phosphatases acides, les cals non embryogénes sont
caractérisés par I’absence d’activités notamment chez les cultivars 90 et Quangshu, ou
par une trés faible activité pour le génotype 953. Peu de différence a été observée pour
les cals embryogénes et les embryons globulaires. Les feuilles ont des activités
intenses dans la zone de migration lente (Cavalcante et al. 1994).

Dans cette étude, les cals embryogénes et non embryogénes montrent de grandes
différences dans les activités des isoenzymes. En revanche, peu de changements ou
aucune modification spécifique n’ont été observés entre les cals embryogenes et les
embryons globulaires. Cela semble indiquer que les isoenzymes étudiées sont
probablement impliquées dans 1’organisation de cals plutdt que dans le processus de
différenciation des embryons somatiques.

11 est également intéressant de noter que les activités des isoenzymes sont plus faibles
ou absentes chez les cals friables non embryogénes, comparées a celles des cals
embryogénes. Cette situation est non seulement due a la différence de quantité de
protéines, qui est de 20 & 30 % plus faible dans les cals friables non embryogenes.
mais elle peut €tre aussi liée & une activité faible ou nulle des isoenzymes dans les cals
non embryogénes. Des résultats similaires ont été constatés chez les cals embryogénes
et non embryogénes de mais (6).

* Les marqueurs protéiques

Les nucléosides diphosphates kinases (NDPK, E.C.2.7.4.6) sont des enzymes
ubiquistes responsables de la synthése des nuciéosides triphosphates a partir des
nucléosides diphosphates. Elles sont impliquées dans le contrdle du flux métabolique
des groupes phosphates et dans la conversion de leur niveau de fonction. Les NDPK
ont un role trés important pour le maintien du niveau de GTP nécessaire aux synthéses
protéiques. La protéine native est un hexamére (100 kDa) constituée de sous-unités
identiques (17-20 kDa), chaque sous-unité posséde un site actif et peut étre
phosphohorylée. L’étroite analogie existant entre la NDPK d’épinard, le produit du
géne humain Nm23 (impliqué dans les tumeurs malignes) et celui de la drosophile
Awd (décisif pour le développement) nous a conduit & émettre Phypothése de la
contribution de la NDPK au niveau des processus de prolifération et de différenciation
des cals de patate douce.

La NDPK est analysée d’une part en tant qu’élément de la chaine de signalisation des
processus précoces de différenciation cellulaire, et d’autre part comme enzyme clé de
la gestion énergétique cellulaire au cours des processus de divisions intenses des
cellules.

Au cours de la phase exponentielle de croissance des cellules en prolifération,
’activité NDPK est fortement augmentée, comparée a celle exprimée par les cellules
en phase stationnaire. Cette augmentation du niveau de 1’activité¢ NDPK au cours de la
croissance peut traduire 1’intensité des divisions cellulaires et par voie de conséquence
I’intensité des échanges nucléotidiques et énergétiques qui y sont associés. De plus.
I’activité NDPK mesurée sur les extraits protéiques des cultures embryogenes est
4 fois plus forte que sur les cultures non embryogénes. Les résultats des
immunotransferts permettent de montrer la distribution générale du polypeptide 15-17
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kDa, caractéristique de la NDPK décrite chez les systémes animaux. L’existence d’une
forme plus lourde (28-31 kDa) est spécifiquement observée sur les extraits de cultures
embryogénes. Des résultats complémentaires nous permettent de relier ce polypeptide
(28-31 kDa) aux organites impliqués dans la gestion du pouvoir énergétique tel que les
mitochondries et les chloroplastes. La surexpression de I’activité enzymatique de la
NDPK dans les cals embryogénes et la présence d’une bande correspondant a un
polypeptide de poids moléculaire élevé, permettent de supposer une participation
active de la NDPK au cours des processus de la différenciation cellulaire et de la
considérer comme un marqueur potentiel lors de la mise en place des événements de
I’embryogenése somatique.

L’induction de la production et du développement des embryons est sous la
dépendance des stimulis hormonaux. La transduction de ces signaux lors des
processus du développement chez la patate douce est encore mal connue. Les
mécanismes par lesquels les cellules végétales regoivent les signaux physiologiques et
assurent leur traduction jusqu’aux cellules cibles doivent étre élucidés via le
fonctionnement corrélé des NDPK et des protéines G.

La culture des protoplastes

L’isolement et la culture des protoplastes ainsi que la régénération de plantes
constituent des étapes essentielles pour réaliser le transfert de génes par transformation
génétique ou par fusion somatique. De plus, il est bien établi que les cellules végétales
cultivées subissent des changements génétiques, appelés variations somaclonales
(Larkin et Scrowcroft 1981). L’hétérogénéité cellulaire d’une population de
protoplastes est particuliérement appropriée pour I’isolement et I'identification de
somaclones comportant des caractéres agronomiques intéressants, tels que
I’accroissement du rendement et de la qualité des tubercules, et des tolérances.

Chez la patate douce, des protoplastes peuvent étre isolés a partir de fragments de
tiges, de pétioles ou de cals, alors que le mésophylle se montre trés récalcitrant a la
digestion enzymatique. Le matériel frais est en incubation, pour la nuit 4 27°C et a
’obscurité, dans une solution enzymatique constituée de 0,5 M de mannitol. de sels
minéraux (Frearson et al ; 1973), de Cellulase RS et de Pectolyase Y23 utilisées a
0,5 % (m/v) (Sihachakr et al ; 1997). Dans ce cas, le rendement en protoplastes est
estimé a 0,2 — 1,3 X 10° protoplastes/g de masse fraiche. Les protoplastes sont
généralement cultivés en milieu liquide. Ils évoluent, le plus souvent, vers la formation
de cals qui ne manifestent aucune organogenése (Bidney et Shepard 1980 ; Otani et al.
1987 ; Kokubu et Sato 1988), ou qui produisent seulement des racines (Sihachakr et
Ducreux 1987 a). Cependant, des néoformations sporadiques de bourgeons a partir de
culture de protoplastes de patate douce ont été signalées pour le cultivar Chugoku
N°25 (Murata et al 1986).

Des résultats intéressants concernant la régénération de bourgeons a partir de culture
de protoplastes ont €té obtenus chez la patate douce, grace a des efforts qui ont porté
sur la recherche de combinaisons de régulateurs de croissance, de séquences de
milieux de culture et en particulier sur le choix du matériel végétal utilisé comme
source de protoplastes (Sihachakr et Ducreux 1987 b). En effet, la comparaison entre
le matériel végétal prélevé en serre et in vitro montre la nette supériorité de ce dernier
concernant la viabilité et le taux de division de protoplastes qui en sont issus, ainsi que
la capacité ultérieure a régénérer des bourgeons. Ces performances sont sans doute
dues a I’état physiologiquement juvénile et homogéne du matériel végétal qui
caractérise les plantes in vitro. De plus, la grande dilution de la culture, combinée avec
le passage sur des milieux successifs riches en cytokinine, de la zéatine en particulier,



502 6emes J. Scientifiques du Réseau Biotechnologies Végétales AUPELF.UREF, Orsay, juillet 1997

stimule la croissance des cals et favorise la régénération de bourgeons (Sihachakr et
Ducreux 1987 b). Ainsi, des plantes ont été régénérées a partir de cals de protoplastes,
mais la régénération est limitée a deux cultivars de patate douce, cv. Duclos 11 et Ira.
Par ailleurs, I’utilisation de matériel végétal hautement organogene, tels que les cals
embryogénes de patate douce, comme source de protoplastes a abouti a I’obtention de
cals friables non embryogénes et incapables de régénérer (Sihachakr et al. 1997).

Le contrdle de régénération chez d’autres génotypes de patate douce nécessite donc le
développement d’un protocole alternatif. Il est intéressant de rappeler que les racines
tubéreuses de Patate douce portent de nombreux bourgeons adventifs qui peuvent se
développer en plantes feuillées (Sihachakr 1982 a). Nous avons alors mis a profit cette
propriété rhizogéne pour tenter d'obtenir des régénérations de bourgeons sur les cals
de protoplastes a travers la rhizogenese. Des cals de protoplastes ont été d’abord
repiqués sur du milieu MS contenant 2 mg/l de zéatine pendant un mois, avant d’étre
transférés sur du milieu contenant 0,01 mg/l de 2,4-D et 0,01 mg/l de kinétine.
Environ 2-5 % des cals ainsi traités produisent des racines 20-30 jours apres le
transfert. La rhizogenése peut étre améliorée, la fréquence pouvant atteindre 10 %
dans du milieu contenant 0,2 mg/l d’ANA, avec en moyenne une a 5 racines par cal.
Les racines néoformées sont ensuite coupées en fragments de 10 mm de long puis
repiqués dans du milieu contenant 0,5 mg/l de zéatine. Un a deux mois plus tard, des
bourgeons apparaissent soit directement sur les racines cultivées, ou soit a travers un
cal formé au niveau des sections avec une fréquence variant de 3 a 6 % (Sihachakr et
al. 1997). Finalement, a travers ce protocole, la régénération de plantes a €té obtenue
chez les cultivars Ira, Quangshu et I trifida. Des travaux sont en cours pour appliquer
ce protocole de régénération a d’autres génotypes de patate douce et des espéces
sauvages apparentées.

Les plantes régénérées présentent une grande variabilité affectant la morphologie
générale de la plante, celle des feuilles, la ramification ainsi que le systéme racinaire.
L’analyse du contenu en ADN de 15 protoclones d’apparence morphologique
normale, par cytométrie en flux, a montré des valeurs similaires ou trés proches de
celles du clone témoin (Sihachakr et Ducreux 1993).

Dix protoclones choisis ont été transplantés en conditions de champ au Gabon pour
une évaluation préliminaire. Deux types de matériel ont été testés : des boutures issues
directement de culture in vitro, et celles issues de pépiniere. Malgré une apparence de
morphologie similaire, les protoclones montrent une certaine variabilité dans la
croissance et la formation des tubercules. Certaines boutures de protoclones issues de
culture in vitro n’ont pas tubérisé, alors que d’autres (clones R8, R22, R35, R39, R52
et R56), notamment celles issues de pépiniére, ont donné un rendement en tubercules
deux fois supérieur a celui du clone témoin D11 (Sihachakr et al. 1997). Des essais au
champ sont en cours a Bogor (Indonésie) pour confirmer le comportement des
protoclones.

Tableau 2 : Evaluation préliminaire de 10 protoclones de patate douce (R8 — R56)
et du témoin (D11) réalisée en conditions de champ au Gabon a partir de
boutures issues de plantes in vitro et de pépiniére ; rendement en tubercules :
g/plante,

Génotype R8§ R22 R35 R39 R40 R41 R42 R43 RS2 R56 D11
Boutures 406 197 162 121 122 12 10 O 225 67 2

in vitro

Boutures 809 . 729 738 733 589 236 71 174 860 772 332

de pépiniére
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CONCLUSION

Dans cette étude, divers systémes de régénération chez la patate douce ont été
présentés. Bien que la micropropagation soit bien maitrisée, la régénération chez cette
plante montre encore des difficultés affectant notamment la culture de cals secondaires
ou de protoplastes. La voie de I’embryogenése somatique parait alors la plus
prometteuse et reproductible pour la régénération chez cette plante. Elle permet
d’assurer un taux élevé et inégalable de multiplication d’individus sains, homogénes et
juvéniles. Cependant, bien que les cals embryogénes constituent sans doute un
matériel compétent et hautement organogéne, le potentiel embryogéne n’a pu étre
conservé a travers la culture de protoplastes. En effet, les protoplastes isolés a partir de
cals embryogénes évoluent en culture vers la formation d’un cal friable non
embryogéne et incapable de régénérer des bourgeons. En conséquence. un protocole
alternatif a été développé aboutissant & la néoformation de bourgeons. Ce protocole
s’inspire des propriétés organogénes des racines de patate douce. Il consiste a initier
d’abord la production de racines sur les cals de protoplastes, puis & induire la
régénération de bourgeons & partir des racines néoformées.

Les plantes régénérées a partir de culture de protoplastes montrent une trés grande
variabilité affectant notamment la croissance et la tubérisation. Certains protoclones
présentent un rendement en tubercules deux a trois fois supérieur a celui du témoin.
Ces résultats montrent bien que la culture de tissus, et en particulier a travers le
passage par cal de protoplastes, peut induire la variabilité génétique. Des somaciones
stables et intéressants peuvent étre rapidement régénérés. Cette technique constitue,
donc, un moyen efficace d’¢élargir la variabilité génétique chez des plantes, telles que
la patate douce, présentant des difficultés dans la reproduction sexuée.

Ce travail a été réalisé grdce au soutien financier de la Communauté Européenne et
de I'AUPELF.
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INTRODUCTION

La Pervenche de Madagascar, Catharanthus roseus (L) G. Don, Apocynacée tropicale
accumule plusieurs alcaloides indoliques d'intérét pharmacologique (ajmalicine,
vinblastine, vincristine). Elle est également cultivée en Europe comme plante
ornementale.

Au cours d'études sur la régulation des biosynthéses alcaloidiques dans des cultures in
vitro de cette espéce, nous avons observé, aprés électrophorése bidimensionnelle,
l'accumulation d'une protéine de 17 kDa (pHi : 6,5) stimulée par la présence de
cytokinines dans le milieu de culture, et au contraire inhibée par ['acide 2.4-
dichlorophénoxyacétique (2,4-D), une auxine de synthése (Carpin et al., 1997). Nous
avons souhaité identifier cette protéine cytokinine-dépendante et caractériser le géne
correspondant.

RESULTATS

Dans une premiére étape, la partie N-terminale de cette protéine a été microséquencée
sur 30 acides aminés qui sont donnés dans la figure 1 suivante :

NH2 - GVISYDMEIKSSL.SAAKLFKAFVLDVGTLI

Figure 1.

A partir de cette séquence, nous avons sélectionné 2 amorces (soulignées dans la
figure 1) qui ont été utilisées en combinaison avec un primer poly T pour rechercher le
clone ADNc correspondant, par la technique de RT-PCR. Nous avons ainsi obtenu et
séquencé un clone ADNCc partiel codant la protéine T1. L'utilisation d'amorces internes
nous a permis d'obtenir grace a la technique de RACE-PCR la séquence compléte en
acides nucléiques, codant la protéine T1. Cette séquence est donnée en figure 2.
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ccaaaacatcttctcaccactaaatatatatcctctcttttgectccttaaattactttA
ataatttcttttcttcattttgcataaaaaaaaaaaaaaATGGGTGTTATTTCTTATGAT
M G VvV I S Y D

ATGGAGATCAAATCCTCACTCTCAGCAGCTAAGTTATTCAAGGCTTTTGTCCTCGATGTT
M E I K §S s L s A A K L F K A F V L D V

GGTACCCTCATCAACAAAGCATTGCCTAATGTCATTAAGAGTGTTGAGATCCTCCAAGGA
G T L I N K A L P NV I K s V E I L Q G

GATGGAGGTGCTGGTACTATCAAGTTGGTCCATTTCGGTGAAGGTGGGCCAGTACCGAGT
D G 6 A G TTI KL V HPF G E GGG P V P S

GTGAAGCACCATGTGGAGGAGTTGGACAAGGATAACATGAGCTACAAATACAGTATTGTG
V K H HV EEL DK DDNMS Y K Y S I V

GACGGAGAAGCTTTGATGCCCGGCCTCCAGTCAATCTCTTACGTTATCAAAATCGAACCA
D 6 E AL MUPGULQ S$ I 8 Y V I K I E P

TCCGGCCACGGTTCCGTCTGCAAGCACAACACTACATTCCATTTCAAGGCTGGTTCCAAT
S GH G s v ¢ K H N T TV F HF K A G S N

ATTAACGAAGATGAAATTAAGGCTGGTAAAGAAAGGGCTGCCGAAATGATCAAAGCCGTT
I N E D E I K A G K ERAA EM I K A V

GAAGCTTACGTTCAAGCCAATCCAGATTATTAATAACAAAATCTGATTTCTCTATTTCAA
E A Y V ¢ A N P D Y * *

ATAAATATATTGTATTTCTGTTTTCAAGTGTGAGTTTTTTCCTTCTAGAATAAATGCTAC
TGTGTTCTTCAGCAGTGGTGAGATTGATCAGTGATCATCTAAACAGGTTCTGAAGAAAAT
TTTAATGGAATTAACGTTACTTACAAAAARAANAA

Figure 2. Séquence en acides nucléiques et en acides aminés du clone ADNc
codant la protéine T1 (code d’accés dans la banque EMBL : Y10612).

Ce clone a été utilisé comme sonde radiomarquée dans des tests de Northern blot afin
d'étudier l'expression des ARN messagers, codant la protéine T1, extraits de cals de
Pervenche soumis & différentes conditions hormonales. Nous avons ainsi vérifié que
I'accumnulation des transcrits codant la protéine T1 est, comme cette derniére, stimulée
par les cytokinines et inhibée par le 2,4-D.
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C. roseus -GVISYDMEI KSSLSAAKLF KAFVLDVGTL INKALPNVIK SVEILQGDGG AGTIKLVHFG
Bet vl MGVFNYESET TSVIPAARLF KAFILDGDNL FPKVAPQAIS SVENIEGNGG PGTIKKISFP
Maldl MGVYTFENEF TSEIPPSRLF KAFVLDADNL IPKIAPQAIK QAEILEGNGG PGTIKKITFG
Apigl MGVQTHVLEL TSSVSAEKIF QGFVIDVDTV LPKAAPGAYK SVEI-KGDGG PGTLKIITLP
Aol MSSGSWSHEV AVNVAAGRMF KAAMIDWHNL GPKIVPDFIA GGSVVSGDGS VGTIREIKIN
C.roseus EGGPVPSVKH HVEELDKDNM SYKYSIVDGE ALMPGIQSIS YVIKIEPSGH -GSVCKHNTT
Betvia EGFPFKYVKD RVDEVDHTNF KYNYSVIEGG PIGDTLEKIS NEIKIVATPD GGSILKISNK
Maldl EGSQYGYVKH RIDSIDEASY SYSYTLIEGD ALTDTIEKIS YETKLVACGS GSTIKSISHY
Apigl DGGPITTMTL RIDGVNKEAL TFDYSVIDGD ILLGFIESIE NHVVLVPTAD GGSICKTTAI
Aopr 1 NPAIPFSYVK ERLDFVDHDK FEVKQTLVEG GGLGKMFECATTHFKFEPSSN GGCNVKVTAS
C.roseus FHFKAGSNIN EDEIKAGKER AAEMIKAVEA YVQANPD-Y

Bet vl YHTKGDHEVK AEQVKASKEM GETLLRAVES YLLAHSDAY

Maldl ~HTKGNIEIK EEHVKVGKEK AHGLFKLIES YLKDHPDAY

Apigl FHTKGDAVVP EENIKYANEQ NTALFKALEA YLIAN

Ao 1 YKILPGVADE SAKAKEGITN HM---KATEA YLLANPTAY

Figure 3. Comparaison avec les séquences en acides aminés des protéines
allergénes de Bouleau (Bet v 1), de Pommier (Mal d 1), de Céleri (Api g 1) et de
I'Asperge (Aopr 1).

La comparaison de la séquence en acides aminés de la protéine avec celles de la
banque de données EMBL a montré une trés forte homologie entre notre protéine et
plusieurs autres actuellement regroupées sous le terme de « protéines de pathogenése
intracellulaires » (IPR : Intracellular pathogenesis-related proteins) : figure 3 ci-
dessus.

Parmi celles-ci figurent l'allergéne principal des grains de pollen du Bouleau (Bet v1,
Breiteneder et al., 1989), mais aussi des protéines caractérisées dans de nombreuses
espéces alimentaires (Pomme de Terre, Haricot, Pois, Soja, Céleri, Persil, Pommier,
Asperge ....), ou non (Tabac, Ginseng). Le caractére allergéne a été clairement
démontré pour certaines de ces protéines (AoPR | de I'Asperge, Mal d 1 de la Pomme,
Api g 1 du Céleri dont les codes d'accés sont respectivement les suivants : X62103,
248969, Z48967 ...), mais n'a pas été systématiquement recherché.

En ce qui concerne la protéine T1, nous avons souhaité rechercher un éventuel
caractére allergéne de celle-ci. Pour cela, nous avons réalisé des western blot qui ont
été hybridés avec du sérum de patients allergiques a l'allergéne Bet v 1, et avec des
anticorps monoclonaux dirigés contre Bet v 1. Les résultats obtenus nous ont ainsi
permis de démontrer que cette protéine de Pervenche était immunologiquement
différente de Bet v 1 (données non montrées).

CONCLUSIONS

La protéine T1 caractérisée appartient donc a un groupe de protéines ubiquitaires.
appelées IPR, et dont on connait mal actuellement le role biologique. Selon certains
travaux (Breiteneder et al., 1995 ; Ebner et al., 1995), la consommation des plantes
alimentaires pré-citées pourraient représenter un danger pour les patients allergiques
au pollen de Bouleau.

