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Avant-propos

La diffusion de 1’information scientifique et technique est un facteur essentiel du déve-
loppement. Aussi des 1988, I’ Agence francophone pour I’enseignement supérieur et la
recherche (AUPELF-UREF), mandatée par les Sommets francophones pour produire
et diffuser revues et livres scientifiques, a créé la collection Universités francophones.

Lieu d’expression de la communauté scientifique de langue frangaise, les Universités
francophones visent & instaurer une collaboration entre enseignants et chercheurs fran-
cophones en publiant des ouvrages, coédités avec des éditeurs francophones, et
largement diffusés dans les pays du Sud, grice a une politique tarifaire préférentielle.

Quatre séries composent la collection :

- Les manuels : cette série didactique est le cceur de la collection. Elle s’adresse a un
public de deuxieéme et troisieme cycle universitaire et vise a constituer une bibliotheque
de référence couvrant les principales disciplines enseignées a 1'université.

- Sciences en marche : cette série se compose de monographies qui font la synthese de
travaux de recherche en cours.

- Actualité scientifique : dans cette série sont publiés les actes des colloques organisés
par les réseaux thématiques de recherche de I’UREF.

- Prospectives francophones : s’inscrivent dans cette série des ouvrages de réflexion
donnant 1’éclairage de la Francophonie sur les grandes questions contemporaines.

Notre collection, en proposant une approche plurielle et singuliere de la science,
adaptée aux réalités multiples de la Francophonie, contribue efficacement a promou-
voir la recherche dans I'espace francophone et le plurilinguisme dans la recherche
internationale.

Professeur Michel Guillou
Directeur général de I’AUPELF
Recteur de I’'UREF
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Préface

Cet ouvrage, a partir des étapes caractéristiques de la création de nouvelles
variétés, décrit les méthodes conventionnelles de 1'amélioration des plantes et 1’enri-
chissement que peuvent leur apporter les diverses biotechnologies végétales.

11 s’adresse donc a tous les étudiants des Universités et des Ecoles Supérieures
Agronomiques qui se spécialisent en génétique. Il doit aussi intéresser les enseignants
qui y trouveront le point actuel et une évaluation des possibilités nouvelles offertes par
la maitrise des cultures in vitro et des transferts de 1’information génétique. Les
chercheurs et les techniciens s’y intéresseront aussi, qu’ils soient confrontés a des opé-
rations de terrain ou qu’ils soient des spécialistes de la génétique moléculaire. Les
créateurs de variétés nouvelles y trouveront des éléments sur le choix des stratégies
génétiques les plus efficaces.

Enfin, le niveau d’expression relativement simple devrait rendre ce travail acces-
sible aux vulgarisateurs et a tous ceux qui sont curieux de mesurer les progres de la
biologie.

Yves Demarly






Introduction

L’amélioration des plantes : une science, un art

Il y a des centaines de milliers d’années, alors que 1'un de nos ancétres ramenait
dans sa hutte des fruits pour les consommer en famille et laissait s’échapper des graines
dans des détritus permettant une germination a proximité de 1'habitation, 1'améliora-
tion des plantes était amorcée. Domestication inconsciente d’abord, jardinage ensuite,
échanges. codification de 1'agronomie, maitrise des descendances renforcée par les
premieres lois génétiques, puis développement de I’amélioration des plantes en tant
que science et éruption des biotechnologies. Et pourtant la création d’une nouvelle
variété est-elle une véritable science ? Dessiner le profil d'un idéotype répondant
mieux aux besoins de I'homme et de ses industries est aussi ceuvre artistique, intuitive,
sensible autant au confort de I’utilisateur qu’aux potentialités techniques du matériau.
En revanche, c’est une science que de replacer 1'objet révé dans le concret et de calcu-
ler la trajectoire la plus efficace et la plus économique pour aller du matériau-source
jusqu’a cet idéotype. C’est dans ce compromis qui tient de la science et de I’art que se
joue I'amélioration des plantes (Fig. 1 et 2).

Les rendements de grandes productions telles que blé, betterave, mais, colza, etc. ne
cessent de progresser. On peut chiffrer statistiquement ce gain a 1% en moyenne
chaque année. Bien siir une bonne partie de ces augmentations doit revenir aux amé-
liorations phytotechniques (engrais, traitements, machinisme).