Ces cultures in vitro de Pervenche de Madagascar constituent un bon modéle pour
étudier les facteurs environnementaux (hormones ou autres...) capables de réguler
I'accumulation de telles protéines chez les végétaux. Ces études pourraient permettre
de mieux comprendre le role de ces protéines au sein des végétaux et pourraient
permettre de contrdler leur biosynthése dans les espéces végétales alimentaires.
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INTRODUCTION

L'obtention de protoplastes nécessite I'élimination des parois pectocellulosiques tout en
préservant |’intégrité de la cellule. Cet objectif ne sera atteint qu'en ajustant les types
d'enzymes a utiliser. La complexité de la structure de la paroi végétale et la multiplicité des
liaisons covalentes, qu’il faut rompre pour libérer le protoplaste, rendent souvent difficile
l'optimisation des combinaisons d’enzymes aptes a la dégrader. En général, ces enzymes sont
produites par des micro-organismes (7richoderma viride, Aspergillus niger...) et agissent sur
les différents composés de la paroi végétale (Noat e al., 1991). Outre leurs activités principales
(cellulases, pectinases), ces préparations commerciales possédent également des activités
secondaires (a-amylase, endo B-glucanase et protéase) permettant ia lyse compléte de la paroi
cellulaire.

La plupart des préparations commerciales d'enzymes contiennent des impuretés parfois
toxiques (Chupeau & Bourgin, 1980), notamment d’autres enzymes (ribonucléases, protéases,
lipases), des phénols et les sels résiduels aux milieux de culture de 1’organisme producteur.

La pureté des enzymes représente un facteur important, & prendre en compte dans l'isolement
des protoplastes pour éviter d'altérer la cellule particuliérement le plasmalemme (Pilet, 1972 ;
Patnaik et al., 1982 ; Bengochea & Dodds, 1980) afin de maintenir la viabilité des protoplastes,
leur capacité a synthétiser une paroi et a entrer en division, une fois mis sur milieu de culture
approprié (Imbrie-Milligan & Hodges, 1986 ; Dugas ef al., 1989 ; Shea et al., 1989). Ceite
observation explique la nécessité parfois de purifier et/ou de déssaler les préparations
enzymatiques commerciales pour augmenter le rendement et la viabilité des protoplastes. Ainsi
une purification par un passage sur colonne de chromatographe, Gonzales-Rio & Revilla
(1991), a amélioré le taux de viabilité des protoplastes d’Actinidia de 20-40 %.

Les enzymes pectolytiques se divisent en 2 groupes : les enzymes déestérifiantes et les
enzymes dépolymérisantes. Le premier groupe hydrolyse les liaisons ester méthyliques, il
s’agit de la pectine-méthyl estérase (PME) qui libére du méthanol et forme des pectates. Le
deuxiéme groupe agit par hydrolyse (acide ou enzymatique) des liaisons o [1, 4] ou par des
réactions de B-élimination propres aux polyuronides méthylés. Cette déestérification et
dépolymérisation sont des réactions qui dépendent du pH et de la température (Thibault, 1980).

Dans ce présent travail, et dans le but d'isoler des protoplastes a partir de mésophylle foliaire et
de cals (de racines et de feuilles) de Prunus cerasus L. « Montmorency », nous avons
déterminé les solutions optimales d'enzymes en fonction des tissus sources et caractérisé ces
solutions en terme d'activité spécifique.

MATERIEL ET METHODES

Isolement des protoplastes

Différentes combinaisons d'enzymes (cellulases et pectinases) ont été testées pour l'obtention
de protoplastes a partir de mésophylle foliaire de vitroplants agés de 2 semaines et de cals issus
de feuilles et de racines de Prunus cerasus L. "Montmorency". Toutes les enzymes sont
dissoutes dans la solution enzymatique CPW 13% mannitol additionnée de 5 mM MES (pH=
5,6).
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Mesure de l'activité spécifique des cellulases et des pectinases utilisées
pour P’isolement des protoplastes

Une étude de 'activité des préparations enzymatiques utilisées (cellulases et pectinases) pour
l'obtention de protoplastes de mésophylle foliaire ou de cals a été effectuée. L'activité
cellulasique des cellulases Onozuka R-10 et RS (Yakult Pharmaceutical, Japon) ont été
mesurées en utilisant comme substrat du papier filtre (FPase) ou de la carboxymeéthylcellulose
tandis que les activités spécifiques polygalacturonase (PG), pectate lyase (PL) et pectine
méthylestérase (PME) ont été mesurées pour la Macérozyme R-10 (Yakult Pharmaceutical,
Japon) et Pectolyase Y-23 (Seishin Pharmaceutical).

Les dosages des protéines existant dans les préparations enzymatiques commerciales ont €té
réalisés suivant la méthode de Bradford (1976) afin de déterminer les quantités d'enzymes a
mettre en jeu pour la détermination des activités spécifiques.

» Les cellulases

L'activité du complexe cellulasique total est mesurée par l'activité (FPase) sur papier filtre et
par l'activité carboxyméthylcellulase (CMCase) en utilisant comme substrat le
carboxyméthylcellulose (Heechst). L'échantillon contenant 500 pul de la solution cellulase R-10
ou RS a 1 % est déposé soit sur 40 mg papier filtre (Whatman chromatography paper, N° 3001-
653) pour la FPase, soit sur 40 mg de carboxyméthylcellulose (pour la CMCase). On ajoute
ensuite 1 ml de tampon citrate 0,05 N (pH= 4,85). Ce mélange est incubé a 48°C pendant 1 h.
La réaction est stoppée par incubation 3 100°C pendant 20 min. L'activité FPase et CMCase est
évaluée en dosant les sucres réducteurs libérés a partir des substrats. Une unité d'activité
enzymatique correspond a la quantité d'enzyme libérant 1 mg d'équivalent de glucose par mg
d'enzyme et par heure.

* Les pectinases

- Analyse de l'activité pectate lyase (PL) contenue dans la
Macérozyme R-10 et la Pectolyase Y-23

La technique de dosage de l'activité pectate lyase est basée sur le principe suivant : la pectine
est dégradée sous l'action des pectate lyases par B-élimination. Cette réaction libére des
composés contenant une double liaison entre C, et Cs ; cette double liaison et le groupe
carboxyle en C5 entrainent une absorption maximale & 235 nm.

Le mélange réactionnel est constitué de 750 ul de la solution du substrat et le méme volume de
la solution des enzymes. La solution du substrat est préparée a partir de 0,5 % de polypectate
de sodium (Sigma P 1879) dissous dans un tampon Tris-HC1 0,1 M 4 pH= 8,5. La solution des
enzymes est obtenue en ajoutant un volume des échantillons (variant de 50 4 200 ul selon la
teneur en protéines totales) a 37,5 pl de CaClp.2H20 (5.10™ mM) ; le tout est ensuite porté a
un volume de 750 pl a I'aide du tampon Tris-HC1 0,1 M (22,4 g/l, pH= 8,5).

Ce mélange réactionnel est ensuite incubé pendant 1 h dans un bain thermostatisé a 30°C. On
arréte la réaction en plongeant les échantillons dans un bain a 100°C pendant 20 min. Aprés
refroidissement, I'absorbance est mesurée dans des cuvettes en quartz 3 235 nm. Le témoin est
constitué de I'échantillon ayant subi une dénaturation (100 °C pendant 10 min). L'activité est
exprimée en unité/|ig de protéines. Une unité correspond a la quantité d'enzyme nécessaire a
'augmentation d'absorbance de 0,01 U/min.

- Analyse de l'activité polygalacturonase (PG) contenue dans la
Macérozyme R-10 et la Pectolyase Y-23

Les polygalacturonases catalysent I'hydrolyse des liaisons glucosidiques o-1,4 glycosidiques
internes dans les polymeres pectiques générant des oligoméres d'acide galacturonique.

Le mélange réactionnel est constitué d'un mélange de 1 ml de la solution des enzymes a
analyser et de 1 ml de la solution substrat. La solution servant de substrat & I'enzyme est
préparée a partir de pectine NaPP (Sigma) dilué 4 0,5 % dans de l'acétate de sodium (0,1 M ;
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pH=5). Ces échantillons ont été incubés dans un bain-marie a 30°C et pendant 1 h. On ajoute &
I’ensemble de ces échantillons 1 mi du réactif alcalin de sulfate de cuivre puis on dénature les
protéines & 100°C pendant 20 min. Une fois les tubes refroidis, on ajoute alors 1 ml de réactif
de molybdate d’arsenic. On agite le mélange et on centrifuge a 8000 tours/min pendant 10 min
pour éliminer les éléments insolubles. On attend au moins 10 min afin que la réaction soit
terminée. L'absorbance est alors mesurée au spectrophotométre a 515 nm.

Le témoin est constitué d'un échantillon identigue pour lequel I'enzyme a été préalablement
dénaturée & 100°C pendant 10 min avant d'ajouter la solution substrat. Une unité (U) d’activité
polygalacturonase est définie comme la libération de 1 pug d’acide galacturonique par min et
par ml.

- Analyse de l'activité pectine méthylestérase (PME) contenue dans
la Macérozyme R-10 et la Pectolyase Y-23

La pectine méthylestérase (PME) enléve spécifiquement les groupement méthoxyls qui sont
substitués sur le Cq de certains galacturonosyls. La mesure de son activité repose sur la
variation du pH engendrée lors de la libération des groupements carboxyles, qui provoquent
une acidification du milieu révéiée par un indicateur et quantifiée par spectrophotométrie. Le
substrat utilisé est la pectine estérifiée a 73 % (Fluka 76282) diluée a 1 % dans une solution
NaCl a 0,15 % (pH= 7). L’indicateur de pH est le rouge de méthyle ajouté au substrat a la
concentration de 5 %. On ajuste le pH de la solution a 7.

Le mélange réactionnel contient 750 pl de substrat et 750 pl de solution enzymatique
{macérozyme ou pectolyase) et est incubé a 35°C dans un bain-marie pendant au moins 2 h. La
lecture de I'absorbance se fait au spectrophotometre a 520 nm. Une unité d’activité PME
correspond a 10x le nombre de ul de NaOH 0,01M ajouté a pH=7 et 4 35°C.

RESULTATS
Isolement de protoplastes

Dans le but d'isoler des protoplastes de mésophylle foliaire ou de cals (de feuilles ou de
racines), nous avons optimalisé la solution enzymatique nécessaire & chaque source de tissus et
caractérisé la solution optimale par I'analyse des activités spécifiques des enzymes qu'elle
contient.

A partir de feuilles, seule la solution contenant 1 % de Cellulase Onozuka R-10 et 0,1 % de
Pectolyase Y-23 (comme pectinase) a permis d'isoler 6 x 10° protoplastes/g de feuilles
présentant une viabilité de l'ordre de 59 %.

L’augmentation ou la diminution de la concentration en Cellulase R-10 ou en Pectolyase Y-23
n'a pas amélioré le rendement en protoplastes ni leur viabilité. Par contre, le remplacement de
la cellulase Onozuka R-10 par la cellulase Onozuka RS a permis de doubler le rendement de
protoplastes a partir de mésophylle foliaire de la « Montmorency » (de 6 a 14 x
10° protoplastes) et d’augmenter leur viabilité de 59 a 79 %.

L'isolement de protoplastes a partir de cals de feuilles et de cals de racines a nécessité
l'utilisation 2 % de Cellulase R-10 et 0,03 % Macérozyme R-10 (comme pectinase). Les
rendements respectifs obtenus sont 3,5 et 8 x 10° protoplastes/g de poids frais avec un taux de
viabilité respectif de 86 et 91 %.

Détermination des activités spécifiques des cellulases et pectinases
commerciales utilisées pour I’isolement des protoplastes

Une fois la solution enzymatique optimum définie avec différentes préparations commerciales
de cellulases et pectinases, nous avons entrepris 1’analyse des activités enzymatiques FPase et
CMCase et des activités enzymatiques PME (pectineméthylestérase), PL (pectatelyase) et PG
(polygalacturonase) qui sont présentes. Les tableaux 1 A & B regroupent les résultats relatifs a
ces expériences.
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- Activités Spécifiques PME, PL et PG contenues dans les
pectinases : Macérozyme R-10 et Pectolyase Y-23

Le dosage de I’activité de la PME réalisé par la méthode spectrophotométrique (Cabra, 1994) a
permis de détecter une faible activité PME dans la pectolyase Y-23 (inférieure & 1) et 10 fois
plus forte dans la macérozyme R-10. L'activité pectate-lyase (PL) est trés faible dans la
pectolyase Y-23 (0,32£0,06), et inexistante dans la macérozyme R-10. Par contre, activité
spécifique polygalacturonase (PG) observée, est approximativement 2 fois plus élevée dans la
pectolyase Y-23 que dans la macérozyme R-10. Elle est de 10,601,13 pour la pectolyase Y-23
et de 5,32+0,84 pour la macérozyme R-10 (tableau 1-A).

- Activités Spécifiques FPase et CMCase contenues dans les
cellulases Onozuka R-10 et RS

L'activité cellulasique a été définie par la capacité de dégrader le papier filtre (FPase) et le
carboxyméthylcellulose (CMCase) (tableau 1-B). Il n'y a pas de différences significatives dans
I'activité FPase entre la Cellulase Onozuka R-10 dérivant de Trichoderma viride et la Cellulase
Onozuka RS dérivant du mutant de Trichoderma viride; par contre, l'activité CMCase de la
Cellulase RS est prés de 2 fois plus élevée que celle de la Cellulase R-10. Le fait que l'activité
de dégradation du papier filtre (FPase) de la cellulase R-10 est la méme que celle de la
cellulase RS, laisse supposer que la premiére contient d'autres enzymes exprimant une activité
FPase et n'existant pas dans la Cellulase RS.

Tableau 1-A : Activités spécifiques polygalacturonase (PG), pectate-lyase (PL) et
pectineméthylestérase (PME) contenues dans le Macérozyme R-10 et la Pectolyase Y-23.

Quantité d'enzymes
PG PL PME
Pectolyase Y-23 10,60 £1,13 0,32+0,06 0,93+0,01
Macérozyme R10 5321084 0 9,70+0,58

La mesure de 'activité PL est effectuée par mesure de la densité optique a 235 nm Une unité d'activité correspond a la
variation de 0,18 d'absorbance par min a pH= 8,5 et a 30°C.

L ‘activité PME est quantifiée par mesure de la densité optique a 520 nm. Une umité d'actvité PME correspond a 10x
le nombre de pl de NaOH 0,01 M par h, a pH=7 et a 35°.

L'acavité PG est définie comme la libération de 1 ug d'acide galucturonique par min et par ml.

L'acuvité enzymanque est exprimée en unités/mg protéine.

Les valeurs entre parenthéses repre. l'erreur standard (3 répénitions).

Tableau 1-B : Activités spécifiques FPase et CMCase contenues dans les cellulases
Onozuka R-10 et RS.

Enzymes FPase (mg équivalent de glucose / | CMCase (mg équivalent de glucose /
mg protéine mg protéine
Cellulase RS 2,37+0,3 0,98 £0.2
Cellulase R-10 2,34 £ 0,82 0,53 +0.09

Fpase : Activité de décomposition du papier filtre. CMCase : Actvité de décomposition de la carboxyméthylcellulose.
Une unité d’activité enzymatique correspond & la quantité d'enzyme libérant 1 mg d'équivalent de glucose par h &
partur d’un substrat (papier filtre ou carboxyméthylcellulose).

Les valeurs entre parenthéses repré. l'erreur standard (3 répétitions).

DISCUSSION

Il ressort de nos résultats que la digestion des tissus foliaires de la « Montmorency » nécessite
l'utilisation en combinaison de la Cellulase RS et la Pectolyase Y-23 alors que les protoplastes
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de cals (de feuilles ou de racines) peuvent étre isolés avec la Cellulase R-10 et la Macérozyme
R-10. D'autre part, l'utilisation de la Cellulase Onozuka RS et de la Pectolyase Y-23 (comme
pectinase) a augmenté significativement le nombre et la viabilité des protoplastes de
mésophylle foliaire par rapport a l'utilisation de la Cellulase Onozuka R-10 et de la
Macérozyme R-10. Ces résultats sont corrélés avec l'activité spécifique de ces enzymes.

L'analyse de ces activités a permis d'établir une comparaison entre les différentes cellulases et
pectinases employées en fonction des tissus sources de protoplastes. La caractérisation de la
solution optimale a été effectuée en terme d'activités spécifiques PL, PG et PME des
2 pectinases (Macérozyme R-10 et Pectolyase Y-23) et d'activités FPase et CMCase des
2 cellulases (R-10 et RS) contenues dans les solutions. Ces enzymes clivent les parois végétales
en libérant des oligoméres par B-élimination (PL), par hydrolyse (PG) sur des pectines
faiblement méthylées ou sur des pectines estérifiées par clivage de la liaison ester du
groupement méthoxyl (PME). Les préparations de cellulases contiennent divers composés
agissant en synergie pour transformer la cellulose en sucres solubles et ce, par hydrolyse des
liaisons B, 1-4 glycosidiques.

Des différences significatives sont enregistrées entre les 2 pectinases étudiées concernant les
activités PME, PG et PL et entre les 2 cellulases concernant l'activité CMCase. La différence la
plus marquée entre les 2 pectinases concerne l'activité PG, et entre les 2 cellulases l'activité
CMCase. L'utilisation de la Cellulase RS (forte activité CMCase) et de la Pectolyase Y-23
(forte activité PG), a augmenté la macération et la digestion des cellules, permettant I'obtention
d'un grand nombre de protoplastes viables de mésophylle foliaire avec trés peu de débris
cellulaires et de cellules intactes alors qu'a partir de cals, le maximum de protoplastes viables a
été obtenu avec la Cellulase R-10 (faible activité CMCase) et Macérozyme R-10 (faible activité
PG). Ce qui souligne que la différence de sensibilité des parois de mésophylle foliaire ou de
cals (de feuilles ou de racines) & l'action d'une enzyme peut rendre compte de la composition de
la paroi comme l'ont évoqué Ochatt & Power (1990).

L'activité des enzymes a été rapportée par plusieurs auteurs comme étant un des facteurs
déterminant de I'obtention des protoplastes mais jusqu'a présent, aucune recherche ne s'est
intéressée a la relation entre le nombre et la viabilité de protoplastes obtenus d'une part, et
l'activité spécifique des enzymes de digestion de la paroi d'autre part. Les auteurs se limitent a
citer l'origine (micro-organismes de purification) (Beldman et al., 1985; Grézes et al., 1994;
Mills & Hammerschlag, 1994) ou les valeurs théoriques indiquées par les fournisseurs
(Johnson ef al., 1982). Le composé de macération de la Macérozyme R-10 isolée de Rhizopus
sp. (Yakult Pharmaceutical, Japan) est une endopolygalacturonase alors que la Pectolyase Y-
23, qui est une enzyme hautement purifiée d'dspergillus japonicus et contient 2 types de
pectinases : une endopolygalacturonase et une endopectine lyase qui sont capables de
I'hydrolyse des liaisons.

Nous avons caractérisé la solution optimale d'enzymes en terme d'activité spécifique bien que
ces seules activités ne permettent pas d'expliquer entiérement, leur action sur la macération et
la digestion des parois pectocellulosiques des tissus. Les activités secondaires (a-amylase,
protéases...) et les impuretés que contiennent les enzymes commerciales (phénols, sels
résiduels) peuvent également influencer l'obtention des protoplastes. D'oul la nécessité de
parfois purifier ou de dessaler ces préparations en vue d'augmenter le rendement et surtout la
viabilité des protoplastes isolés comme le suggérent Gonzales-Rio & Revilla (1991) sur
I'Actinidia.

La différence de sensibilité des parois de mésophylle foliaire ou de cals de feuilles ou de
racines peut rendre compte de la composition de la paroi. Cette étude préliminaire mérite d'étre
approfondie et élargie a4 d'autres enzymes existant dans les préparations commerciales
intervenant dans la digestion de la paroi et d'établir les roles de ces enzymes sur la dégradation
de la paroi cellulaire des tissus sources de protoplastes.
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INTRODUCTION

Les variétés de pomme de terre cultivée sont toutes tétraploides (2n = 4x = 48 chromosomes)
(Rossignol et al. 1996). L’état tétraploide améliore la vigueur, le rendement et la qualité des
tubercules ; mais la sélection au niveau tétraploide est longue et laborieuse. La sélection au
niveau diploide est possible grace a 1’obtention des génotypes diploides a partir des variétés
tétraploides par parthénogenése (Hougas et Peloquin 1957). De plus, elle permet aussi, par
croisements sexués, I’accés a ’importante source de variabilité génétique et de résistance
constituée par des especes sauvages ou primitives apparentées a la pomme de terre et diploides
pour la plupart. Toutefois, ces diploides améliorés ne peuvent constituer, en aucun cas, des
variétés, et il est nécessaire de revenir au niveau tétraploide. Ainsi, dans les programmes
d’amélioration de la Pomme de terre, I’hybridation somatique, notamment intraspécifique, peut
se situer en aval de la sélection pour combiner ensemble des génotypes dihaploides
sélectionnés (2n = 2x = 24) afin de les remonter au niveau tétraploide (2n = 4x = 48) tout en
maintenant I’état hétérozygote indispensable a une bonne vigueur, et indépendamment de la
reproduction sexuée. Les hybrides ainsi obtenus peuvent constituer de nouvelles variétés
immédiatement utilisables, s’ils répondent aux critéres agronomiques et commerciaux exigeés
(Debnath et Wenzel 1987 ; Chaput et al. 1990 ; Millam et al. 1995 ; Pehu 1996).

Dans ce travail, nous avons combiné ensemble trois génotypes dihaploides (Aminca, Cardinal
et Nicola) de pomme de terre par électrofusion de protoplastes, afin d’étudier le comportement
des hybrides somatiques obtenus et d’isoler les meilleures combinaisons génomiques de
pomme de terre.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Trois clones dihaploides de Pomme de terre (2n = 2x= 24), gracieusement fournis par I'ITNRA
de Landerneau — France, sont utilisés pour réaliser des fusions intraspécifiques : Nicola H1,
Aminca Hé6 et Cardinal H14. Les génotypes dihaploides sélectionnés présentent certaines
caractéristiques intéressantes, telles qu’une trés grande productivité en Tunisie pour la variété
Nicola, une maturation trés précoce et une dormance de courte durée du tubercule pour
Aminca, et une bonne qualité de tubercules a peau rouge pour Cardinal. De plus, Aminca et
Cardinal sont résistantes au pathotype A du nématode doré et a certains virus.

La micropropagation des clones est réalisée par microbouturage sur le milieu de MS
(Murashige et Skoog 1962) additionné de vitamines (Morel et Wetmore 1951), de 20 g/l de
saccharose et solidifié par 1’ajout de 8 g/l d'agar. Les cultures sont exposées a une photopériode
de 12 W/j de lumiére d'une intensité de 62 UM/m’/s et & une température 20° C.
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Isolement et culture des protoplastes, et régénération de plantes

Le protocole d’isolement de protoplastes et de régénération de plantes a été précédemment
décrit (Chaput et al. 1990). Briévement, des mésophylles prélevés sur des plantes in vitro agées
de 3-4 semaines ont été scarifiés et mis en incubation dans une solution enzymatique composée
de sels minéraux (Frearson et al. 1973), de 0,5 % (m/v) de Cellulase RS, de 0,05 % (m/v) de
Pectolyase Y23 et de 0,5 M de mannitol, le pH étant ajusté a 5,5. Aprés une période de
digestion de 16 h a 27°C et a I’obscurité, les protoplastes ont été purifiés et rincés
respectivement dans une solution de saccharose a 21 % (m/v), et une solution de ringage
contenant 0,5 M de mannitol et 0,5 mM de CaCl,.

Les protoplastes fusionnés sont cultivés dans le milieu liquide V-KM (Binding et al. 1978)
additionné de 250 mg/l de polyéthyléne glycol (PEG), de 0,2 mg/l d’acide 2,4-
dichlorophénoxylacétique (2,4-D), de 0,5 mg/l de zéatine et de | mg/l d’acide o-
naphthaléneacétique (ANA). La pression osmotique est assurée par ’ajout de 0,18 M de
glucose et de 0,18 M de mannitol.

Les cals suffisamment développés ont été repiqués dans le milieu de régénération MS
(Murashige et Skoog 1962) contenant notamment 2 mg/l de zéatine et 0,1 mg/l d’acide indole-
3-acétique (AIA).

Protocole d’électrofusion

L’appareillage d’électrofusion et le protocole de fusion ont été précédemment décrits
(Sihachakr et al. 1988). Briévement, la chambre de fusion, constituée d’électrodes paralléles,
est placée au fond d’une boite de pétri (15 x 50 mm) contenant environ 600-700 ul d'un
mélange, a parties égales, de protoplastes des deux parents. La densité des suspensions de
protoplastes est ajustée 4 4 x 10° protoplastes/ml. L’application d’un courant sinusoidal de
haute fréquence (1 MHz) pendant 15 s provoque ’alignement des protoplastes, assurant ainsi le
contact membranaire nécessaire a la fusion cellulaire. La fusion est réalisée a la suite de
I’application de 1-2 impulsions d’un champ électrique d’une amplitude de 1,2 KV/cm, pendant
40 ps chacune.

Analyse morphologique en serre

Les plantes sélectionnées, qui sont des hybrides putatifs, et les clones parentaux sont
transférées en serre pour une étude morphologique des parties aérienne et souterraine.

Analyse des isoenzymes

Les extraits bruts ont été préparés a partir de plantes obtenues in vitro agées de six & huit
semaines. Les systémes de phosphoglucomutase (Pgm), d’isocitrate déshydrogénase (1dh) et de
malate déshydrogénase(Mdh) sont analysés par électrophorése sur gel d'amidon a 13 % selon le
protocole décrit par Chaput et al. (1990). Les systémes des péroxydases (Prx) et des estérase
(Est) sont révélés sur gel de polyacrylamide selon le protocole de Cavalcante et al. (1994).

Etude cytologique

Les comptages chromosomiques ont été réalisés sur ’apex racinaire prélevé sur des plantes,
aprés une semaine de repiquage sur le milieu MS additionné de 0,02 mg/l d'ANA afin de
favoriser 1’apparition de racines adventives. La coloration a été faite au carmin acétique
(Sihachakr et al. 1988).

Etude de la microtubérisation

Pour cette étude, le protocole de microtubérisation mis au point par Lakhoua et Ellouz (1990) a
été utilisé. Briévement, des boutures nodales munies de la feuille axillaire ont été repiquées sur
du milieu MS, contenant une quantité double des macroéiéments, 80 g/l de saccharose, 5 mg/I
de benzylaminopurine (BAP) et solidifié par 8 g/l d’agar. Les cultures sont exposées & la
lumiére pendant 2 semaines avant d’étre transférées a I’obscurité 4 20° C. Nous avons suivi le
phénoméne de tubérisation in vitro et estimé le taux de tubérisation [(nombre de boutures
tubérisées/nombre de boutures ayant démarrées) x 100] pendant 55 jours.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Afin d’optimiser le taux de fusion, deux paramétres ont été testés sur des protoplastes isolés : la
concentration en ions Ca’* et I’amplitude du courant continu. Le taux de fusion est optimal
pour une concentration de 0,5 mM d'ions calcium sous une amphtude de 1250V/cm ; tandis
qu'a 1 mM ou en absence de Ca®, le taux de fusion se trouve a un niveau trés faible pour tous
voltages confondus. Ces observations sont en accord avec des travaux anteneurs concernant
I’amélioration du taux de fusion, notamment binaire, par la présence d’ions Ca’* (Tempelaar et
al. 1987 ; Sihachakr et al. 1994). Par ailleurs, on a constaté que le taux de fusion reste a un
niveau trés bas pour un faible voltage (1000 V/cm) quelle que soit la concentration en ions
calcium utilisée. Pour des voltages élevés, supérieurs a 1250 V/cm, on assiste a 1’éclatement
des protoplastes et aussi a la formation de fusions multipies.

Dans le milieu VKM (Binding et al. 1978), la plupart des protoplastes issus du traitement
électrique synthétisent une paroi cellulaire en 48 h. Apres 10 j de culture, 75 % des protoplastes
traités survivent, mais seulement 6,5 % d’entre eux ont subi des divisions soutenues aboutissant
a la formation de microcals visibles 2 1’eil nu aprés 2 semaines de culture. Un début de
brunissement des microcals apparaft deux semaines plus tard, nécessitant ’apport du milieu
frais pour renouveler les constituants nutritifs favorables au développement cellulaire
(Sihachakr et al. 1994). Les cultures sont alors diluées 10 fois dans le milieu VKM dont les
régulateurs de croissance ont été remplacés par 0,2 mg/l de 2,4-D et 2 mg/l de BAP.
Cependant, un séjour trop prolongé (au-dela de 6-8 semaines) dans ce milieu de dilution
conduit a l'arrét de croissance des cals dont certains brunissent et meurent quelques semaines
plus tard. Le maintien d'une croissance rapide et soutenue de cals nécessite leur transfert, a
I'aide d'une pipette de 5 ml, sur du milien MS (Murashige et Skoog 1962) solide contenant des
vitamines (Morel et Wetmore '1951), 20 g/l de saccharose, 7 g/l d'agar et une combinaison de
0,5 mg/l de zéatine et de 0,5 mg/l d’ANA. Apres 2 a 3 semaines sur le milieu de croissance, les
cals suffisamment développés sont transférés sur le milieu de régénération contenant
notamment 2 mg/l de zéatine et 0,1 mg/l d’AIA. Les premitres régénérations apparaissent au
bout de 4-5 semaines de culture. En moyenne, le taux de régénération est estimé a 6-7 % apres
6 a 8 semaines de culture. Les jeunes pousses développées d'environ 2 cm sont séparées de leur
cal et transférées sur le milieu de multiplication pour des analyses ultérieures.

La sélection préliminaire des structures hybrides est basée sur la vigueur et le comportement
des plantes in vitro. Ainsi, parmi les 75 plantes régénérées a partir du couple de fusion (Am,
Car), nous avons sélectionné 3 plantes hybrides putatives, et 2 autres parmi les 54 régénérées
du couple de fusion (Car, Ni). Les 5 plantes sélectionnées sont toutes tétraploides.
Transplantées en serre, elles sont trés vigoureuses et dépassent en hauteur les clones parentaux.
Elles présentent une morphologie intermédiaire et sont capables de tubériser. Les tubercules
issus de plantes sélectionnées ont une peau rose intermédiaire entre la peau rouge des
tubercules de la variété Cardinal et jaune des variétés Aminca et Nicola. La nature hybride des
plantes sélectionnées a été confirmée par I’analyse des isoenzymes dont le profil présente les
bandes complémentaires des clones parentaux et aussi une bande supplémentaire spécifique de
I’état hybride notamment pour les systémes Mdh et Idh.

La stabilité et la morphologie normale des plantes hybrides somatiques obtenues dans cette
étude sont sans doute liées a leur état tétraploide stable. Ceci est probablement da a I’utilisation
de tissus différenciés tels que le mésophylle comme source de protoplastes (Guri et Sink 1988 ;
Sihachakr et al. 1988, 1994 ; Jadari et al. 1992 ; Serraf et al. 1994). Les résultats obtenus dans
ce travail sont en accord avec d’autres auteurs concernant la régénération des hybrides
somatiques tétraploides a partir de fusions somatiques intraspécifiques (Debnath et Wenzel
1987 ; Chaput et al. 1990) et interspécifiques chez la pomme de terre (Fish et al. 1988 : Serraf
et al. 1991 ; Jadari et al. 1992). Par contre, d’autres travaux ont abouti a ’obtention de
structures hybrides somatiques hexaploides et mixoploides (Waara et al. 1991) ou méme
octoploides de pomme de terre (Puite et al. 1986).

L’évaluation préliminaire de la capacité a tubériser in vitro a montré que les clones hybrides
forment les tubercules trés tot. Aprés 55 j de culture, tous les clones hybrides ont tubérisé a
100 %, alors que seulement la moitié des clones parentaux a initié a peine la tubérisation. Les
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différentes caractéristiques des tubercules obtenus in vitro sont résumées dans le tableau 1. La
masse moyenne des microtubercules hybrides et leur calibre sont nettement supérieurs a ceux
des clones parentaux. De plus, ils ont une peau de couleur rose, confirmant ainsi la nature
hybride des clones sélectionnés.

Tableau 1. Caractéristiques des microtubercules formés par des hybrides somatiques et
des clones parentaux (Ellouz 1995)

Génotype Masse moyenne Long. moy. Larg. Moy. Couleur
(mg/tubercule) (mm) (mm)

Cardinal (2x) 19,245,1 2,940,4 2,440,3 Rouge
Nicola (2x) 8,1+4,9 2,540,7 1,640,3 Jaune
Nicola (4x) 7,742,7 2,505 1,840,3 Jaune

Car-Ni 1 114,3+16,5 6,510,4 5.3+0,3 Rose
Car-Ni 2 87,310,7 5,940,4 4,640,3 Rose

Aminca (2x) 22,2432 3,240,3 2,840,3 Jaune
Am-Car 2’ 56,616,3 5,410,5 4,0+0,2 Rose
Am-Car 31 80,0+14,8 5,840,6 4,840.3 Rose
Am-Car 33 76,9 5.9 43 Rose

Les hybrides somatiques intraspécifiques de pomme de terre obtenus dans cette étude
présentent une vigueur importante qui se traduit au niveau de la morphologie générale des
plantes, de la croissance en hauteur et de la taille des feuilles, ainsi qu’au niveau de la
tubérisation in vitro. Cette vigueur est certainement due & I’état tétraploide hétérozygote obtenu
a la suite de fusion entre deux protoplastes différents. Des résultats similaires concernant la
vigueur des hybrides somatiques intraspécifiques de pomme de terre ont été obtenus par
d’autres chercheurs (Austin et al. 1985 ; Debnath et Wenzel 1987 ; Chaput et al. 1990 ;
Rasmussen et al. 1996).

CONCLUSION

L’efficacité de la méthode de fusion et de régénération de protoplastes utilisée pour ’obtention
des structures hybrides somatiques, associée a la maitrise de la technique de multiplication
notamment a travers les microtubercules, ouvre sans doute de nouvelles perspectives pour
I’intégration de ces techniques nouvelles dans les programmes de sélection de la pomme de
terre en complément des méthodes conventionnelles. Dans ce cas, il est possible d’étendre le
processus de production et de diffusion rapide & d’autres génotypes intéressants, dont le choix
se fera en fonction de la complémentarité de leurs caractéres, des contraintes
environnementales et aussi des exigences des consommateurs.
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E9 : Production de fruits et d'embryons diploides par
traitement a I'acide gibbérellique des inflorescences non
pollinisées du palmier dattier (phoenix dactylofera 1.).
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INTRODUCTION

L'acide gibbérellique (AG) est une hormone dont les effets sur la croissance et le
développement des plantes sont trés nombreux. Au moment de la floraison, I'application d'AG
améliore la nouaison et la fructification de nombreuses espéces fruitieres comme le poirier, le
pommier ou les Citrus (Gianfagna, 1995).

Chez le palmier dattier, on sait que le traitement a l'acide gibbérellique des inflorescences
femelles lors de I'éclatement des spathes permet d'améliorer le taux de nouaison, le taux de
fructification et augmente le poids des fruits (Abbas et Seif, 1993).

Ce travail tente de préciser l'action de l'acide gibbérellique sur la fructification du palmier
dattier en appliquant les traitements d'AG3 en conditions contrélées de pollinisation.

MATERIEL ET METHODES

Quatre cultivars femelles ont fait l'objet de nos travaux menés au cours de 2 années
successives : Deglet nour, Allig et Menakher (3 cultivars a dattes demi molles) et Kentichi
(cultivar a datte séche). Pour chaque cultivar, nous avons utilisé un plant sur lequel huit
inflorescences ont été sélectionnées (permettant six traitements différents a I'acide
gibbérellique et les 2 témoins). Différentes solutions aqueuses d'acide gibbérellique (AG3-
Sigma lot 126F-O116) ont été appliquées par pulvérisation au niveau d'une inflorescence sur
chaque plant des 4 cultivars. Au niveau de chaque plant, deux inflorescences ont été retenues
comme témoins. La premiére de ces inflorescences (témoin T1) est restée non pollinisée et non
traitée a I'acide gibbérellique tandis que la seconde (témoin T2) a été pollinisée normalement
avec le pollen récolté du génotype T23 (identifié comme étant un bon pollinisateur de ces
cultivars femelles).

Avant I'éclatement des spathes, les inflorescences ont été ensachées avec du papier kraft. Une
premiére pulvérisation d'acide gibbérellique a été réalisée lors de leur éclatement, suivie d'une
pulvérisation avec la méme concentration, sept jours plus tard. L'ensachage a été maintenu
pendant un mois jusqu'a la nouaison afin d'éviter toute pollinisation non controlée. Le témoin
T1 a été maintenu ensaché jusqu'a la nouaison.

A I'enlévement des sacs, un mois aprés le dernier traitement, le nombre de fruits noués et de
cupules de fleurs chutées ont été dénombrés par épillets et le pourcentage de nouaison (rapport
entre les fruits noués et le nombre total des fleurs) est alors calculé. A la maturité des fruits, les
noyaux ont été récoltés, mis a germer et le niveaux de ploidie des plantules a été déterminé par
cytométrie de flux.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les traitements a 'AG des inflorescences non pollinisées des quatre cultivars femelles étudiés
(Deglet nour, Allig, Kentichi et Menakher) a permis d'obtenir une nouaison et la formation de
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fruits (contenant des noyaux d'aspect normaux) avec des taux variables selon les cultivars mais
avoisinant les taux de nouaison observés chez les témoins pollinisés normalement (30 a 45 %)
alors que les inflorescences non pollinisées et non traitées avec AG n'ont donné que peu de
fruits noués (0,9 a 9%) et aucun embryon (tableau 1).

Tableau 1 : % de fruits noués sur les inflorescences traitées avec AG3J.

Cultivars Concentration en AG3 (mg/ml) T1L | T2
1 3 5 10 30 60 100 200
Deglet Nour 354 31,1 | 206 29 20,8 31.3| 09 454
Allig 26,8 289 32,8 | 289 330} 260 4.0 35.6
Menakher 146 | 393 245| 207 | 13 17,6 1.0 34.0
Kentichi 64.4 3621 412 416 | 386 | 41.0 9.4 38

Les différents paramétres ont été mesurés en utilisant 20 fruits par traitement. Des différences
significatives (test de Newman et Keuls au seuil de 5 %) ont été observées au niveau du poids
frais des fruits (tableau 2).

Tableau 2 : Effet des traitements des inflorescences a I’(AGJ3 sur le poids frais.

Cultivars Concentration en AG3 (mg/ml) T2
1 3 5 10 30 60 100 200
Deglet Nour 17,1 16,6 15,0 13,4 16,1 12.8 12.4
Allig 12,0 11,5 10,8 10,4 12,2 11.3 10.3
Menakher 22,5 194 17,8 18,4 17.5 18,6 19.3
Kentichi 8.5 7.8 8.1 7.5 8.0 82 7.4

Par rapport aux fruits obtenus par pollinisation, le traitement & I'AG3 a entrainé une
augmentation du poids moyen des fruits mais I'AG3 n'a eu aucun effet significatif sur le poids
moyen des noyaux ainsi que sur la dimension des fruits (longueur et diamétre). Les dattes
récoltées aprés traitement a 'AG3 contiennent moins de sucre totaux (25 a 30 % au lieu des
50 % chez T2), mais leur contenu en glucose et fructose reste inchangé (résultats non publiés).

Les noyaux obtenus a partir des fruits récoltés des inflorescences traitées 2 'AG montrent,
toutes concentrations d'AG3 confondues, un % de germination identique a celui des noyaux
obtenus par fécondation normale. Cinquante plantules issues de ces noyaux présentent toutes

un niveau de ploidie identique aux plantes recoltée sur T2 et obtenues par hybridation classique
(tableau 3).

Tableau 3 : % de germination et niveau de ploidie des cultivars.

Cultivars % de germination
Traitement a ’'AG3 T2
Deglet Nour 96/120 (2n) 18/20 (2n)
Kentichi 72/120 (2n) 16/20 (2n)

Les plantes obtenues par traitement & 'AG3 des inflorescences non pollinisées pourraient
provenir (1) d'une pseudogamie et d'une parthénogenése induite in situ, résultant en la
formation des haploides doublés ou plus probablement (2) une apomixie gamétophytique qui
donne des diploides sans qu'il y ait méiose. Les haploides doublés permettraient d'accélérer les
programme d'amélioration du palmier dattier. Par contre, I'apomixie permettrait d'obtenir des
plantes conformes aux plantes méres, par simple traitement a l'acide gibbérellique et
germination directe, sans passage par la culture in vitro.

Nos plantes obtenues a partir d'embryons non fécondés sont en cours d'analyse (origine et statut
génétique par rapport aux parents) par observation sur le terrain et l'utilisation de marqueurs
moléculaires de type RAPD et AFLP.
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E10 : Caractérisation de la capacité androgénétique de
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Végétale, Institut National Agronomique Tunis, Tunisie.

? Unité de Phytopathologie, Faculté Universitaire des Sciences agronomiques, Gembloux. Belgique.

INTRODUCTION

La maitrise des techniques conduisant a I’obtention et & I’utilisation de plantes haploides chez
les espéces de grande culture est un objectif prioritaire pour les programmes d’amélioration.
Parmi les techniques d’obtention d’haploides, les cultures d’anthéres constituent I’approche la
plus aisée sur le plan pratique et consiste & dévier le développement normal du gamétophyte
male vers la voie sporophytique. 1l existe cependant des espéces cultivées, comme le blé dur,
qui demeurent récalcitrantes a 1’androgenése ou pour lesquelles les faibles taux de réussite
rendent cette approche inutilisable en pratique (induction médiocre de cals ou embryons
haploides, régénération difficile des plantes & partir des structures multicellulaires induites,
obtention de plantes albinos, ...).

Notre travail a consisté a caractériser le comportement androgénétique de quelques variétés de
blé dur, sur le plan de leur capacité a régénérer des plantes et sur le plan du développement
cytologique des microspores.