Mais des estimations de sources diverses annoncent que la moitié des gains réalisés
doit étre attribuée au progres génétique, qui se traduit par I’introduction de nouvelles
variétés.

Si ces rendements sans cesse croissants ont parfois été obtenus au détriment de la
qualité, cela ne constitue que quelques cas tres particuliers. La standardisation des blés
impose des normes de valeurs boulangeres bien définies qui n'ont pas freiné les gains
de production, les valeurs diététiques de 1’huile de colza ont progressé en méme temps
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Figure 1. — Définition de I'amélioration des plantes.

que les rendements, les taux d’extraction des jus de betterave a sucre sont meilleurs et
les rendements par hectare sont simultanément en augmentation, etc.

L’amélioration des plantes est une stratégie qui se doit d’optimaliser une trajectoi-
re. Un pas élémentaire, le long de cette trajectoire, est représenté dans la Figure 2.

Profils de la création variétale

Pour répondre aux besoins de 1’économie, dans chaque pays, 1'obtention de varié-
té€s constitue une activité qui s’est structurée selon diverses formules.

— L’un des cas extrémes est celui ou toute la sélection est entre les mains d’orga-
nismes d’Etat ou de leurs satellites : ce type d’organisation se rencontre en Chine ot
I’ Académie des Sciences, les Universités, les Facultés d’agronomie se coordonnent
pour valoriser le progrés génétique en utilisant assez souvent la main-d’ceuvre et les
laboratoires des collectivités régionales et locales.

Une autre formule consiste en des recherches d’Etat au service d’entreprises coopé-
ratives et privées qui valorisent au niveau compétitif les travaux «amont» préparés par
les structures nationales. Le systeme des Pays-Bas se rapprocherait de ce modele.

— Dans d’autres pays, les activités d organismes d’Etat et des firmes privées font
I’objet d’'une coopération matérialisée par de nombreux contrats sur objectifs. Les
Etats-Unis dans leurs Universités, leurs services agricoles et leurs firmes privées ope-
rent ainsi avec une trés grande mobilité des chercheurs.
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Figure 2. — Représenta-
tion d'un «pas» élé-
mentaire d'une stratégie
d’amélioration.

— Dans le systeme frangais, I’Institut National de la Recherche Agronomique
(INRA), les Universités, le CNRS (Centre National de 1a Recherche Scientifique) et Ie
CIRAD (Centre International de Recherches pour I’ Agriculture et le Développe-ment)
effectuent des recherches d’amont, mais ’INRA et le CIRAD poussent les activités
jusqu’a I’obtention et la valorisation de variétés, notamment dans les secteurs ol des
besoins ne sont pas couverts par les trées nombreux établissements privés, coopératifs
et professionnels. Les plus puissantes de ces firmes et notamment les multinationales
développent leurs propres recherches de base et devancent parfois les laboratoires
d’Etat. Ce systéme se caractérise donc par un aspect compétitif a tous niveaux, ce qui

n’exclut d’ailleurs pas des contrats et des alliances par objectifs.
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— Une structuration tres différente des opérations a été réalisée par les grands
centres internationaux spécialisés tels que par exemple 'IBPGR pour les ressources
génétiques, 'TCRISAT pour les recherches destinées aux régions tropicales et semi-
arides, le CIMMYT pour les céréales, le CIP pour la pomme de terre, I'IRRI pour le
riz, le CIAT pour 1’agronomie tropicale et notamment les légumineuses ...

Certains pays, pour des raisons d’économie, sont reliés a des centres ou a des sta-
tions développées a partir de ces organisations, comme Ibadan au Nigeria ou
Haiderabad en Inde, et se contentent de faire une expérimentation d’adaptation et de
choix dans les échantillons nombreux de génotypes déja élaborés, qui leurs sont régu-
lierement envoyés.