MATERIEL ET METHODES

Le matériel végétal est constitué de 6 variétés de blé dur dont trois variétés tunisiennes
traditionnelles [(Azizi AP9, Jenah Khotifa AP4 et Khiar) travaillées a la fois & Tunis et a
Gembloux] et deux variétés améliorées [Cham 1 et Om rabia 5 (travaillées uniquement a
Tunis)].

Les plantes donneuses ont été cultivées au champ (Tunis) ou en serre (Gembloux). Les épis,
préleves lorsque les microspores se trouvaient au stade uninucléé moyen a tardif, ont ensuite
€té soumis a un prétraitement au froid [5°C pendant 7 jours (Gembloux) ou 4°C pendant
2 jours (Tunis)] avant d’étre désinfectés a I’hypochlorite. Les anthéres ont ensuite été mises en
culture a raison de 60 (Tunis) & 100 (Gembloux) par boite de Petri.

Dans un premier temps, nous avons comparé le milieu d’induction 12 proposé par ’ICARDA et
caractérisé par 5 mg/l de AgNO; et 2 mg/l de 2,4 D (Lashermes et al, 1991) (= milieu 1) avec
le méme milieu de base contenant 0,5 mg/l de kinétine et 100 mg/l de PAA ( acide phényl
acétique) (= milieu 2). Les embryoides induits a partir des microspsores ont été successivement
transférés sur le milieu de régénération RW et MP (Lashermes et al., 1991).

Une analyse cytologique du développement des microspores durant la phase d’induction in
vitro a été menée par des observations réalisées tous les 7 jours.

RESULTATS ET DISCUSSION
Réactivité des différentes variétés et effet du milieu d'induction

L’analyse des paramétres androgénétiques (% d’anthéres embryogénes ou callogénes et
proportion de plantes régénérées  partir de ces structures) a montré un effet du génotype
hautement significatif. Pour I’ensemble des 2 milieux, ce sont les variétés Jenah Khotifa AP4,
Azizi AP9 et Khiar qui se sont montrées les plus réactives (avec une proportion maximale
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d'anthéres réactives de 2 % chez la variété Jenah Khotifa) que les plantes donneuses aient été
cultivées en serre (Gembloux) ou au champ (Tunis) (Figure 1).

Alors que le pourcentage d'anthéres réactives sur ce milieu d'induction reste faible, la
proportion des structures multicellulaires ainsi induites qui ont abouti ultérieurement a la
régénération de plantules a atteint prés de 60 2 70 % avec une proportion élevée de plantes
vertes (jusqu'a prés de 85 % pour la variété Azizi) a Tunis alors que seules des plantes albinos
se retrouvaient parmi les régénérats 8 Gembloux.

Figure 1. % d’anthéres réactives sur les milieux d’induction 1 (résultats obtenus avec les
plantes donneuses cultivées aux champs en Tunisie.
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I.’apport de PAA et de kinétine a montré un effet favorable pour le % d'anthéres réactives sur
le milieu 1 d'induction mais a également eu un effet positif sur la régénération ultérieure de
plantes vertes (Figure 2) notamment en diminuant le taux d'albinisme. Les concentrations de
PAA comprises entre 100 et 150 mg/l et de kinétine entre 0,5 et 1 mg/l se sont avérées les plus
performantes pour les variétés Azizi et Cham]1.

Figure 2. Effets des milieux d’induction sur la proportion de plantes vertes régénérées
(résultats obtenus avec les plantes donneuses cultivées aux champs en Tunisie).
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L'analyse cytologique du développement des microspores

L’analyse du développement des microspores a montré que les étapes de ’androgenése chez le
blé dur étaient qualitativement identiques a celles observées chez le triticale (Schumann, 1990)
tout en présentant une évolution plus lente. Dans nos conditions de culture, les premiéres
divisions de microspores ont commencé a étre observées a partir du 15éme jour de mise en
incubation. La premiére division observée dans le milieu d'induction était généralement de type
symétrique, une division asymétrique étant parfois observée avec une fréquence moindre.

En cas de division équationnelle, la microspores uninucléée donnait deux noyaux fils
identiques possédant chacun une grande taille et une chromatine diffuse. Ce type de division se
poursuivait pour donner des structures possédant six, huit, dix, douze noyaux voir méme plus.
Dans le cas de division asymétrique, le noyau de la microspore se divisait en formant un noyau
de type végétatif et un noyau de type génératif. Le noyau génératif restait latent (une division a
parfois été observée) alors que le noyau végétatif continuait a se diviser pour donner une
structure multicellulaire. Ces divisions se sont traduites par la formation de microstructures
possédant un caractére callogéne (cellules larges, disposées de maniére lache et possédant de
grandes vacuoles) ou plus fréquemment un caractére embryofide (cellules & cytoplasme dense et
peu vacuolisées).
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E11 : Les capacités de régénération par voie végétative
de V' Albizzia julibrissin. Influence de la nutrition
carbonée sur les phénomeénes de callogenése et
d'organogenése

ALONSO LOPEZ A., EL MAATAOUI M., ESPAGANAC H.

Laboratoire de Biologie Végétale Expérimentale. Faculté des Sciences. Université d'Avignon et des Pays
de Vaucluse. 33, rue Louis Pasteur - 84000 AVIGNON.

Albizzia julibrissin, légumineuse arborescente déja amplement utilisée en horticulture,
manifeste de bonnes capacités de régénération en culture in vitro. Indépendemment de 'intérét
que cela peut présenter dans le domaine de l'application, cette espéce a pu étre utilisée pour
étudier certains aspects de l'influence de la nutrition carbonée sur deux phénoménes de
morphogenése : production de cals d'une part et mise en place de bourgeons et de pousses
feuillées d'autre part.

Dans une premiére partie, l'auteur montre, en cultivant des portions de I'appareil végétatif de
jeunes plants issus de semis, que les fragments de nature foliaires sont peu réactifs. Les
fragments d'épicotyle ou d'hypocotyle par contre, produisent des cals volumineux sur lesquels
se forment de petits nombres de bourgeons. Les explants racinaires, quant a eux, fournissent
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des cals importants portant un grand nombre de bourgeons néoformés. Une embryogenése
somatique a aussi été induite a partir de cals 4gés et a partir d'embryons zygotiques immatures
excisés au stade cotylédonaire. Ces phénomeénes peuvent étre obtenus en absence de toute
phytohormone a condition que le milieu soit complémenté par un sucre a la concentration de
30 g.I"". Dans une deuxiéme partie, en se limitant a la culture de fragments de racines, il est
montré que la réponse morphogéne peut étre modulée en modifiant la nature de I'hydrate de
carbone ajouté au milieu. Certains sucres (tels que le saccharose, fructose, glucose) déclenchent
une callogenése excessivement importante, au point qu'elle géne et méme anéantit le
développement des bourgeons se formant sur les cals. En présence de xylose ou de lactose par
contre la callogenése est trés discréte, ce qui permet le développement en plante entiére de tous
les bourgeons organisés sur les cals. Si maintenant on utilise un sucre tel que le maltose, on
obtient une réponse intermédiaire. L'auteur démontre enfin qu'en associant dans le milieu de
culture un sucre fortement callogéne (fructose) a un autre (xylose) trés faiblement callogene, on
optimise et on obtient une bonne maitrise de la production de pousses feuillées. Chacune de ces
deux parties a été complétée par une étude histocytologique en microscopie photonique, qui a
montré que des variations dans la mise en place de réserves amylacées, témoignant de systémes
métaboliques vraisemblablement différents, pouvaient jouer un réle important dans ces
phénoménes. En présence de sucres tels que saccharose, fructose, glucose, il semble que les
cellules des cals mis en place soient capables de produire de I'amidon, mais incapables de
I'utiliser. Dans une troisiéme partie enfin, en utilisant des techniques de CIHP, des
identifications et des dosages de divers glucides ont été réalisées d'une part dans les explants
mis en culture d'autre part dans les milieux sur lesquels ils étaient cuitivés. On a pu ainsi
montrer que quel que soit le sucre ajouté au milieu de culture, il est prélevé par le fragment de
racine : toutefois ce prélévement ne s'opére pas toujours de la méme maniére. Le nombre de
sucres que l'on peut identifier et doser dans un fragment de racine, indépendamment de celui ou
de ceux qui ont été incorporés au milieu, est plus important si la culture a €té réalisée sur un
mélange de sucres. Ceci témoigne sans aucun doute d'une diversification des métabolismes se
déroulant dans les fragments cultivés dans de telles conditions.

L'ensemble des résultats et observations est discuté en fonction de travaux antérieurs réalisés
par d'autres chercheurs utilisant d'autres espéces essentiellement ligneuses.

Mots-clés : Albizzia julibrissin ; morphogenése in vitro ; nutrition carbonée ; cyto-histologie,
régénération, chromatographie ionique.

E12 : Exploitation de la transgenése végétale chez
Arabidopsis thaliana, une plante modéle, afin d’isoler
des génes d’intérét pour améliorer les plantes cultivées.

AUBANELLE L., CATTEROU M., DUBOIS F., CARON D., SANGWAN R.S., SANDWAN B.S.
Laboratoire Androgenése et Biotechnologie, UPJV, Ilot des Poulies,
33 rue Saint-Leu 80039 AMIENS France

L’amélioration des plantes agronomiquement intéressantes est soumise a la compréhension
du développement végétal. La recherche de nouvelles corrélations entre génes impliqués
dans le développement et leur fonction devrait contribuer 4 une meilleure connaissance de
la morphogenése végétale. La stratégie consiste & isoler des mutants affectés dans leur
croissance (1)

La transformation génétique utilisée en tant qu’outil d’étude fondamentale chez
Arabidopsis thaliana a permis d’établir une collection de mutants liés a ’insertion du T-
DNA d’Agrobacterium tumefaciens (2). Trois d’entre eux présentent un phénotype altéré :
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deux sont principalement affectés dans leur processus d’élongation, le troisiéme se
distingue par une perte de la dominance apicale (3).

La caractérisation de ces mutants s’oriente selon deux axes principaux :

- une approche physiologique permet de cerner la fonction du gene sur les différentes
étapes controdlant le développement que sont la division, la différenciation et 1’élongation
cellulaires.

- une approche moléculaire est envisagée afin de localiser le géne sur la carte génétique en
vue d’un éventuel séquengage.

Les perspectives de ce travail dans le transfert de ces connaissance vers des espéces
végétales cultivées.
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E13 : Modifications des niveaux endogénes de
cytokinines et régénération de bourgeons chez
Eucalyptus globulus par 1'utilisation d'Agrobacterium
tumefaciens souche 82.139

AZMI A.', DEWITTE W.2, LANDRE P.!, JOUANIN L.}, VAN ONCKELEN H.%, CHRIQUI D.!
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L'importance des eucalyptus en foresterie justifie que des approches biotechnologiques visant
la production en masse et la transformation génétique soient développées. Le genre Eucalyptus
regroupe cependant des especes d'intérét majeur mais considérées comme récalcitrantes a
I'ensemble de ces approchcs Une stratégie alternative utilisant la souche 82.139
d'Agrobacterium tumefaciens® s'est avérée efficace pour regenerer des bourgeons sur des
tumeurs induites par inoculation de vitroplants clonés et sur de jeunes germinations'. Les
bourgeons ainsi régénérés, tous diploides, ont ensuite été enracinés et acclimatés. Comparées a
des tumeurs non caulogénes induites par la souche a nopaline C58, les tumeurs caulogénes
induites par la souche 82. 139 sont caractérisées par des teneurs élevées en zéatine et en
riboside de zéatine endogeénes"”. Une analyse histologique a permis d'identifier les cellules
compétentes pour la régénération et les cellules cibles de la transformation par la souche
82.139 ont été visualisées au moyen d'une construction comportant le géne gus sur le fragment
Xbal de son T-DNA. En paralléle, I'immunolocalisation in situ des cytokinines bases™ a été
réalisée montrant une correspondance entre les sites transformés et les sites d'accumulation des
cytokinines tandis que les bourgeons régénérés sont non transformés et toujours situés assez
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loin des sites transformés. L'utilisation de la souche 82.139, grace a la surcharge hormonale
qu'elle produit, permet donc de résoudre, comme chez d'autres espéces déja traitées par cette
méthode telles que le peuplier” et le chou', les problémes de la récalcitrance chez
l'eucalyptus. Ces résultats devraient également aider a I'amélioration des protocoles de
transformation génétique chez cette espéce.
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E14 : Analyse des potentialités androgénétiques du
pollen de palmier dattier

BEN ABDALLAH A.!, LEPOIVRE Ph.?

! Institut National de la Recherche Agronomique de Tunisie, Rue Hédi Karray 2049 Ariana (Centre de
Recherches Phoenicicoles, 2260 Degache) - TUNISIE.

2 Unité de Phytopathologie - Faculté Universitaire des Sciences Agronomiques. Passage de Déportés. 2
B-5030 Gembloux - BELGIQUE.

Dans les pays phoenicicoles, un besoin de plus en plus pressant de variétés améliorées et/ou
résistantes 4 des maladies existent chez le palmier dattier. A ce jour, I'amélioration du palmier
dattier, espéce allogame et dioique, par les techniques de la génétique classique n'a pas réussi a
créer et & fournir aux agriculteurs des variétés commerciales intéressantes, étant donné la
lenteur de croissance de cette plante et le temps qui s'écoule entre chaque génération. Une
sélection plus rapide basée sur I'emploi des haplométhodes permettraient dobtenir des
génotypes homozygote chez lesquels des caractéres récessifs éventuels pourraient étre
recherchés. L’obtention des plantes haploides chez le palmier dattier n’a été que treés peu
étudiée. Dans I’objectif d’analyser les potentialités androgénétiques des génotypes males
cultivés dans le sud tunisien, différents paramétres intervenant dans la culture in vitro des
anthéres ont été étudiés (génotype, stade des microspores mises en culture, conditions de
culture in vitro). Ce travail a d'abord porté sur 15 génotypes males de palmier dattier. Seuls
4 génotypes ont montré une réponse favorable lors de I’induction en androgénes (T106, T167,
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P6, T23) parmi lesquels T106 et T23 ont été retenus pour les travaux ultérieurs. Le stade
optimum de développement des microspores pour la mise en culture des anthéres a été le stade
uninucléé moyen. La recherche d'une éventuelle relation entre les différents stades
cytologiques de la microspore et la morphologie de I’inflorescence n'a pas permis de dégager
des résultats probants. Deux facteurs ont été étudié : (1) P’effet d’une gamme de concentrations
de 2,4D (avec ou sans charbon actif) dans un milieu de callogenése a base des éléments
minéraux de Murashige et Skoog ainsi que (2) la nature et la concentration du sucre (maltose
ou saccharose). Le pourcentage de cals formés et le pourcentage de microspores en division ont
été comptabilisés parés 6,10,15,20,25 et 35 jours de culture des anthéres. Les meilleurs
résultats ont permis d’obtenir 70 % de microspores en division et 18 % anthéres donnant
naissance a des cals embryogénes. Ces résultats ont été obtenus sur un milieu contenant du
maltose (40 g/1), du 2,4D (10 mg/1) et du charbon actif (1 g/l) et ont été confirmés pendant deux
campagnes. La régéneration des cals embryogénes obtenus a été étudiée sur des milieux a base
des éléments du milieu Murashige et Skoog mis au point pour I’embryogenése somatique chez
le palmier dattier et contenant peu ou pas de régulateurs de croissance. Les résultats n’ont
permis, jusqu’a présent, aucune régénération. Les cals embryogénes obtenus se maintiennent
longtemps en vie mais un blocage semble avoir lieu pour la régénération.

E15 : Un exemple de production de molécules a haute
valeur ajoutée par des cultures in vitro d’organes
végétaux : synthése d’hyoscyamine et de scopolamine
chez Datura innoxia Mill

BOITEL-CONTI M., LABERCHE J.-C., DUCROCQ C., DARIA P., SANGWAN-NORREEL B.

Laboratoire d’ Androgenése et Biotechnologie, Université de Picardie Jules Verne, 33 rue Saint Leu,
F.80039 Amiens Cedex, France

Le poster présente les travaux concernant ’amélioration des connaissances fondamentales
relatives aux voies de biosynthése de métabolites secondaires chez Datura innoxia Mill pour la
syntheése d’alcaloides tropaniques en vue d’augmenter la production de ces molécules d’intérét
thérapeutiques, a trés haute valeur ajoutée. Les connaissances fondamentales acquises sont
exploitées pour 1’élaboration d’un procédé de production en bioréacteur par des cultures in
vitro de racines transgéniques hyperproductrices.

E16 : Callogenése et régénération chez le Pois chiche
(Cicer arietinum)

BOUABDALLAH L.
Institut des Sciences de la Nature, Université d’Oran (Es-Sénia), Oran, Algérie

Le Pois chiche est une légumineuse cultivée en Algérie pour sa richesse en protéines destinées
a la consommation humaine. La culture de tissu in vitro de cette plante offre de nombreuses
perspectives (amélioration de la qualité, augmentation de la production et résistance aux
maladies, a la sécheresse et 4 la salinité,...)

La callogenese a été initiée a partir des différents organes végétatifs (racines, tiges, folioles) et
embryons mis en culture sur le milieu Murashige et Skoog additionné de deux hormones
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(auxine et cytokinine) a différentes concentrations, 3 une photopériode de 16 heures et une
température de 26°C.

Les résultats obtenus varient selon l’organe et la composition hormonale La culture
d’embryons en présence d’une faible auxine (acide indole-3 acétique ou AlA) et d’une kinétine
(a faible concentration) a donné des taux élevés de cals fiables et blanchatres. Cette
callogenése, a été suivie d’une régénération assez importante de plantules d’apparence normale
dont le nombre varie de 2 & 3 par cal.

Parmi les autres explants, seules les tiges donnent des cals, sur le méme milieu sans
régénération directe.

Le remplacement de I’AIA par une forte auxine (2,4 D a faible concentration) a permis
d’obtenir a partir des tiges, racines et embryons une callogenése abondante.

Ces résultats préliminaires ouvrent la voie a la recherche de variants résistants & I’ Anthracnose
et a la Fusariose, principales maladies du Pois chiche pour lesquelles les moyens de lutte
utilisés jusqu’a présent restent inefficaces.

E17 : Effet du génotype et du milieu de culture dans la
culture d'embryons immatures de blé dur (7Triticum
durum Desf.) et de blé tendre (Triticum aestivum L. )

BOUIAMRINE E., MZOURI K., AMSSA M.

Université Moulay Ismail, Faculté des Sciences, Département de Biologie, Laboratoire des
Biotechnologies Végétales, B.P. 4010 B'ni M'hamed, Meknes, Maroc.

Dans un programme de sélection au niveau cellulaire, le choix des génotypes qui poutront étre
ultérieurement améliorés dépendra principalement de leur aptitude a la culture in vitro. Celle-ci
réside dans leur capacité de produire des cals et de régénérer par la suite des plantes. Dans ce
présent travail, 14 variétés de blé dur (Triticum durum Desf.) et 16 variétés du blé tendre
(Triticum aestivum L.) ont été évaluées pour leur aptitude a la culture in vitro. Pour chacune
d'elles, quatre paramétres ont été pris en considération : le taux de callogenése, de cals
embryogénes, de régénération et le nombre moyen de plantules par cals régénérant. Le milieu
de base utilisé est celui de Murashige et Skoog (1962) additionné de 2 mg/l de 2,4-D. Les
résultats obtenus ont permis de mettre en évidence un effet génotype trés marqué dans la
production de cals embryogénes, le pourcentage de régénération et le nombre moyen de
plantules par cals régénérants. Dans 'objectif d'améliorer la régénération de certains génotypes.
4 variétés des deux espéces (2 présentent une mauvaise aptitude a la culture in vitro et deux
autres prlses comme témoins) ont été choisis. Nous avons ainsi testé I'effet de la concentration
en BAP (1072 10" M) combiné au 2,4-D (2mg/l) en présence ou en absence de I'ANA
5. 10 M). Une interaction génotype-milieu de culture a été observée. L'ajout de la BAP
(10° M) en présence de I'ANA a amélioré significativement le pourcentage de régénération des
4 variétés du blé tendre. Par contre chez le blé dur, cette amélioration n'a concerné que les
vanetes a faible taux de régénération. Cependant, I'augmentation De la concentration en BAP
(> 10° M) a tendance 2 inhiber la callogeneése et a provoquer la nécrose des cals. Cette nécrose
est plus forte chez le blé dur que chez le blé tendre. L'albinisme apparait uniquement chez le
blé dur, mais a des faibles fréquences ( 0 2 6 %) selon les variétés.
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E18 : Intérét du tragage isotopique pour I’étude, chez
I’homme du devenir métabolique des productions
végétales : ’exemple du blé dur enrichi en °C et des
pates alimentaires

CHARGVARDIEFF P.!, PEAN M.}, LE BRAS s, GAULTIER S.!, ANTOINE J.-M.!,
MASSICOTTE D.2 PERONNET F.}

! Groupe Danone, 7 rue de Téhéran, 75381 Paris Cedex 08, France. 2 Département d’ Educatlon Physique.
Université de Montréal, CP6218 Centre Ville, Montréal P.Q. Canada H3C3J7. * Laboratoire de
Bioénergétique fondamentale et appliquée, Université Joseph Fournier, BP 53X, 38041 Grenoble, France.

Les végétaux constituent une grande part de 1’alimentation humaine. Les études portant sur
leurs propriétés nutritionnelles répondent 4 des préoccupations touchant la diététique et la santé
publique. Les études cliniques chez ’homme, utilisant le tragage isotopique avec des isotopes
stables tel le carbone 13, se sont particuliérement développées depuis une quinzaine d’années.
Elles font appel & des techniques sans risques (isotope non-radioactif), atraumatiques (tests
respiratoires par exemple) et puissantes (spectrométrie de masse, GCMS, RMN) et ont porté
sur le devenir de molécules simples (glucose, acide aminé, par exemple). Les études
concernant les aliments, produits de composition complexe nécessitent de disposer de produits
marqués de fagon homogéne pour pouvoir servir de traceurs ; de tels produits marqués aux
isotopes stables n’étaient pas disponibles jusqu’a présent.

Pouvoir connaitre I’intérét alimentaire des produits issus de différents systémes de culture :
cueillette, traditionnel, intensif, hors-sol..., dans différentes zones de production : pays
tempérés, tropicaux ..., pour différents types de végétaux : amylacés, oléoprotéagineux... est un
enjeu majeur pour 1’avenir de I’agriculture, et en particulier pour I’amélioration des plantes.
Nous présentons ici un procédé biotechnologique d’enrichissement isotopique applicable aux
végétaux supérieurs, qui entreront dans notre alimentation aprés des étapes de transformation
technologique plus ou moins poussees Les résultats présentés concernent la production de blé
dur (Triticum durum), marqué au "°C destiné a des études sur les pétes alimentaires.

Le pr1nc1pe consiste a faire assimiler au végétal, pendant tout son cycle cultural, des substrats
marques les formes isotopiques sont apportées, pour le carbone, sous forme de carbone
inorganique (*CO2) assimilé par le processus photosynthétique. Pour cela, il est nécessaire de
maitriser la gestion des systémes de cultures en milieu artificiel (contrdle et régulation des
paramétres climatiques, confinement des atmosphéres) ainsi que l’analyse isotopique
(spectrométrie de masse).

Dans ces conditions, la fourniture permanente pendant tout le cycle cultural de la plante, de
I espece isotopique mentionnée permet d’obtenir un marquage homogéne de la biomasse, a un
niveau d’enrichissement fixé par 1’expérimentateur (dans notre cas aux alentour de 10 % "C).

Nous présenterons, sur la culture de la variété Ardente, les résultats obtenus sur la productivité
et ’enrichissement isotopique.

La semoule obtenue a été mélangée a de la semoule non marquée pour fabriquer des pates
alimentaires ayant un enrichissement d’ env1ron 1,16 %, largement suffisant pour suivre le
devenir métabolique de I’amidon marqué au C. Les pétes ont été utilisées dans une étude sur
I’équilibre énergétique et pondéral, et 'utilisation des substrats énergétiques endogénes et
exogénes chez I’homme au repos, a la suite d’un exercice préalable de puissance et de durée
variables. Les résultats obtenus, en terme de quantité de glucides endogénes et exogenes
oxydés, ainsi que de lipides oxydés illustreront la faisabilité et I’intérét du marquage biologique
de molécules complexes comme 1’amidon, dans les études nutritionnelles chez ’homme.
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E19 : Haplodiploidisation chez le blé dur (7Triticum
turgidum var durum)

CHLYAH H., SAIDI N., CHERKAOUI S., LAMSAOURI O., CHLYAH O., MDARHRI-
ALAOUI M,, AMAIL O., CHLYAH A.

Université Mohammed V, Faculté des Sciences, Département de Biologie, B.P. 1014 Rabat, Maroc

Plusieurs voies d'haplodiploidisation ont été testées dans le but d'obtenir des plantes vertes
haploides doublées (HD). La méthode d'androgenése (culture d'anthéres ou microspores) a été
parfaitement mise au point, en milieu gélosé, entre 1991 et 1993, avec des pourcentages de
régénération élevés mais avec des taux d'albinisme proche de 100 %. L'utilisation par la suite
de milieux liquides et de nombreux nouveaux génotypes n'a pas permis de résoudre le
probléme d'albinisme.

Dans le but de bénéficier de la capacité génétique supérieure - cytoplasmique ou nucléaire - du
blé tendre pour I'androgenése avec régénérations vertes, des croisements blé tendre x blé dur
ont été effectués suivis d'un ou plusieurs rétrocroisements avec le blé dur. A partir des plantes
R1, seules celles issues d'un croisement originel avec un parent blé tendre portant la
translocation 1BL/1RS ont pu former des plantules vertes par androgenése.

Une troisiéme voie - celle des hybridations intergénériques - a été testée pour un grand nombre
de génotypes de blé dur et de mais (ou orge). Cette voie permet la formation de plantes vertes
HD pour presque tous les génotypes de blé dur testés. Cette méthode - comportant le sauvetage
par culture d'embryons haploides - est comparée a la culture simple d'ovules non fécondés :
cette derniére technique a également donné des résultats positifs.

E20 : Effet a long terme du saccharose exogéne sur
I'interaction C/N chez la pomme de terre (Solanum
tuberosum) cultivée in vitro

SIMA B.D,, LE V.Q., DESJARDINS Y.

Dans le but d'évaluer I'impact du saccharose sur 'interaction C/N dans des conditions in vitro,
des plants de pomme de terre sont cultivés sous une intensité lumineuse de 80 PE ms”', dans
3 différents milieux de Murashige et Skoog (MS) : MS de base sans saccharose, MS avec 2 %
de saccharose, MS avec 2 % de saccharose et sans source d'azote. Des mesures d'activité
PEPCase et pyruvate kinase effectuées a 13, 26 et 39 jours de croissance montrent que les
plants cultivés sur MS de base avec 2 % de saccharose présentent les activité enzymatiques et
les teneurs en protéines totales les plus élevées tandis que les plus importantes teneurs en
amidon et en saccharose sont observées chez les plants cultivés sans source d'azote. Ceci est
une indication de la compétition en chaines carbonés entre les métabolisme carboné et azoté.
L'accumulation de sucres chez les plants cultivés sans source d'azote s'explique par une vitesse
d'assimilation d'azote plus faible et une demande réduite d'a-cetoglutarate provenant du cycle
de Krebs.

La comparaison des bandes de 97,4 kD de PEPCase dans des analyses d'immunodétection
(western blots) entre les 3 conditions de culture liée a l'activité PEPCase indique clairement
que le saccharose exogéne participe a la régulation de la PEPCase au niveau de la synthése de
la protéine.
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E21 : Obtention de plantes chlorophylliennes haploides
de Blé dur et de Blé tendre par culture de microspores
isolées
DE BUYSER J., PICARD E.

Laboratoire de Morphogenése Végétale Expérimentale. Université de Paris Sud XI -Bat 360 - 91405
Orsay - France

Au cours de cette décennie, la technique de culture de microspores isolées a progressé et s'est
largement développée chez plusieurs espéces (Colza, Tabac, Riz, Orge...). Quelques articles
ont fait part de résultats positifs chez le Blé tendre (7. aestivum). L'utilisation de cette
technique a donc été envisagée pour le Blé tendre mais également pour le Blé dur (T.durum) en
vue d'études fondamentales et appliquées. Obtenues par broyage des épillets, filtration et
centrifugation, les microspores isolées sont cultivées en boite de Pétri (35 mm.) contenant le
milieu liquide de CHU modifié avec 0,26M de glucose ou de maltose et 4 & 5 ovaires d'épis
plus agés.

Chez le BIé tendre, les résultats obtenus concernant la formation des embryons montrent :

- qu’en l'absence d'ovaires, aucun embryon n'est formé quel que soit le génotype utilisé.

- que le maltose est toujours plus favorable (facteur 10) que le glucose.

- que l'absence de pré-traitement donne des taux d'embryons plus élevés qu'un
traitement au froid (4°C 1 a 3 semaines) ou qu'un traitement de pré-culture avec
mannitol (0,3M pendant 4 a5 jours).

- que l'isolement des microspores aprés 4 a S jours de culture des anthéres en milieu
liquide fait baisser le rendement.

- que l'agitation des microspores (40 t/m.)pendant la phase de culture retarde le
développement des embryons et baisse leur fréquence.

- que cependant la culture anthéres en milieu liquide reste toujours supérieure a la
cultures de microspores isolées.

Pour les génotypes 107 et HJA, il est possible d'obtenir respectivement 120 et 80 embryons par
épi en culture de microspores isolées et réguliérement plus de 500 embryons par épi en culture
anthéres. L'utilisation des mémes protocoles pour le BIé dur a permis d'obtenir plus de
50 embryons par épi en culture de microspores (pré-traitement des épis a 4 °C, 2 a 3 semaines
et milieu avec maltose). La régénération est obtenue parés transfert des embryons. Chez le Blé
tendre, il n'y a pas de différence entre embryons issus de microspores isolées et de culture
anthéres. Les deux milieux testés (MSO et R-190-2) donnent des résultats similaires. Pour le
génotype 107 le taux de régénération des embryons est de 80 % (15 4 20 % de plantes vertes et
60 a 65 % de plantes albina). La régénération est également possible aprés changement du
milieu dans les boites de cultures des microspores lorsque les embryons sont bien développés.
En ce qui conceme le Blé dur, 7 plantes chlorophylliennes ont été régénérées soit aprés culture
de microspore isolées soit aprés culture anthéres. Ces résultats nous permettent d'envisager
l'utilisation de ces espéces pour des expériences de transformation et 1’étude des protéines des
voies de signalisation.
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E22 : Initiation de suspensions cellulaires embryogenes
a partir d’explants de bourgeons méristématiques en
prolifération chez les bananiers

DHED’A D.!, HAICOUR R.2

! Université de Kisangani, Faculté des Sciences, ¢/o Ridja D. Buma, Sotexki, B.P. 14897 Kinshasa I,
ZAIRE. * Université Paris Sud, MVE, Bit 360, 91405 Orsay cedex, France

Des suspensions cellulaires embryogénes ont été établies chez deux cultivars (Métavia, ABB et
Ihtisim, AAB) en utilisant les explants de bourgeons méristématiques en prolifération (scalps)
en milieu liquide enrichi en 2,4-D et zéatine. La Grande Naine (AAA) n’a pas pu produire des
suspensions embyrogénes par cette méthode.

L’étude de I’induction de cals sur les scalps a montré qu’il est relativement aisé d’obtenir un
cal globulaire jaune non embryogéne sur un milieu contenant 5 a 36,2 uM 2,4-D. Dans
quelques cas (4,8-14,8 %), on a pu observer la formation de cals blancs chez la Grande Naine
aprés 8 a 16 semaines sans subculture.

Chez Matavia, dans 18,1 % de cas, des cals globulaires jaunes se sont transformé en cals blancs
embryogeénes capables de produire des suspensions embryogenes.

L’ensemble des résultats obtenus peut permettre de conclure qu’il est possible d’établir des
suspensions embryogenes chez un grand nombre de cultivars présentant une prolifération plus
ou moins semblable & celle de Matavia. On peut en outre insister sur le rble joué
essentiellement par le 2,4-D dans I’induction de cellules embryogénes et celle de différents
types de cals obtenus.

La connaissance des facteurs et conditions particuliéres dans lesquelles s’effectuent ces
processus et ceux de la transformation du cal jaune en cal blanc embryogéne observée chez
Matavia pourrait permettre I’initiation des suspensions cellulaires embryogénes a partir de
différents explants somatiques dont les feuilles du bananier.

E23 : Etude comparative d’hybrides interspécifiques
issus de croisements entre quatre espéces d’Aegilops et
de blés cultivés (Triticum aestivum, Triticum durum)

EL KHILIFI O.K.!, BENLHABIB 0.2, MALKI M.!
! Faculté des Sciences Casablanca Ain Chock, Casablanca, Maroc. 2 I.A.V. Hassan 11, Rabat, Maroc.

Des croisements interspécifiques entre le blé tendre (Triticum aestivum) ou dur (T. durum), et
différentes espéces d’Aegilops (de. ovata, Ae. triaristata, Ae. squarrosa et Ae. ventricosa), ont
été entrepris. Seules les accessions résistantes a la mouche de Hesse ou Cécidomyie (Mayetiola
destructor say) ont été employées afin de transférer cette résistance au blé. Le sauvetage des
embryons hybrides immatures a été utilisé.

Une étude comparative de Iaptitude au croisement des quatre espéces d’ Aegilops avec les blés
cultivés, rend compte que le taux de nouaison n’est pas le meilleur critére pour juger la réussite
d’un croisement. La viabilité et la fertilité des F; et de leurs descendants sont plus
discriminants. Les taux élevés de plantes hybrides ont été obtenues chez Ae. ovata croisé au blé
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tendre, soit 12 %. Cependant, toutes les plantes sont létales, et ne conduisent a aucune
descendance. Les taux de plantes hybrides ont été au contraire de 0,5 % seulement, chez Ae
squarrosa, mais ont conduit a la formation de plantes viables et fertiles en F;, F; et BC,. Les
causes de ces différences sont discutées.

La fertilité des hybrides a été trés variable, aussi bien en autofécondation qu’en
rétrocroisement. Cette variabilité a été observée entre les familles, mais aussi a I’intérieur des
familles, surtout celle issue du croisement entre Ae. triaristata et le blé dur. La fertilité du
pollen des hybrides F, de ce croisement, a varié de 0 4 89 %.

Les descendants BC, ont présenté des taux de germination souvent faibles et des taux de
mortalité importants. Les descendants F, ont présenté moins de problémes de variabilité.

L’aptitude au croisement interspécifique du blé dur a été généralement plus faible que celle du
blé tendre. Mais en croisement réciproque, le blé tendre s’est montré souvent, plus récalcitrant.
1l n’a formé des plantes hybrides qu’avec de. ovata.

Trente-sept hybrides interspécifiques ont été installés au champ pour leur caractérisation
morphologique. Le comptage du nombre de chromosomes et une analyse méiotique ont été
également réalisés.

La plupart des critéres d’évaluations utilisés dans 1’analyse morphologique et de résistance aux
maladies, ont souvent permis de caractériser les différents hybrides. La résistance a la rouille
noire et au mildiou, le port de la plante et la forme de I’épi, sont des caractéres transmis a la
majorité des hybrides, du parent sauvage.

Le nombre de chromosomes a été souvent celui attendu chez les hybrides interspécifiques, soit
28 quand I’espéce sauvage tétraploide est croisée au blé dur, et 35 quand celle-ci est croisée au
blé tendre. Un doublement spontané des chromosomes a été noté chez les hybrides viables
issus d’Ade. squarrosa.

L’analyse des cellules méres de pollen a montré de faibles taux d’appariements
chromosomiques, particuliérement, chez les hybrides issus d’Ae. ventricosa croisé au blé dur.
Certains de ces derniers sont présentés jusqu’a 25,55 univalents. Mais pour ceux issus
d’Ae. Squarrosa, les appartements ont été relativement importants, soit jusqu’a 19,6 bivalents.

E24 : Stratégie de sélection par haplodiploidisation. Cas
d'une plante autogame, le piment

HARZALLAH H.
Ecole Nationale de Médecine Vétérinaire 2020 Sidi thabet, Tunisie.

L'amélioration génétique des caractéres agronomiques, polygéniques, ne peut se faire
classiquement qu'a long terme au bout de plusieurs cycles de sélection. Cependant,
I'introduction de I'haplodiploidisation dans la sélection sur descendance, soit une sélection
selon les aptitudes a la combinaison, permettra de détecter et de produire directement de
bonnes combinaisons hybrides, ce qui n'est pas possible par autofécondation. Chez le piment,
nous avons appliqué un schéma de sélection utilisant le prédicteur de la valeur en lignées puis
I'naplodiploidisation. Des croisements dialléles ont été réalisés entre des variétés locales
commercialisées et deux variétés mexicaines spontanées a petits fruits mais intéressantes pour
la tolérance aux sels et a certaines maladies virales.

Une étude quantitative fondée sur les méthodes d'approches génétiques, tirées des tableaux
dialleles, nous a permis d'étudier les effets des génes et a partir du tableau diallele constitué par
les quantités [2 F»-F1], on a pu quantifier les effets d'épistasie. Cette étude de 'expression des
génes apportés par les parents en croisements, permet d'orienter la sélection et de faire un tri
parmi les croisements 3 haplodiploidiser. La culture d'anthéres in vitro a été ainsi menée a
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partir des croisements dialleles sélectionnés. Des différences génotypiques significatives ont
été constatées pour l'aptitude a produire des anthéres embryogeénes et des embryons.

Cet effet génotypique a été décomposé en aptitudes générales et spécifiques a la combinaison.
Les plantes haploides doublées issues de certains croisements ont été testées pendant plusieurs
années du point de vue leurs performances agronomiques et biochimiques (taux de B caroténes
et de capsaicine). Des expériences ont été également menées pour la tolérance au stress salin et
nous avons repéré une lignée HD plus tolérante que le parent spontané.

Ces résultats permettent de montrer I'importance du choix des parents a introduire en sélection,
les différences génétiques existantes chez les variétés entrainent des transgressions
intéressantes chez certaines lignées haploides doublées.

E2S : Régénération des piantes a partir des couches
cellulaires minces de riz

HOANG K.0.!, LE T.B.}, TRAN THANH VAN K.?
! Institut de Biotechnologie, CNRST, Hanoi, Vietnam.
? Institut de Biotechnologie des Plantes, Université de Paris-Sud, 91405 ORSAY Cedex, France.

Le riz (Oryza sativa) constitue un élément important dans I’alimentation chez la moitié de la
population mondiale. Les estimations de production sont de 460 millions de tonnes en 1997,
560 millions en I’an 2000 et 766 millions en 2020.

La croissance inévitable de la population mondiale requiert des programmes d’amélioration
adaptés aux caractéristiques climatiques, pédologiques et culturelles des différentes parties du
globe. Les techniques de biotechnologies relatives au transfert des génes d’intérét connaissent
des limitations liées en partie a celles de méthodes de régénération des plantes. Si la
régénération a partir de protoplastes donne des résultats satisfaisants quant a ’obtention de
plantes in vitro, les risques de variations somacionales peuvent rendre difficile 1’étude de
I’expression des génes transférés.

Dans nos expériences de transformation (par biolistique ou via Agrobactérie) a I’Institut de
Biotechnologie & Hanoi, nous avons cherché a obtenir des embryons de riz a partir des cals
issus d’anthéres, d’embryons zygotiques immatures et matures. Par ces méthodes, surtout
quand les embryons matures sont utilisés, les embryons somatiques sont différenciés sur un cal
volumineux et aprés un délai relativement long.

11 est primordial, en particulier si 1’objectif visé est la transformation, de mettre au point des
méthodes permettant d’obtenir I’embryogenése directe ou tout du moins sans une longue phase
callogéne intermédiaire et la régénération des plantes dans un délai le plus court possible.
Ainsi, la méthode des couches cellulaires minces a permis d’obtenir chez le riz, des embryons
soit directement, soit & partir des nodules embryogénes différenciés a partir des couches minces
(0,3 - 0,5 mm) pratiquées transversalement sur des jeunes plantes, cultivées sur les milieux de
Murashige et Skoog contenant de I’agar (0,8 %), du saccharose (3 %), du 2,4-D (10mM), NAA
(5mM) et de la BAP (10mM).

Cette méthode de régénération ouvre la voie a I’obtention rapide des plantes transgéniques de
riz minimisant les variations somaclonales.
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E26 : Stimulation de I'androgenése in vitro par un
prétraitement des anthéres au début de la phase
d'induction

LAROCHE L., ST-PIERRE C.A.,, COLLIN J.!, COMEAU A.?

! Département de Phytologie, Université Laval, Ste-Foy (Québec, Canada) G1K 7P4. ? Centre de
recherche Agriculture et Agro-alimentaire Canada, Ste-Foy (Québec, Canada) G1V 2J3

La culture d’anthéres est une technique d'haplodiploidisation permettant de simplifier et de
raccourcir les délais nécessaires a la production de nouveaux cultivars d'orge. Cependant, un
faible taux d'embryogenése et de régénération de plantes vertes limitent encore l'utilisation de
cette technique dans le secteur privé de I'amélioration des céréales. L'embryogenése peut étre
stimulée par la culture in vitro d’anthéres d'orge sur un milieu FHG semi-liquide tres visqueux
pendant les premiers jours de la phase d'induction. Une partie du contenu en eau du milieu
FHG semi-liquide s’évapore lorsque le milieu est entreposé dans des boites de pétri pendant
une longue période avant son utilisation. La mise en culture d’anthéres sur ces milieux plus
visqueux et l'ajout, quatre jours plus tard, de milieu FHG liquide pour diminuer la viscosité du
milieu, stimule l'embryogenése. Des travaux de recherche visant a reproduire de fagon
contrdlée les résultats de ces essais ont été réalisés. Différents groupes d'ingrédients
(I'ensemble de tous les ingrédients, le maltose ou les sels) ont été concentrés deux ou trois fois,
ou complétement enlevés de la composition du milieu d'induction FHG semi-liquide pendant
une période de quatre ou de six jours au début de la phase d'induction. Aprés la période de
prétraitement, un certain volume de milieu FHG semi-liquide complémentaire a été rajouté
pour ramener la composition du milieu de prétraitement a celle du milieu d'induction FHG
semi-liquide de base. Ces travaux de recherche ont permis de démontrer qu'en culture
d’anthéres d’orge, les microspores sont sensibles a la composition du milieu nutritif pendant les
premiers jours de la phase d’induction. La réponse androgénique peut étre stimulée par un
prétraitement de quatre ou de six jours des anthéres avec le milieu d’induction FHG semi-
liquide dont la concentration des ingrédients de base, a ’exception du ficoll 400, est deux fois
plus élevée. Le prétraitement permet de multiplier par un facteur de 10 le nombre de plantes
vertes régénérées, par rapport a la méthode sans prétraitement, pour un génotype présentant
déja une bonne réponse androgénique. Chez un génotype présentant une réponse androgénique
plus faible, le prétraitement permet de stimuler le nombre de plantes vertes régénérées par une
facteur moins élevé. Le prétraitement permet également de diminuer la variabilité de la réponse
androgénique a I’intérieur d’un méme génotype d’orge

E27 : Influence du chlorure de sodium sur le
développement Retama retam Forssk (Webb.)