Comme on peut le voir & travers ces positions, qu’il conviendrait d’ailleurs de nuan-
cer dans le détail, Uactivité de création variétale des divers Etats se situe en des
positions de compromis entre trois pbles théoriques : celui des firmes capitalistes puis-
santes, celui d’une dominance des organismes d’Etat, celui d’une liaison avec des
organismes internationaux (Fig. 3). Le niveau des moyens utilisés est lui aussi un com-
promis entre trois extrémes théoriques :

— I’expérimentation et 1’adaptation régionale a partir d’'un matériel tres souple et
trés rustique créé dans des grands centres ;

— T'utilisation d'une méthodologie classique et bien rodée ;

— la priorité donnée aux biotechnologies et aux manipulations génétiques les plus
avancées (Fig. 4).

C’est a chaque nation, en fonction de ses besoins, de ses richesses, de son génie spé-
cifique, de se situer dans les triangles formés par ces diagrammes.

Des lois de Mendel a la conception
du systéeme «linkat - réseau épigénique»

La génétique des végétaux est une science en trés rapide évolution. Depuis les pre-
miéres lois élaborées par Mendel dans les jardins de Brno sur les petits pois, la
représentation de ce qu’est un géne a beaucoup changé. D’abord unités de ségrégation
au cours de la méiose, puis localisés en des loci précis sur les chromosomes, les génes
ont ensuite pris la forme d’opérons, c’est-a-dire de déterminants d’une protéine, dont
I"expression était régie par des génes régulateurs et autorisée par un géne opérateur.
Actuellement, 1'idée qu'on se fait du géne d’une plante supérieure s’est beaucoup
enrichie.

On peut dire que ses caractéristiques peuvent €tre résumées en trois aspects bien
particuliers :

— la richesse redondante de 1’information végétale ;

— la multiplicité des mécanismes assouplissant son expression ;

— le réseau de signaux épigéniques de type «cérébral» qui régule le déroulement
du programme génétique.
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Figure 3. — Positions de
I'amélioration des plantes
en fonction d’options.

Figure 4. — Positions de
I’amélioration des plantes
en fonction d’options.

Plus de 1la moitié des végétaux supérieurs sont des polyploides, notamment chez les
espeéces pérennes et chez les formes domestiquées. L’ exemple des blés est 'un des plus
démonstratifs a cet égard : on sait que notre blé panifiable est un allohexaploide, c’est-
a-dire que le noyau de chacune des cellules de cette plante contient trois stocks
diploides de 14 chromosomes chacun ; ce blé est I’addition d’informations de trois
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especes ancestrales bien identifiées. On comprendra bien la nature et la signification de
cette redondance en notant que dans chacun des trois génomes ainsi regroupés, les
chromosomes sont homéologues, ¢’est-a-dire qu'ils portent des séquences quasi iden-
tiques, avec des genes codant pour les mémes caractéristiques. Mais ce «luxe»
d’information n’est pas gratuit, car on sait que 1’'un des génomes, celui qui est désigné
par B, est plus puissant que les autres et joue un rdle suzerain. Cependant, en cas de
défaillance de 1'un de ses génes, ce sont les autres génomes qui prennent le relais et
renforcent leur expression.

Ce type de mécanisme est général et peut s’appliquer a de nombreuses plantes poly-
ploides.

Les especes ol plusieurs génomes d'origines différentes sont ainsi cumulés sont
dites allopolyploides ; & leur méiose. les appariements se font sous forme de bivalents,
génome par génome.

Mais il y a des cas ou la polyploidie est due a la duplication d’'un méme génome
diploide : on appelle ce type de structure autopolyploidie. Dans ce cas, 4, 6, 8 chro-
mosomes sont parfaitement homologues et forment a leur méiose des figures
multivalentes. La richesse redondante se traduit alors ici par des interactions trés nom-

breuses entre les alleles homologues (Fig. 5).

— T
3 paires de chromosomes
’a/—\ a A T 3 homéologues chez
15 717 7 S

o> EiiEEeE» A7

Eftets d'eépistasie entre les génes a, a', a”
(vicariances et interactions)

o> 6 chromosomes homologues

chez un auto-hexaploide

<l ) Quelques exemples d'interactions

@ _ complexes (dominances, triminances,
tetraminances...} entre les alléles du géne a

Figure 5. — Comparaison entre les états auto- et allopolyploides.