IGHILHARIZ Z.
Institut des Sciences de la Nature, Université d’Oran (Es-Senia), Oran 31000, Algérie

Retama retam Forssk (Webb.) est une légumineuse qui croit dans les zones arides et semi-
arides algériennes. Cette plante a la particularité par son systéme racinaire trés développé de
fixer les sables dunaires. Cette espéce fait partie de 1’association Helianthemum stipulatum-
Retama retam. En Algérie, le genre Retama compte trois espéces ; les sols sur lesquels pousse
ce genre sont proches de la Méditerranée ou prés du Sahara. Ces différentes stations sont riches
en sels de nature variée.
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Peu de travaux ont été réalisés sur ce végétal. Notre travail porte sur I’étude de la germination
et des premiers stades de la croissance de cette plante. L’étude de I’influence du NaCl sur la
germination, la croissance, les caractéristiques hydriques et ioniques ainsi que sur les
modifications biochimiques a été entreprise dans le cadre de ce travail.

Les graines de Retama retam nécessitent pour germer un prétraitement a 1’acide sulfurique
concentré. La température optimale de germination se situe a 25C°.

La présence de NaCl inhibe la germination. Néanmoins les graines peuvent germer en présence
de NaCl (5 % de germination a 200 mM).

La croissance des plantes en présence ou non de NaCl est appréciée par la hauteur de la tige, la
longueur de la racine principale ainsi que la masse fraiche et seche de ceux-ci. Le sel lorsqu’il
est présent & fortes concentrations (100 & 150 mM), réduit la croissance en hauteur des tiges et
diminue la production de la matiére végétale fraiche ou séche. La longueur des racines n’est
pas modifiée, leur masse fraiche et séche diminue sous I’effet du sel.

Retama retam se comporte comme une glycophyte tolérante au sel car elle présente a 150 mM
de NaCl une croissance pondérale de 80 % comparée au témoin.

Sous I’action du chlorure de sodium, les plantes accumulent du NatCI" beaucoup plus dans les
tiges que les racines. Leur métabolisme et modifié, il y a accumulation de saccharose, de
glucose et de proline. Ces différents éléments sont a 1’origine de I’ajustement osmotique du
retam en milieu salin. En effet, les potentiels hydriques et osmotiques baissent sous I’action du
sel. La teneur en eau augmente.

L’étude du métabolisme lipidique montre des modifications sous I’effet du sel. 11 y a
diminution du pourcentage du C.18-3 et celui du C.16-0. La phosphatidylcholine (PC)
augmente sous I’action du sel ; le DGDG ou digalactosyldiacylglycérol diminue.

Les différents résultats obtenus nous permettent de conclure que Retama retam se comporte
comme une glycophyte tolérante d’osmorégulation qui lui permet de “s’adapter” aux
conditions salines. Il faut remarquer que si morphologiquement la plante n’est apparemment
pas sensible 4 une faible dose de NaCl, de ’ordre de 50 mM, elle présente déja des
modifications physiologiques en particulier dans le statut de |’eau.

Par ses caractéres d’adaptation a la sécheresse et sa tolérance au NaCl, cette plante peut étre
considérée comme une espéce a développer en zones arides et semi-arides pour freiner la
désertification.

E28 : Régulation du métabolisme énergétique et de la
signalisation au cours de l'embryogenése somatique de
la patate douce Ipomea batatas (1.)] : role de la NDPK

LAVERGNE D.!, NATO A.}, CAVALCANTE ALVES J.-M.}, SIHACHAKR D.}, VERON M.2,
TRAINCARTF. !, DUCREUX G."
! Morghogenése Végétale Expérimentale, Bat 360, Université Paris XI, 91405 ORSAY Cedex, FRANCE.
CNRS, URA 1129, Unité de Biochimie Cellulaire, Institut Pasteur, 75724 PARIS, FRANCE

Les nucléosides diphosphate kinases (NDPK, EC.2.7.4.6.) jouent un role clé dans le controle
du flux métabolique des groupes phosphate entre nucléosides di et triphosphate et dans le
maintien de leurs niveaux de fonction (Pestel, 1992). La protéine native est un hexamére
(100 kDa) constituée de sous-unités identiques (17-20 kDa) chaque sous-unité posséde un site
actif et peut étre phosphorylé (Dumas et al., 1992). L'étroite analogie existant entre la NDPK
d'épinard, le produit du géne humain Nm23 et celui de la drosophile Awd (Rosengard et al.,
1989), nous a conduit & émettre I’hypothése de la contribution de la NDPK au niveau du
déclenchement et de la mise en ceuvre du développement des plantes.
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MODELE EXPERIMENTAL

Au cours de ce travail des cellules de Patate douce [(I[pomea batatas (L.)] en phase de
prolifération active (cals non embryogénes) et des cellules en phase de différenciation (cals
embryogénes) sont comparativement étudiées.

METHODES D'INVESTIGATION

Les activités enzymatiques de la NDPK ont été mesurées par spectrophotométrie et I'analyse
des polypeptides spécifiques a la NDPK a été effectuée par la technique de Western Blot. Des
anticorps poly et monoclonaux dirigés contre la NDPK de Dictyostélium discoideum et contre
la NDPK d'érythrocytes humains ont été utilisés dans les expérimentations immunologiques.

RESULTATS

1) Au cours de la phase exponentielle de croissance de cellules en prolifération 'activité NDPK
est fortement augmentée comparée a celle exprimée par les cellules en phase stationnaire. Cette
augmentation du niveau de l'activité NDPK au cours de la courbe de croissance peut traduire
l'intensité des divisions cellulaires et par voie de conséquence l'intensité des échanges
nucléotidiques et énergétiques qui y sont associés.

2) De plus, l'activité NDPK mesurée sur les extraits protéiques des cultures embryogeénes est
quatre fois plus forte que sur les cultures non embryogénes. Les résultats des immunotransferts
permettent de montrer le distribution générale du polypeptide 13-17 kDa, caractéristique de la
NDPK décrite chez les systémes animaux.

L'existence d'une forme plus lourde 28-31 kDa est spécifiquement observée sur les extraits de
cultures embryogenes. Sa présence est aussi démontrée dans les extraits solubles des organes
végétatifs (tissus différenciés tels que les feuilles, tiges, racines, bourgeons axillaires) de
plantes cultivées in vitro. Des résultats complémentaires obtenus au laboratoire suggérant que
le polypeptide 28-31 kDa pourrait étre associé aux organites impliqués dans la gestion du
pouvoir énergétique tels que les mitochondries et les chloroplastes. Des isoformes localisées au
cytoplasme et aux mitochondries ont déja été décrites chez les cellules de Dictyostelium (Troll
et al., 1993). La surexpression de l'activité enzymatique de la NDPK dans les cals embryogénes
et la présence d'une bande correspondant a un polypeptide de poids moléculaire élevé,
permettent de supposer une participation active de la NDPK au processus de la différenciation
cellulaire et de la considérer comme un marqueur potentiel de I'embryogenése somatique
(Cavalcante, 1996). Elle pourrait étre impliquée a la fois au niveau du déclenchement de la
prolifération cellulaire et du contréle du métabolisme, par la gestion du pouvoir énergétique et
par la maitrise de voies de signalisation faisant appel aux protéines G.

PERSPECTIVES

Des investigations pour démontrer le réle de la NDPK dans le déclenchement et la régulation
des étapes moléculaires et biochimiques de I'embryogenése somatique de la Patate douce sont
envisagées. Dans ce but la protéine NDPK sera purifiée 4 homogénéité pour étre séquencée.
Elle servira a la préparation d'anticorps monoclonaux, sondes spécifiques indispensables pour
approfondir la surexpression des NDPK lors des processus d'embryogenése somatique.
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E29 : Multiplication végétative in vitro du sapin de
Numidie Abies numidica

LEBTAHI F., BOUGHEDOURA N.
Institut National de la Recherche Forestiére, INRF B.P. 37 Chargea, Alger, Algérie

Dans la perspective de conserver les ressources génétiques et de procéder a I’amélioration de
diverses espéces forestiéres rares et menacées de dépérissement et de disparition, notre
laboratoire a jugé utile et important de lancer un programme de recherche en matiére de
multiplication végétative ir vitro.

Le Sapin de Numidie (Amies numidica) est une espece endémique des monts Babors. Elle
couvre actuellement une superficie de 300 hectares seulement.

Cette espéce forestiere qui figure dans la liste des plantes rares et vulnérables a été peu étudiée
et peu utilisée dans les projets de reforestation et ce malgré son importance sylvicole et
esthétique. En effet, elle peut contribuer d’une fagon notable a 1’équilibre écologique par des
reboisements dans des zones a hautes montagnes, a la colonisation des terrains a sols calcaires
les plus pauvres et a la protection et a I’embellissement de I’environnement.

Actuellement, I’extension et la sauvegarde de cette essence, devient I'une de préoccupations
majeures du secteur forestier. A cet effet, nos travaux sont menés dans ce but pour mettre des
méthodes de multiplication rapides d’arbres sélectionnés comme élites et destinés & la création
de parcs a clones.

Les travaux que nous menons au laboratoire concernent essentiellement la micropropagation du
Sapin selon deux voies :

- la voie de I’organogenése qui permet d’obtenir des bourgeons par stimulation directe
de I’explant ;
- la voie de I’embryogenése somatique.
L’ensemble de nos expérimentations portent sur des séries de tests a la recherche des milieux
de culture favorables a la multiplication cellulaire et au bourgeonnement et de balances
hormonales favorisant davantage cette prolifération cellulaire et ce bourgeonnement.
La mise au point de cette technique nécessite I’expérimentation de plusieurs types d’explants
issus de sujets juvéniles et 4gés.

E30 : Amplification du palmier dattier (Pheenix
dactylifera L.) par les voies de 1'organogenése, de
I'embryogenése somatique et de la réversion florale

MASMOUDI R., MEZIOU B., KRICHEN W., FEKI L., OTHMANI A., DRIRA N.
Laboratoire de Physiologie Végétale Faculté des Sciences de Sfax - 3038 Sfax - TUNISIE

La pheeniciculture, élément principal de I'écosystéme oasien, occupe une place stratégique dans
I'économie des régions arides et chaudes du globe. Les recherches que nous avons menées sur
le palmier dattier, depuis plusieurs années, en vue de sa multiplication clonale rapide, nous ont
permis de définir de nombreuses modalités de propagation de cette espéce. Nous avons exploré
les possibilités que peuvent offrir les tissus et organes de la phase adulte : bourgeons végétatifs
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axillaires de rejets et feuilles qui en dérivent, fragments de folioles et jeunes palmes de rejets,
ébauches florales et explants inflorescentiels de pieds femelles adultes. Les conditions de
culture artificielle nous ont permis de révéler et de faire exprimer de nombreuses modalités de
développement toutes étroitement liées tant aux conditions de I'environnement physico-
chimique, qu'a la nature et au stade de développement des explants expérimentés.

Les principaux types de morphogenése obtenus in vitro sont les suivants :

- Evolution des bourgeons végétatifs axillaires en plantules structurées par initiation de

racines adventives a leur base.

- Néoformation directe de bourgeons sur les jeunes palmes sans aucune manifestation

apparente de cals.

- Prolifération de cals organogénes conduisant a des plantes entiéres et viables.

- Réversion vers 'état végétatif des ébauches florales des pieds femelles engagées

normalement dans la voie reproductrice.

- Réversion affectant les potentialités organogénétiques des tissus inflorescentiels.

- Apparition de structure simulant I'évolution du zygote et conduisant a la formation

d’embryons puis de plantules.

- Déviation des apex floraux vers la voie inflorescentielle.
Ainsi, la culture in vitro des organes de la phase adulte du palmier dattier permet, d'une part,
d'accéder a une meilleure compréhension des diverses modalités de développement chez cette
espéce, d'autre part, d'obtenir des plantes selon de nombreuses voies de néoformation dont
certaines présentent la garantie de conformité de la descendance. Celle-ci a pu étre vérifiée a
l'aide notamment des premiéres productions fruitiéres des plantes transférées en plein champ
dont la vigueur semble avoir contribué a la précocité de I'entrée en floraison.

E31 : Culture in vitro et qualité de I’arome de la
ciboulette (4llium schaenoprasum l.)

MELLOUKI F."?, VANNEREAU A.!, COSSON L.!

! Laboratoire de Botanique et Phytochimie, Faculté de Pharmacie, Rue J.B. Clément, F- 92296
CHATENAY-MALABRY

2 Département de Biologie, Faculté des Sciences et Techniques, MOHAMMEDIA, Maroc

L'utilisation des techniques de culture in vitro dans 1'étude de métabolites a intérét agro-
alimentaire ou pharmaceutique est actuellement largement exploitée. De telles techniques
présentent un certain nombre d'avantages :

- Les cellules cultivées in vitro se multiplient sur un milieu défini, dans des conditions
de culture strictes, indépendamment des conditions saisonniéres ou climatiques. Ceci
permet une meilleure reproductibilité des résultats.

- Quand les cellules sont cultivées in vitro, sous forme de cals ou de suspensions, les
corrélations qui existent dans la plante entiére sont abolies. La caractérisation 2 'échelle
cellulaire de voies métaboliques comme celle de la production de substances
aromatiques est rendue plus objective.

Nous avons choisi d'étudier la production de I'ardme de ciboulette par des cultures in vitro, en
comparaison avec celle de feuilles fraiches. Nous disposions pour ce fait d'une souche non-
organogeéne entretenue en milieu liquide. Les espéces du genre Allium émettent une forte
odeur caractéristique des composés soufrés, obtenue aprés action d'une enzyme, I'alliinase (C-S
lyase) vacuolaire sur des substrats cytosoliques, les S-Alk(en)yl-L-Cysteine Sulfoxides
(ACSO). L'émission de I'ardme nécessite donc une lyse cellulaire. La qualité de I'ardme est
ainsi directement liée a :
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- I'activité de l'alliinase ;
- la proportion relative des différents précurseurs ACSO.

L'ALLIINASE : C-S LYASE (EC 4.4.1.4.)

L'enzyme a été extraite et purifiée a partir de la souche cultivée in vitro et a partir des feuilles.
Il s'agit d'une glycoprotéine. L'homogénéité de I'enzyme a €té obtenue par cinq étapes
successives de purification. Son degré de pureté a été analysé a chaque €tape par électrophorése
SDS-PAGE. Ses caractéristiques physicochimiques et cinétiques ont été déterminées : masse
moléculaire, nombre de sous-unités et point isoélectrique, Km, température et pH d'action
optima. Ces caractéristiques semblent étre identiques, quelle que soit l'origine de l'enzyme, ce
qui conforte I'intérét de la culture in vitro.

LES PRECURSEURS (ACSO)

L'étude des précurseurs de I'ardme a été effectuée par C.L.H.P. apres dérivatisation. Le S-
méthyle-L-cystéine sulfoxide (MCSO), le S-propyle-L-cystéine sulfoxide (PCSO) et le trans-1-
S-propényle-L-cystéine sulfoxide (PeCSO) ont été identifiés. Les proportions relatives de ces
trois précurseurs sont trés similaires entre les feuilles et les cultures. Le profil des précurseurs a
été étudié aprés ajout dans le milieu de culture de divers composés exogenes. Les résultats
obtenus montrent que les proportions des précurseurs les uns par rapport aux autres changent
significativement. Il en résulte donc qu'il est possible de modifier « a volonté » la qualité de
'ardme émis par des cellules de ciboulette cultivées in vitro.

E32 : Déterminisme génétique de quelques molécules
caractéristiques du pattern phénolique et leur relation
avec la couleur des téguments chez la féverole (Vicia
faba L) : Leguminosae.

MERGHEM R, DUC G, JAY M?

! Université de Constantine, Institut des Sciences de la Nature, 25000 Constantine. Algérie. * INRA
Station de Génétique et d’ Amélioration des Plantes, BP 1540, F-21034 Dijon Cédex France. * Université
Claude Bernard Lyon 1, Biologie micromoléculaire et Phytochimie, 43, Bd du 11 novembre 1918, F-
69622 Villeurbanne France.

La haute teneur protidique des légumineuses justifie en partie le caractére vital que revétent ces
plantes en alimentation animale et humaine. Leurs protéines fournissent les acides aminés
indispensables & la vie avec des teneurs en lysine avoisinant 18 g/kg de matiére seéche,
constituant ainsi un bon complément pour les céréales qui en sont déficientes. Cependant,
lorsque des sources de protéines, comme le pois (Pisum sativum) et la féverole (Vicia fuba).
sont utilisées dans |’alimentation des monogastriques, les performances des animaux restent le
plus souvent en dega de celles obtenues avec les rations traditionnelles a base de larges
proportions de soja (Eggum 1980 ; Huisman 1989). Des expérimentations in vivo effectuées
avec Vicia faba (Marquard, 1989 et Jansman, 1991) ont démontré que la disponibilité en
protéines et dans une moindre mesure en énergie est réduite par le présence de tannins
condensés localisés dans les téguments des graines. Deux génes récessifs, éliminant les tannins
condensés des téguments et déterminant la couleur blanche des fleurs ont été mis en évidence
chez Vicia faba par Picard 1976. Aprés cette découverte plusieurs programmes de sélection en
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Europe ont inclus le caractére Zéro tannin et des cultivars sont actuellement enregistrés. Le
géne Zéro-tannin entraine une grande sensibilité aux micro-organismes pathogénes du sol
(Villalobos and Jellis 1990), ce phénomene pourrait étre surmonté par le croisement génétique
entre génotypes dépourvus de tannins et des génotypes ayant un pouvoir tannant (Bond et Duc
1993). En effet, les tannins condensés jouent un rdle de défense pour le végétal lui-méme, en
particulier vis-a-vis des attaques des micro-organismes et prédateurs (Salunke et al., 1990).
Pour pallier ce probléme, la sélection devra s’orienter vers la recherche de nouveaux génotypes
dont la teneur en tannins condensés autoriserait une bonne tenue au champ et serait sans effet
néfaste pour I’alimentation. Des génotypes a fleur ponctuée jaune et a faible teneur en tannins
condensés ont été reporté par Cabrera et Martin (1986), Bond et al. (1991) et des génotypes a
téguments rouges par Cabrera et Martin (1989). Une collection de génotypes de féverole (Vicia
Jaba) est analysée pour son contenu en tannins condensés et son pouvoir tannant ; I’héritabilité
du pattern phénolique est également évaluée a travers 1’analyse des descendants F; issus d’un
croisement dialléle entre un génotype a fleur ponctuée noir et tégument beige trés tannant, un
génotype a fleur ponctuée noir et tégument vert & pouvoir tannant intermédiaire et enfin un
génotype a fleur ponctuée noir et tégument noir trés peu tannant. Les résuitats montrent
I’existence, dans le cas de la féverole, de génotypes a fleur ponctuée noir présentant des teneurs
intermédiaires en tannins condensés. L’analyse de la descendance F; issue du croisement
dialléle confirme bien le lien entre couleur des téguments, activité tannique et pouvoir tannant.

Mots clés : Vicia faba - 1égumineuses a graines - croisements - analyse génétique - valeur
nutritionnelle - couleur des téguments - tannins condensés.

E33 : Essai de reproduction asexuée (marcottage) des
feuilles de Bryophyllum pinnatum (Lam) Oken
Crassulaceae

NANCY L.
Laboratoire de Pharmacognosie, 27, Bd Jean Moulin, 13885 Marseille cedex 5

Dans le but de justifier 1’usage populaire de Bryophyllum pinnatum (Lam) Oken Crassulaceae
et d’envisager sa culture, une enquéte a été effectuée dans les provinces du Cameroun de juillet
1994 a octobre 1995. Dans les 10 provinces enquétées, cette plante herbacée est doublement
utilisée, a la fois comme végétal comestible (feuille = légume) et comme médicament (dans le
traitement des otites, de la toux et des affections dermatologiques). Une revue de la littérature
confirme ces deux utilisations dans une vingtaine de pays africains. Il nous a donc semblé
intéressant de mener des investigations sur cette plante dont les usages alimentaires et
médicaux sont si largement répandus. Pour ce faire, une récolte quantitative de feuilles de cette
plante s’imposait. Le premier plant sur lequel nous avons récolté les feuilles, nous a frappé par
un fait inhabituel. Au point de contact de la feuille et du sol (au niveau de I'une des dents du
lime) s’élevait une jeune pousse. Comme les quantités récoltées étaient insuffisantes pour nos
investigations, nous avons pensé que produire par marcottage a partir de feuilles, de jeunes
pousses, et plus tard de jeunes plants, était possible. Un premier essai sur des feuilles récoltées
I’aprés-midi était négatif. Le second, effectué sur des feuilles récoltées t6t le matin selon les
indications des personnes enquétées et des tradipraticiens, nous permettait d’obtenir une feuille
mature (30 a 35 dents), 30 a 35 nouvelles pousses. Comme une plante adulte porte en moyenne
30 folioles matures, a partir de cette derniére, par marcottage, sous des conditions particuliéres,
900 a4 1050 jeunes plantes destinées, soit a I’alimentation (source de vitamine C, d’acide
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citrique et surtout de calcium et de mucilage), soit comme phytomédicaments. Par ailleurs, la
toxicité aigué de I’extrait acqueux (DL50 = 6,4 g/Kg poids corporel) atteste de I’innocuité des
ces feuilles largement consommées par les enfants dénutris en phase de croissance au
Cameroun et dans les pays en voie de développement.

E34 : Contribution a I’étude d'un module de
signalisation associé au processus de I'embryogenése
somatique du blé

NATO A., MOURSALIMOVA A, FRESNEAU C., MIRSHAHI M., LAVERGNE D., HENRY Y.,
DUCREUX G., DE BUYSER J.

Université Paris-XI, INSERM 86, URA CNRS 1128 et 1116

Les processus complexes de la croissance et du développement des Plantes Supérieures
dépendent notamment de facteurs environnementaux et de médiateurs chimiques. L ensemble
de ces signaux nécessitent que les cellules végétales mettent en ceuvre des systémes de
perception et de génération de messagers intra- et intercellulaires conduisant a des
modifications de la physiologie ou du métabolisme. A 1’heure actuelle, les mécanismes
moléculaires des voies de transduction de signaux et de la communication cellulaire constituent
un vaste champ d’investigation pour la biologie végétale. La complexité du réseau des voies de
signalisation commence & étre pergue du fait de l'identification de nombreuses familles de
génes. Il semble que certains modules de signalisation aient été parfaitement conservés durant
|'évolution (levures, mammiféres, plantes). Par analogie avec ce qui est connu des voies de
signalisation dans les systémes animaux et la levure, les récepteurs potentiels des hormones et
des photons lumineux dans les cellules végétales, paraissent &tre couplés a des protéines
G. Cependant on dispose de trés peu de données sur les protéines régulatrices impliquées dans
les différents systémes de transduction chez les plantes.

Objectifs : C’est dans cette perspective que nous avons entrepris de rechercher chez les
végétaux une protéine analogue a I’arrestine, molécule jouant un réle fondamental dans la
régulation de la phototransduction visuelle chez les mammiferes. Nous avons élargi notre étude
a I’analyse d’un module de signalisation comprenant des arrestine-like, des protéines G et la
nucléoside diphosphate kinase (NDPK). Ces éléments sont susceptibles de contrdler les phases
de prolifération cellulaire et de différenciation lors de I’induction hormonale du processus de
I’embryogeneése somatique (figure 1). Les arrestines constituent une famille de protéines
monomériques de 39 a 49 kD, dont la structure est trés conservée durant I'évolution. L'arrestine
rétinienne bovine ou antigéne S est une protéine soluble de 48 kD. Elle se lie dans les batonnets
a la rhodopsine photoactivée et phosphoryl€e, et inhibe les effets amplificateurs de la
transducine (protéine G), assurant ainsi la désensibilisation des récepteurs. Considérée comme
n’étant pas spécifique des cellules photoréceptrices, 1’arrestine apparait aujourd’hui comme le
premier membre identifié d’une famille de protéines homologues possédant un role régulateur
dans des systémes de transduction médiés par les protéines G. Les protéines G lient et
hydrolysent le GTP. Elles appartiennent 4 une large famille. La premiére sous-famille est celle
des protéines G hétérotrimériques (sous-unités a, b et g), autour de 45 kD, couplées a des
récepteurs a sept segments transmembranaires. Des protéines de cette sous-famille sont
surexprimées durant I'embryogenése (Xénope, algue, Arabidopsis). La seconde sous-famille,
trés large, rassemble des protéines G monomériques, de 20 a 35 kD, contrdlant le cycle
cellulaire, la croissance, la différenciation, la sécrétion. Chez les végétaux, des protéines G sont
impliquées dans la signalisation de la lumiére et des hormones, les mécanismes de défense et la
régulation de l'activité des canaux ioniques. La NDPK, protéine native hexameére de 100 kD
(sous-unités de 17-20 kD), joue un rdle central dans le contréle du flux métabolique des
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groupements phosphates. Cette enzyme est actuellement considérée comme un marqueur
potentiel de la prolifération et de la différenciation cellulaires. Ainsi, chez la Drosophile, le
géne awd est impliqué dans le développement et présente une forte homologie avec le géne
humain Nm23. Récemment, la forte analogie des séquences de la NDPK d’Epinard et les
produits des génes awd et Nm23, nous a conduit & émettre I’hypothése d’une contribution de
cette enzyme aux processus de prolifération et de différenciation des cellules végétales.

Figure 1. Eléments de signalisation.
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Modéle biologique : Nous avons choisi la variété de blé (Triticum aestivum L.) Chinese Spring
comme modeéle expérimental. Les embryons zygotiques immatures (14 jours aprés la
pollinisation) ont été utilisés pour initier I’embryogenése somatique induite par le 2,4-D, lors
de la culture 4 la lumiére ou a I’obscurité. Nous disposons de souches embryogénes et non
embryogenes de cette variété, ainsi que de ses lignées aneuploides : 36 lignées ditélosomiques
(DT) et 6 lignées nullisomiques-tétrasomiques (NT). Deux lignées DT, CSDT3DS et
CSDT3DL (S pour court et L pour long, 3 pour le chromosome et D pour le génome) ont été
particuliérement analysées, du fait de leur capacité non embryogéne (DT3DS) et embryogéne
(DT3DL) en culture in vitro (Henry et al 1994).

Approches expérimentales : Les techniques d’immuno-empreintes (Western blot) ont été
développées grace a ’apport des anticorps monoclonaux de I’arrestine bovine, de la NDPK
humaine et d’un anticorps polyclonal dirigé contre un peptide synthétique de la séquence
conservée de la sous unité a de la protéine G. Les protéines possédant un site de fixation pour
le GTP ont également été recherchées par les techniques des overlays avec I’(a**P) GTP.
Résultats

1 - Une premiére forme soluble d’arrestine-like de 40 kD est détectée par les anticorps
monoclonaux dirigés contre les épitopes N-terminaux et centraux de I’arrestine bovine. Sa
présence est générale dans les organes des germinations de bié (racine, coléoptile, feuille).
Cette protéine se retrouve également dans 1’embryon immature de blé. La synthése de cette
forme n’est pas sensible a la lumiére de croissance, mais est fortement surexprimée dans les
cultures in vitro initiées a partir d’embryons immatures, en présence de 2,4-D. Une seconde
forme soluble et membranaire d’arrestine-like de 29 kD est décelée par plusieurs anticorps
monoclonaux dirigés contre des épitopes C-terminaux de I’arrestine bovine. Cette seconde
forme qui apparait dans les organes chlorophylliens lors de la culture  la lumiére est spécifique




Textes et résumés des Affiches de la section E 549

des tissus embryogénes. L’analyse de 42 lignées aneuploides a montré que le bras
chromosomique 3DL, essentiel pour I’embryogenese somatique posséde un géne qui code pour
la forme arrestine-like de 29 kD ou contrdle son expression (Nato ef al 1997). De plus, des
résultats récents obtenus dans notre laboratoire ont montré que la forme membranaire de cette
arrestine-like semble étre intégrée dans les structures thylakoidales des chloroplastes.

2 - L’anticorps polyclonal dirigé contre la sous-unité a de la protéine G reconnait un
polypeptide soluble et membranaire de 58 kD dans les embryons immatures. La culture in vitro
de ces embryons en présence de 2,4-D provoque I’apparition d’un nouvelle forme de 32 kD.
Cette seconde forme pourrait étre liée a la prolifération cellulaire resultant de la présence d'une
auxine dans les cultures. Les expériences de marquage avec I’ (a*"P) GTP ont confirmé la
stimulation des formes protéiques liant le GTP en relation avec la prolifération et la
différenciation cellulaires induites lors de I’embryogenése somatique du blé.

3 - L’analyse par Western blot montre que la forme soluble de 16 kD de la NDPK du blé,
présente dans I’embryon immature, est ptus fortement exprimée durant la culture in vitro. Les
extraits solubles des cultures embryogénes montrent en outre la présence d'une forme de
32 kD, qui pourrait jouer un rdle dans la différenciation. Malgré 1’apparition de cette nouvelle
forme, le niveau de I’activité enzymatique de la NDPK ne varie pas lors de la mise en culture
in vitro des embryons immatures.

Perspectives :

Les anticorps utilisés nous ont permis de déceler des protéines impliquées dans la prolifération
cellulaire et la différenciation. L'analyse de I'expression de plusieurs molécules (protéine G,
arrestine, NDPK), sous l'influence de la lumiére et des hormones, confirme qu'elles jouent un
rdle important dans les cascades de signalisation participant au métabolisme et au
développement (Nato et al 1996). Des avancées dans la connaissance de leur mode d'action
pourront étre obtenues par le clonage des ADNc (en cours de réalisation pour la NDPK),
I'analyse des séquences et 1'étude de la structure des génes. Les travaux ultérieurs devraient
permettre d'affiner notre connaissance des mécanismes participant au développement des
plantes.
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E35 : Effets a long-terme du saccharose exogéne sur la
croissance, la photosynthése et le métabolisme du
carbone des plantes de tomate in vitro

LE V.Q., SAMSON G., DESJARDINS Y.

Les effets a long-terme du saccharose exogéne sur la croissance, la photosynthése et le
métabolisme du carbone ont été étudié sur des plants de tomate cultivés sous deux conditions
différentes. Sous une faible intensité lumineuse (50uE m’s") et une concentration en CO, de
400 ppm, la présence du saccharose augmente la croissance, la photosynthése, la teneur en
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chlorophylle, la teneur en sucres solubles (hexoses et saccharose) et en amidon dans les
racines, les feuilles jeunes et matures par rapport aux plantes photo-autotrophique. L’apport du
saccharose augmente fortement I’activité de la saccharose synthase (SS) (EC 2.4.1.13) dans les
racines et les jeunes feuilles tant dit que 1"activité de la saccharose phosphate synthase (SPS)
(EC 2.4.1.14), de I’invertase (INV) (EC 3.2.1.26) et de I’ADP-glucose pyrophosphorylase
(ADPGppase) (EC 2.7.7.27) augmente dans les racines et les feuilles matures. Au contraire, les
activités de la SS dans les racines et de I’ADPGppase dans les feuilles matures sont bien moins
stimulées par le saccharose exogeéne dans des conditions de forte intensité lumineuse
(500 uE m™s™) et de forte concentration en CO; (4 000 ppm). On observe une diminution de la
croissance, de I’activité de la SPS ainsi que de la photosynthése et une forte accumulation
d’hexoses et d’amidon. Nous n’avons pas observé d’effet du saccharose exogéne sur le
rendement du photosystéme II estimé par le rapport Fv/Fm dans les deux cas In vitro, dans des
conditions limites de culture (lumiére et CO, faible) la plante a besoin de saccharose exogéne
pour augmenter la photosynthése et la croissance alors que dans des conditions trés favorables
pour la photo-autotrophie (lumiére et CO, élevé) la présence du saccharose diminue non
seulement la photosynthése mais aussi la croissance par la perturbation dans la plante entiére
des relations source-puit.

E36 : Interaction cytosquelette cortical, paroi cellulaire
chez les plantes. Controéle de la division asymétrique de
la cellule apicale de Sphacelaria (Fucophycée)

OUICHOU A., DUCREUX G.

Laboratoire de Morphogenése Expérimentale Végétale, Bat 360, Université Paris-Sud, 91405 Orsay
Cedex, France

La cellule apicale de Sphacelaria montre une organisation polarisée permanente, produit par
des divisions asymétriques et successives des cellules sous apicales, qui contribuent a la
construction du thalle.

Durant I’interphase de la cellule apicale, les deux centrosomes diamétralement opposés,
coincident avec 1’axe de croissance et organisent un réseau de microtubules polarisé. Le
marquage des filaments d’actine et vitronectine aménent des preuves sur les connexions entre
le cytosquelette cortical et la paroi a travers la membrane plasmique. Une confirmation
indirecte est apportée par la désorganisation du cytosquelette et I’altération dramatique de la
polarité chez les protoplastes de la ceilule apicale.

Durant la mitose, la polarité du fuseau mitotique et la polarité cellulaire est conservée en
permanence. A la fin de la mitose, les centrosomes de dédoublent immédiatement et migrent a
égale distance du site originel du péle distale. Un réseau de microtubules se forme a partir de
chaque centrosome, une orientation du noyau rend ce réseau parall¢le a ’axe de la cellule et
s’allonge jusqu’a I’extrémité proximale, des connexions s’établissent probablement avec la
paroi cellulaire par I’intermédiaire de 1’actine. En conséquence, la polarité du fuseau mitotique
coincide de nouveau avec la polarité cellulaire. Ces événements sont caractéristiques de la
cellule apicale et sont reliés a son organisation structurale. L’identification des protéines
impliquées dans les connexions entre le cytosquelette cortical et la paroi cellulaire est en cours,
en prenant comme modele les interactions cortex cellulaire-matrice extracelullaire chez les
cellules animales.
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E37 : Régénération intensive du pois (Pisum sativum 1.)
en présence de thidiazuron, in vitro

POPIERS D., SANGWAN-NORREEL B.S.

Laboratoire Androgenése et Biotechnologie, Université de Picardie Jules Verne, Faculté des Sciences 33.
rue Saint Leu, F-80039 AMIENS Cedex 01

La régénération in vitro du Pois, Pisum sativum L. a été améliorée griace a I'utilisation de
Thidiazuron. Des bourgeons sont initiés & partir de nceuds cotylédonaires de ['axe
embryonnaire, isolé a partir de graines matures, et cultivés sur un milieu MS (Murashige et
Skoog, 1962) additionné de 13,3 uM de 6-benzylaminopurine (BA), de 16,1 uM d'acide a-
naphtaléne acétique et de 0,2 pM d'acide-2,3,5-triiodobenzoique (TIBA) (Tétu et al.). Les
structures obtenues sont par la suite excisées en fines tranches et cultivées sur le méme milieu ;
ou en présence de Thidiazuron, ces tranches produisent une deuxiéme vague de
bourgeonnement. Les meilleurs résuitats (90-110 bourgeons par explant) sont obtenus avec
10 uM de Thidiazuron (Popiers ef al). La production de massifs organogénes primaires et
secondaires est indépendante du génotype et est reproductible. Les bourgeons s'allongent sur le
milieu initial, puis s'enracinent en présence de 5,37 pM d'acide a-naphtaléne acétique et se
développent en plantes viables.
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E38 : Micropropagation de la patate douce (Ipomea
batatas (L.) Lam.) a partir du développement de
bourgeons axillaires

ROBENE-SOUSTRADE L., KODJA H., FIGIER J.

Laboratoire de Biologie et Physiologie végétales, Université de La Réunion, 15 Av. René Cassin. BP
7151 97715 ST Denis Messag 9.

La patate douce (Ipomea batatas) est une plante d’intérét économique considérable dans les
zones tropicales humides. Tel est le cas a la Réunion ou elle est utilisée a la fois dans la
nutrition humaine mais aussi dans I’alimentation bovine. En effet, I’introduction de la patate
douce (ses tubercules racinaires et ses feuilles) dans la nutrition des vaches, augmente de
maniére sensible la production laitiére, et ceci, sans apport supplémentaire de concentré de
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fourrage. Malheureusement, les zones de culture de la patate douce & la Réunion sont situées a
une altitude largement inférieure a celle des zones d’élevage des bovins ol régnent des
températures relativement basses en saison hivernale.

Des expérimentations au champ ont montré que des variétés de patate douce importées de pays
de hauts plateaux (Madagascar et Pérou) pouvaient s’adapter aux zones d’altitude élevées a la
Réunion. Cependant, la productivité de ces variétés importées est largement inférieure a celle
des espéces locales en basse et moyenne altitudes. Les méthodes de culture in vitro et de
manipulations génétiques, notamment 1’exploitation de la variation somaclonale, I’hybridation
somatique et la transformation génétique, permettent d’envisager, a cours terme, I’amélioration
génétique de ces variétés notamment au niveau de leur rendement et de leur adaptabilité.
Cependant, I’application de ces techniques nouvelles nécessite la maitrise des systémes de
régénération in vitro chez la patate douce. La méthode classique de multiplication végétative
in vitro est ’embryogenése somatique. Cependant, outre que cette technique ne garantit pas
une multiplication conforme des génotypes, il existe chez la patate douce certains clc..es pour
lesquels il est difficile, voire impossible, d’obtenir des embryons somatiques. Pour ces clones,
il est préconisé une autre méthode de micropropagation : [’organogenése. Notre travail a été de
démontrer que la micropropagation de la patate douce peut se réaliser facilement a partir de
bourgeons axillaires. Pour cela, des explants (d’environ 3 mm), formés du déme apical et des
deux derniéres feuilles récemment formées, ont été prélevés sur des tiges feuillées juvéniles de
deux variétés locales (les variétés RP40 et RP90) cultivées en serre. Aprés désinfection, ces
explants ont été déposés sur différents milieux d’induction. Le milieu de base (MS30) est celui
de Murashige et Skoog gélosé, additionné de saccharose (30 g/l). Différentes combinaisons
hormonales composent ces milieux d’inductions. En effet, deux phytohormones sont utilisées :
’ANA, acide a-naphtaléne acétique (0 et 0,5 mg/l) ainsi que le TDZ, thidiazuron (0, 0,5, 1, 2
et 3 mg/l). Aprés quatre semaines de culture a la lumiere a 25°C, les explants induits sont
transférés sur le milieu de régénération : milieu MS30 dépourvu d’hormone. Les meilleurs
résultats ont été obtenus avec les milieux inducteurs ne contenant pas d’ANA et pourvus de
TDZ a4 0,5 et 1 mg/l. En effet, ces milieux induisent vers la troisiéme ou quatriéme semaine, le
développement d’un bourgeon axillaire secondaire (visible & I’ceil nu). La transformation de ce
bourgeon en une tige feuillée est accélérée lors du transfert sur le milieu de régénération. Aprés
quatre semaines de croissance sur ce dernier milieu, les tiges feuillées isolées sont transférées
sur un milieu d’enracinement (milieu MS30 pour lequel les macroéléments sont dilués de
moitié). Le pourcentage d’enracinement des tiges feuillées est de 100 % et débute dés la
premiére semaine aprés le repiquage. Les plants ainsi obtenus sont transférés dans une
miniserre (480X330X200 mm) contenant un mélange de vermiculite et de sable (2:1). Ces
plants se développent facilement aprés une ouverture progressive du couvercle de la miniserre.
En conclusion, nous disposons maintenant d’une technique de micropropagation de la patate
douce, basée sur le bourgeonnement axillaire. Il s’agit d’une “vitro-méthode” relativement
simple, avec une régénération des tiges feuillées a partir de zones méristématiques
préexistantes, qui d’ordinaire, garantit la conformité génotypique. L°utilisation de cette
technique sur les différentes variétés de Patate douce locales ou importées a des fins
agronomiques a la Réunion, permettra d'une part la constitution d’une «banque de génes ou
vitrothéque » et d'autre part, d'avoir un matériel végétal « sain » et disponible susceptible de
servir pour des tests de sélection ou de manipulation dans le domaine du génie génétique.

La présentation de ce poster aux 6° journées scientifiques des Biotechnologies végétales a été
Jaite avec I'aide de I’{UPELF/FICU.
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E39 : Effet de I'apport exogéne in planta d'acide 2,3,5
triiodobenzoique ou TIBA sur la régénération in vitro
de Betterave sucriére (Beta vulgaris L.).

ROUSSY 1., DUBOIS F., SANGWAN R.S,, SANGWAN-NORREEL B.S.