Introduction 7

Linkat et batterie de génes

Un autre aspect de la richesse redondante de 1'information des végétaux supérieurs
se situe dans 1’organisation des génes en unités fonctionnelles représentées par des bat-
teries de génes organisées en linkats. Le linkat est une unité fonctionnelle constituée
par deux niveaux essentiels de regroupements [1] :

— un niveau chromosomique qui regroupe dans une méme zone du chromosome
plusieurs loci ou se localisent des codes pour des formes ou des fonctions dont les
valeurs adaptatives sont convergentes [2] ;

— un second niveau, plus fin, correspond pour chacun de ces loci au regroupement
de plusieurs unités codantes, d’expression a peu pres identique. qui forment des batte-
ries de génes.

Ces génes peuvent avoir des effets additifs, complémentaires ou vicariants et se pré-
sentent donc comme une palette d’expressions voisines donnant une grande souplesse
adaptative.

Ainsi chez le mais, la z€ine, protéine du grain, est codée par une batterie de 7 génes
sur le chromosome 7, de 9 geénes sur le chromosome 4 et d’un nombre important mais
non déterminé sur le chromosome 10.

De nombreuses batteries de ce type sont successivement mises en évidence lors-
qu’on affine 1'analyse génétique : familles des génes de la leghémoglobine du soja, de
la globuline du pois et de 1'orge [3]. locus d’incompatibilité comprenant des batteries
de pseudogenes chez le trefle violet, etc. Le r6le des unités géniques dans ces batteries
est de permettre, comme pour Ja polyploidie, des vicariances ou des combinaisons mul-
tiples enrichissant ainsi les formes d’expression apportées par un seul geéne et
permettant, soit selon 1'4ge de la plante, soit selon I'organe, soit selon une contrainte
environnementale, des modalités de multiples régulations.

Les pseudogenes et la notion d’alléles

La mise en évidence de séries de pseudogenes dont les codes se complémentent pour
donner I’architecture d'une protéine complexe permet de faire évoluer le concept des
séries allélomorphiques. En un locus, par le jeu des combinaisons entre des éléments
pseudogenes, on aboutit & une grande diversité de formes alléliques exprimées.
Prenons un exemple théorique de 5 pseudogeénes ol une combinaison de 2 serait néces-
saire a 'architecture protéique fonctionnelle ; ces 5 pseudogenes donnent alors, par

combinaison 2 a 2, une palette de Cg = 20 types de formes protéiques différentes.

On voit bien ici que, en plus des batteries de génes dans un linkat. la structuration de
chacun d’eux en pseudogenes vient encore ajouter un degré supérieur a la grande diver-
sité d’expression du code génétique.
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Selon cette conception, un alléle apparait donc comme une configuration expressi-
ve qui résulterait de transpositions intragenes. Le locus n’aurait que le role d'une sorte
de fenétre de transcription sur le chromosome (Fig. 6).

Mécanismes de régulation du gene végétal
ADN répété

Chaque gene codant est accompagné en amont des séquences codantes (c’est-a-dire
les séquences que nous sommes capables d'interpréter en acides aminés transcrits) par
des longues répétitions de syllabes d’ADN non codant qui sont donc une sorte de
bégaiement intense. Chez les végétaux supérieurs, ces séquences sont tres développées
et représentent jusque 90% de I’ADN chromosomique alors que chez les animaux
supérieurs I’ADN non codant est moins fréquent.

Certaines séquences sont ainsi répétées a des milliers d’exemplaires en amont du
gene codant [4]. On commence a clarifier le rdle apparemment absurde de ces zones
dans la régulation temporelle et quantitative de I'expression du gene qui les suit ; on a
pu, en amont du site d’initiation de transcription, localiser le promoteur de cette trans-
cription et remonter encore plus loin en amont en identifiant des zones intensifiant
I’expression (enfiuncer) et dautres zones la modérant. L'environnement d’un géne
sous forme d’ADN répétés permet donc une régulation de ses modalités d’expression
selon les situations.

Découpage introns-exons

D’autres mécanismes. bien développés chez les végétaux supérieurs. assouplissent
encore le déroulement du programme d’un génotype : le découpage du géne en introns
et exons, lors de la transcription, suivi par le rattachement des exons a la sortie du

zone de contréle

début

transcription «1-3» J
“ T

Figure 6. — Schéma théorique d’expression de la forme allélique «1-3» (I’'une des formes possibles parmi
les multiples combinaisons de 5 pseudogenes 2 4 2).