Laboratoire Androgenése et Biotechnologie, Université de Picardie Jules Verne, 33, rue Saint-Leu, 80
039 Amiens, Cedex 01, France

Nous avons développé un protocole de régénération indirecte chez la Betterave sucriére, a
partir de fragments de limbes de plantes adultes entretenues en serre. Un apport exogene (2 fois
par semaine) d'un inhibiteur du transport auxinique, tel que le TIBA ou acide 2,3,5
trilodobenzoique, a la concentration de 3 mg/l, a des plantes agées de 6 mois, est essentiel pour
l'obtention de cals organogénes (Roussy et al., 1996). L'effet bénéfique, de l'apport en culture
in vitro du TIBA, sur la régénération directe et indirecte a déja été rapporté chez cette espéce
(Detrez et al., 1988 ; Jacq et al., 1992). De plus, seuls les cals produits sur un milieu
d'induction, contenant du thidiazuron ou TDZ a la concentration de 2,2 mg/l ou 10 uM, ont
donné des pousses. Le nombre de bourgeons régénérés augmente au cours des repiquages.
Nous avons noté en paralléle que, par rapport aux plantes témoins, l'activité des péroxydases
était supérieure chez les plantes traitées par du TIBA a 3 mg/l. Dans un contexte
biotechnologique, visant a la transformation génétique de cette espeéce, via Agrobacterium
tumefaciens, ce protocole pourrait s'avérer étre un outil trés intéressant pour la régénération de
plantes transgéniques.
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E40 : Role du 3F-ip (4,4,4 trifluoroisopentenyladenine)
et du CPPU (N-(2,chloropyridyl) 4-N’ phénylurée),
molécules de synthése a activité cytokinine, sur
Pinitiation et la multiplication de protocormes de
régénération de Phalaenopsis

SAMSON 1., HAMAMA L., LETOUZE R.

Laboratoire de Recherche en Physiologie Végétale des Pays de la Loire (L.R.P.V), 16, Boulevard
Lavoisier - 49045 Angers Cedex 01 - France

Le Phalaenopsis (fam. Orchidaceae), qui tient son nom du grec “Phalaina” = papillon et
“opsis” = ressemblance, est une orchidée épiphyte & croissance monopodiale.

Actuellement, la propagation industrielle du Phalaenopsis, qui passe par la multiplication
sexuée entre deux parents issus le plus souvent d’hybridations dirigées, est parfaitement
maitrisée mais pose le probléme de variabilité et d’hétérogénéité du semis.
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La multiplication végétative (protocormes de régénération) est la seule alternative pour
résoudre les problémes liés & la multiplication sexuée ; elle permet d’obtenir un matériel
génétiquement homogeéne, conforme a un pied-mére sélectionné.

Si la formation de protocormes de régénération est possible a partir d’explants de Phalaenopsis
(1), la méthodologie reste délicate et les résultats obtenus permettent rarement une application
industrielle programmable.

L’objectif de ce travail a été de tester a trois niveaux différents et comparativement avec les
hormones classiquement utilisées, des molécules nouvelles (2)' a activité cytokinine (3F-ip;
CPPU) sur les différentes étapes du processus de régénération par embryogenése somatique.

CLONAGE DE VARIETES HYBRIDES A HAUT INTERET
ECONOMIQUE

Des boutures gemmées de hampes florales de Phalaenopsis, préalablement désinfectées sont
mises en culture sur le milieu Vacin-Went additionné d’ANA (0,1 a 5 mg/l), de BAP (0,5 a
5 mg/l), de 20 % de lait de coco et solidifié avec 2 g/l de gelrite. Au bout de deux mois de
culture, selon la position du bourgeon sur la hampe florale, ce milieu permet la formation de
pousses végétatives ou de hampes florales qui aprés isolement, sont cultivées sur le méme
milieu et repiquées tous les mois. Ce matériel végétal conduit a ’obtention de clones
génétiquement homogenes.

INITIATION DES PROTOCORMES DE REGENERATION

Les plateaux racinaires des pousses végétatives obtenues in vitro agées de 8 a 12 mois sont mis
en culture sur le milieu NDM additionné de saccharose 10 g/l, d’ANA (0,1-3 mg/i), de 3 F-ip
(0,1-5 mg/l) , de 15 % de lait de coco et solidifié avec 2 g/l de gelrite.

Au bout d’un mois, les explants non nécrosés demeurent verts et 1 3 2 mois plus tard donnent
naissance aux premiers protocormes de régénération.

Cette étape d’initiation des embryons somatiques est particulierement délicate. Le prélevement
de I’explant, la balance hormonale et le choix de la cytokinine sont les clefs de la réussite. Les
plateaux racinaires de vitroplants se sont révélés les explants les plus performants pour
Iinitiation des protocormes. La nature de I’explant le plus favorable étant définie, le travail en
cours tend a améliorer la balance hormonale.

MULTIPLICATION DES PROTOCORMES DE REGENERATION

Les protocormes de régénération obtenus précédemment sont sectionnés et mis en culture sur le
milieu NDM additionné d’ANA (0,1-2 mg/l), de CPPU (hormone de synthése a activité
cytokinine - 0,5 & 5 mg/l), de 15 % de lait de coco, de saccharose 10 g/l et solidifié avec 2 g/l
de gelrite. Au bout d’un mois chaque fragment de protocormes présente de nombreux
protocormes néoformés, d’aspect globuleux. L’utilisation du CPPU permet un taux de
multiplication supérieur de 28 % a celui obtenu sur le méme milieu avec ANA et BAP. Les
protocormes obtenus via I’hormone de synthése présentent un aspect satisfaisant, alors que
ceux multipliés via les hormones traditionnelles présentent fréquemment un aspect vitreux.

EVOLUTION DES PROTOCORMES DE REGENERATION

Les protocormes sont isolés et mis sur le milieu NDM additionné d’ANA (0,1-5 mg/l), de BAP
{0,5-6 mg/1), de 15 % de lait de coco et solidifié avec de la gelrite 4 2 g/I.

La premiére feuille se forme trés rapidement, au bout d’un & deux mois I’ensemble présente
I’aspect d’une plantule non enracinée. A partir de cet instant, 45 jours plus tard, les racines
commencent & se former d’une fagon asynchrone.

' Don du Professeur Mornet, Université d’ Angers.
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L’utilisation de molécules de synthése a activité cytokinine (3F-ip ; CPPU) s’avére
prometteuse pour une application industrielle de I’embryogenése somatique du Phalaenopsis

Bibliographie
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American Orchid Society Bulletin, 733-737.
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E41 : L’augmentation du taux de CO2 atmosphérique

permet d’atténuer les effets du déficit hydrique sur la

croissance et la fixation symbiotique de I’azote chez les
légumineuses

SERRAJ R.™, SINCLAIR T.R.2

! Laboratoire de Physiologie Végétale, Université Cadi Ayyad, Marrakech Maroc 2 USDA-ARS.
Université de Florida, Etats Unis d’ Amérique.

L’augmentation globale du taux de gaz carbonique [CO,] dans I’ atmosphere et son impact sur
les changements climatiques ont été récemment bien documentés'. Certains modéles
climatiques® prédisent une sécheresse accrue dans certaines reglons du Monde liée a
I’ augmentatlon de [CO.]. De nombreuses études ont été menées sur les réponses des
légumineuses a I’augmentation de [CO,]'. Cependant la quasi-totalité de ces recherches a été
consacrée a des plantes cultivées dans des conditions optimales : alimentation hydrique et
nutrition azotée minérale adéquates. La fixation symbiotique de I’azote (FSA) et le déficit
hydrique seraient pourtant des processus extrémement importants dans un scénario de
changement climatique global, puisqu’une large proportion de la croissance des plantes devrait
alors, avoir lieu sur des sols déficients en eau et en azote. Nous avons montré precedemment
que la FSA chez le soja était extrémement sensible au déficit hydrlque ; et que par
conséquent, I’accumulation de I’azote était plus inhibée que celle du carbone’. La présente
étude a été consacrée a I’analyse physiologique de I’interaction du déficit hydrique et de
I’enrichissement en [CO;] sur la FSA et la croissance chez le soja. Les plantes [Glycine max
(L.) Merr.] ont été inoculées avec une préparation commerciale de Bradyrhizobium japonicum
et cultivées pendant 6 semaines, en milieu contr6lé en conditions hydriques et [CO.] normales,
sans apport d’azote minéral. Les plantes ont été ensuite exposées a 2 traitements hydnques

irrigué, non irrigué, combinés avec 2 traitements de CO; : ambiant, élevé (approx. 700 uL L').
Différents paramétres physiologiques (croissance foliaire, transpiration, photosynthése, activité
nitrogénes, production de biomasse, teneurs en glucides et uréides) ont été mesurés durant les
deux semaines qui ont suivi le début des traitements. Pour les 2 concentrations en CO-, le
déficit hydrique a provoqué une inhibition trés marquée du développement de la surface
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foliaire, des échanges gazeux, de I’activité fixatrice d’azote et de ’accumulation de biomasse
dans les différents tissus de la plante. L’augmentation de [CO:] s’est traduite par une
diminution des pertes en eau et une stimulation de la croissance foliaire, pour les 2 traitements
hydriques. Il n’y a eu néanmoins aucun effet significatif de [CO-] sur les réponses relatives de
la croissance et des échanges gazeux foliaires au déficit hydrique. Par contre, en conditions de
déficit hydrique, I’augmentation de [CO2] a eu pour conséquence de retarder significativement

la diminution de Dactivité fixatrice d’azote en réponse au desséchement du sol.
L’augmentation de [CO?2] a permis en outre, le maintien du développement et de la croissance

des nodosités en conditions de déficit hydrique, relativement au [COp] ambiant. Nous avons
conclu que I’un des effets importants de I’enrichissement en CO7 en conditions de déficit
hydrique, réside dans la stimulation de ’assimilation du C et ’augmentation de I’allocation de
substrats carbonés aux nodosités, ce qui se traduit par le maintien de la fixation symbiotique de
1’azote en conditions d’eau limitante. A partir de I’interaction des effets de [CO2] et du déficit
hydrique, nous proposons une discussion concernant les éventuels effets bénéfiques de
I’augmentation de [CO?2] sur la production des légumineuses en améliorant la tolérance a la

sécheresse de la fixation symbiotique, I’assimilation du C et la réduction des demandes en eau
et en azote.

Bibliographie
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E42 : Gynogenése in vitro du blé dur Triticum durum
dans le cadre d'une création de tolérance a I’aridité :
souches régénérantes des plantes vertes

SIBI M.L., SHEKAFANDEH A.
ENSALIA, 2 ave. de la forét de Haye, 54505 Vandceuvre, France

Dans le cadre de la création de tolérance a l'aridité, afin d'obtenir des souches régénérantes de
blé dur qui pourront étre soumises in vitro a des pressions sélectives, nous nous sommes
attachés a élaborer une technique de gynogenése.

Gynogenése du blé dur : Le matériel végétal est constitué de 6 variétés marocaines (Cocorit,
Isly, Jori, Oued-Zénati, Sarif) et de Cham]1, variété « témoin » pour l'ensemble des laboratoires
du réseau. Toutes ces variétés sont des blés barbus et atteignent une hauteur d'environ 80 cm.

Le prélévement des épis est effectué lorsque le pollen contenu dans les anthéres est déja bi- ou
trinucléé. A la suite d’un prétraitement au froid adéquat, les épis nus sont stérilisés et
disséqués. Une quinzaine d'ovaires est alors déposée sur le milieu contenu dans chacune des
boites de 6 cm de diamétre. Dans une premiére série d’expérimentations, pour l'ensemble des
variétés présentées ci-dessus, un total de prés de 10 500 ovaires a été mis en culture. Chez Isly,
aprés les premiers résultats positifs qui ont amené a 15 plantes pour 105 ovaires (14,3 %), le
peaufinage de la technique a permis d’obtenir, sur ce génotype, 32 plantes pour 102 ovaires
(31,4 %). Les autres meilleures valeurs observées sont de 37 plantes pour 120 ovaires (30,8 %)
pour Jori, et de 14 plantes pour 60 ovaires (23,3 %) chez Cocorit. Toute expérimentation
confondue, un total de 147 plantes a été obtenu lors de cette premiére phase de régénération
(phase I), avec 50 plantes pour Isly, 61 pour Jori, et 36 pour Cocorit. Etant donné le cadre du
programme dans lequel s’intégre ces travaux, une phase d’entretien de I’activité régénératrice,
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associée a la prolifération des cals a été recherchée pour obtenir des souches utilisables en
condition de stress. Les souches régénérantes issues des génotypes Cocorit et Isly, ont été
difficiles 4 maintenir et n'ont donné que peu de plantes complémentaires. Pour Cocorit, a partir
des 144 souches suivies, un seul repiquage d'entretien a pu étre effectué, donnant une unique
plante. Quant a Isly, quatre repiquages des 186 souches succédant la phase I, ont donné : 16,
puis 7, 0, et enfin S plantes Cependant, pour Jori, lors des 4 repiquages ultérieurs des
165 souches de départ : 132, puis 27, 35, et enfin 52 plantes ont été générées par une dizaine de
ces souches, constituées d’un total de 18 a 22 cals. L'ensemble améne, en comptabilisant les
régénérants primaires, a un global de 307 plantes. Ainsi, aprés cette premiére campagne
d'expérimentations, prés de 422 plantes ont été obtenues, et le processus de régénération
continue actuellement sur les souches toujours viables de Jori et Isly, laissant prévoir & nouveau
une quarantaine de plantes. Une nouvelle série de mises en culture est en cours, afin
d'optimaliser la technique et d'étendre les résuitats aux autres génotypes. Il est a souligner
qu'aucun albinisme n’a jamais été observé et que par ailleurs, il y a peu de doublements
spontanés des chromosomes.

E43 : Obtention et électrofusion des protoplastes de la
canne a sucre

SIHACHAKR D.!, GONZALES S.2, DUCREUX G.!

! Université Paris-Sud, Lab. de Morphogenése Végétale Expérimentale, Bat 360, 91405 ORSAY Cedex.
France. 2 Lab. De Biotechnologia Vegetal, Dpto. De Biologia Vegetal. Fac de Biologia, Universidad de la
Habana, 10400 Cuba

Dans le présent travail nous proposons une nouvelle méthode simple et rapide pour obtenir des
protoplastes des cals de la canne a sucre. Les protoplastes des deux variétés étudiées : Jaronu-
605 et Cuba-8751 qui ont des réponses différentes au stress hydrique ont été électrofusionnées.
Cette méthode sert de point de départ dans le travail d’hybridation somatique chez la canne a
sucre pour obtenir de nouvelles variétés résistantes a la sécheresse.

E44 : Régénération et caractéristiques agronomiques de
vitroplants de triticale (X-Triticosecale Wittmack)

YACOUBI-TEJ M., ZID E.

Laboratoire de Physiologie/Ecophysiologie végétale. Faculté des Sciences de Tunis. Campus
Universitaire. 1060 Tunis. Tunisie.

Des embryons de triticale (X-Triticosecale Wittmack, variété INRAT 109, récolte 1994),
prélevés sur des grains matures imbibés pendant 24 h dans l'eau distillée, sont mis en culture
sur le milieu de Murashige et Skoog solidifié par de lagar-agar purifié (Sigma Cell Culture) a
7 gl et additionné de saccharose a 20 g[ et de 2,4-D a différentes concentrations (1 a
3 mg.I""). Les cultures sont conduites en boites de Pétri de 9 cm de diamétre, a une température
de 25°C, et sous éclairement artificiel de 6000 lux avec une photopériode de 16 h.

Dans ces conditions, la plupart des embryons germent et forment des cals 3 a 4 jours apres
I'ensemencement. Les fortes doses de 2,4-D (2.5 a 3 mg.I"") engendrent des cals mous,
verdatres et vitrifiés présentant une forte aptitude a la rhizogenése. D’autres cals blanchétres,
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d'aspect mucilagineux, ont tendance & s'hypertrophier. Ces deux types de cals ne sont pas
régénérables.

Aux doses plus faibles de 2,4-D (1 4 2 mg.I'"), les cals sont friables, jaunatres, et organogénes.
Les cals initiés sont transférés tous les mois sur des milieux frais. Au premier transfert, les
coléoptiles issus de la germination des embryons sont €liminés. La concentration de 2,4-D est
diminuée progressivement au cours des transferts successifs, jusqu'a suppression totale. Aprés
5 transferts en général, chaque cal permet de régénérer 4 ou 5 plantules.

L’acclimatation des vitroplants se fait, sous atmosphere saturée en humidité, par transplantation
en pots de végétation sur un substrat formé par un mélange de tourbe, de sable grossier et de
feuilles de chéne. Aprés séjour d'une semaine sous serre vitrée, les pots sont transférés en
conditions naturelles et arrosés jusqu'a la fin du cycle de développement.

Chez les 20 vitroplants régénérés, constituant la génération R, le tallage est important et les
épis sont fertiles. Des variations phénotypiques ont été observées. En particulier, un vitroplant
a formé des €pis a 6 rangs (4 rangs chez les autres vitroplants). Le nombre d'épis par plante, de
grains par épi et le poids moyen du grain ont été déterminés. Le grain est moins ridé que celui
issu des plantes méres et posséde un trés bon pouvoir germinatif. Les plants de deuxiéme
génération (R,), cultivés en plein champ, en comparaison avec les parents, présentent un tallage
important et sont actuellement au stade montaison.

E45 : Recherches sur les méthodes de sélection in vitro
pour la tolérance au NaCl chez Triticum durum

ZAIR 1.
Université Mohammed V, Faculté des Sciences, Département de Biologie. B.P. 1014 Rabat. Maroc

Les capacités embryogeénes des cultures de cals de blé ont été améliorées par la fragmentation
longitudinale de l'embryon immature. L'initiation du cal a partir de moitiés d'embryons
immatures sur des milieux contenant NaCl, l'extrait de pomme de terre ou un mélange des
deux, a significativement amélioré la croissance en matiéres fraiche et séche des cals, le
pourcentage de régénération ainsi que la tolérance 4 la salinité des plantes régénérées.

L'application du stress aux cals déja initiés en absence de NaCl ne s'avére pas une méthode de
sélection recommandable chez les cals de blé; les cultures perdent leur capacité de régénération
avant de s'adapter a l'agent stressant. En effet la réduction due 4 I'allongement de la durée de
culture est relativement pius importante que celle provoquée par le stress salin. Ainsi, chez les
cals de la variété Kypérounda, initiés a partir de moitiés d'embryons immatures, le pouvoir de
régénération aprés dix semaines de culture baisse de 46 % sur le milieu sans NaCl, et de 41, 60,
70, et 81 % respectivement sur 2,5, 5, 10 et 15 g/l de NaCl. Le méme comportement a été
enregistré chez les variétés Oum Rabi4, Sebou et Acsadss.

Par contre, I'apport simultané de NaCl dans le milieu d'initiation du cal a été adopté comme
méthode plus efficace pour I'amélioration de la tolérance des cultures. Le nombre de plantes
régénérées en présence du stress salin dépend étroitement du génotype et particuliérement sur
les fortes concentrations de NaCl. En effet, les génotypes Kypérounda, Oum Rabia, Tassaout et
Sarif régénérent un nombre de plantules relativement élevé (23 4 30 %) sur 10 et (54 17 %) sur
15 g de NaCl, alors que Jori, Cocorit, Acsadss et Marzak n'ont formé que trés peu de plantes (5
4 17 %) sur 10 g et aucune sur 15 g/l de sel. Le test de la fluorescence de la chlorophylle a
montré que la tolérance de ses plantes a été significativement améliorée.

L'addition de NaCl dans ie milieu contenant I'extrait de pomme de terre, reconnu par ses
capacités stimulatrices de 'embryogenése somatique a permis d'améliorer les compétences
embryogénes des cals initiés en présence du stress salin. Des plantes normales ont été

régénérées a partir des cals initiés sur un milieu contenant 10 g/l de sel chez plusieurs variétés
de blé.
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Plusieurs explants ont été aussi cultivés afin de déterminer les meilleures conditions
d’embryogenése somatique pour une application ultérieure des conditions de stress salin. Les
cultures d'inflorescences immatures, de coléoptiles, de feuilles et de racines pour 10 génotypes
de Triticum durum dans différentes conditions de culture ont montré une variation des
pourcentages d'induction de cals et de régénération de plantules en fonction du génotype. de la
concentration en 2,4D du milieu de culture et de la nature solide ou liquide de ce dernier. De
méme les meilleures capacités & l'embryogenése somatique et a la régénération ont été
observées pour les inflorescences immatures, a des tailles ne dépassant pas 0.5 cm, cultivées
sur un milieu d'induction MS contenant 2mg/l de 2.4D. Cependant la nature du milieu
d'initiation n'influe pas sur les pourcentages d'induction et de régénération. Aussi le facteur
génotype ne devient-il significatif que pour les inflorescences de tailles supérieures a 1 cm.
L'effet du génotype et du 2,4D sont trés marquants pour la culture de fragments de coléoptile.
En effet, les meilleurs pourcentages d'induction de cals sont observés pour les variétés Sebou et
Massa cultivées sur milieu d'initiation additionné de 1,5 mg/l de 2,4D, alors que les meilleurs
pourcentages de régénération sont obtenus pour les variétés Massa et Isly cultivées sur des
milieux contenant respectivement 2 mg/l et 2,5 mg/l de 2,4D.

Aucune induction de cals n'a été observée pour les cultures de racines et de feuilles sur
différents types de milieux avec plusieurs combinaisons d'hormones.
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