Il est clair que cette schématisation ne doit pas &tre prise a la lettre : tout se passe comme si les choses se
présentaient ainsi.

Intensifieur promoteur
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noyau, aboutit & un ARN messager miri. Par la variété des sites de découpage. en fonc-
tion des endonucléases présentes, on aboutit 2 des mutants dus A d’autres types de
maturation de I'’ARN messager. Le schéma ci-dessous explicite le mécanisme de 1"ex-

cision-€pissage sur un geéne bien connu : celui qui code pour la phaséoline chez le
haricot (Fig. 7 et 8).

Transposons

Un autre systeme de régulation trés développé chez les végétaux est celui des génes
mobiles, qui sont loin d’étre exceptionnels. On compte aujourd'hui plusieurs centaines
de transposons chez le mais. Ces génes mobiles, autonomes dans leur déplacement ou
régulés par d’autres genes, viennent, en s’insérant en des points particuliers du chro-
mosome, annuler ou modifier I’expression d’un géne, ou encore changer 1’orientation
de son environnement génétique. La plupart des transposons qui ont été analysés
déclenchent des aberrations dans les expressions morpho-génétiques des panachures,
des mosaiques, etc. Mais MacClintock a pu montrer que nombre des transpositions
avaient des roles régulateurs tout a fait contr6lés et intervenaient ainsi comme agents
de déroulement du programme génétique [5]. De plus, les conditions de milieu, 1'age
du tissu végétal, des traumatismes ... interagiraient sur la mobilité des transposons
(Fig. 9, 10 et 11).

r signatl de début signal de fin
région codante

zone de renforcement zone du promoteur l

7 l
enhancer, % /?romolem; ADN

|
/exl)ns ‘:

5 '
transcription 1 21 1% ARN
NV

maturation ntrons
ARN messager mar [1 2 3! ___________ mARN

traduction m ____________ protéine

Figure 7. - Un géne, son environnement de signaux ADN et son expression.
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zohe «promoteur»

ADN code phaséollne (ex exon, int mtron)

310 191 188 | fin e lecture
N ex 1 [ 1| ex2 ||n1 Z{GX 3 Jlnl 3] ex4 him 4 ex5 ant 5ij 6 l
m— ; 124 1 ;
ntiation de transcription i 28 103 :
| pré mARN transcrit !
e |
1990 -
découpage par endonucléases
», ex 1 ex 2 ex 3 ex 4 ex5 ex 6
s, —_— — _— — e}
\\/. e —_— _—_— —_ —
) int 1 w2 int 3 nt 4

ex2 ex3d exd4 ex5 ex6
soudures & —_—

par les ligases

mARN mon 1475

|

vers les nbosomes pour la traduction
en phaséoline

Figure 8. — Le géne «phaséoline» chez le haricot. Les chiffres indiquent les longueurs en paires de bases.

AN

Transposon autonome (regulateur)

actvation
Transposon autonome Transposon non autonome {opérateur)
T 7
J Ac Ds
Locus Locus

Figure 9. — Les deux types de transposons. Les non autonomes (Ds) ne posseédent pas la région «trans-
posase» et leur mobilité dépend de la présence de Ac.
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Séquences Sééqéuznces
répétées répétées
m\?ersées N Pare codante inversées

il [VAVAVAVAUAY. !

?r:rl:posase Figure 10. — Détail d'un élément

transposable autonome.

Transposase

Mais
chromosome 9
bras count

L Ds5028

Ds 4755 C

Ds 4757

Ds 4403A

Ds 5271

Ds 4628 et 4863A
Ds 4864A et 5245

T

[ Ds4712A

r Ds 4710

I Ds 4867A and 4867B
Ds 5464A-4

Ds 47550
Ds 4866 D

= <,1:1 Position d'origine de «Ds» Figure 11. — Position d’insertion de 1’élément trans-
posab]e «Ds».

Organites cytoplasmiques

Un autre compartiment de I'information héréditaire chez la plante, le cytoplasme,
peut &tre lui aussi trés souple dans sa régulation.

L’information cytoplasmique de la plante est représentée par 1'ADN mitochondrial
et 'ADN chloroplastique. Le végétal possede une richesse assez remarquable de ce
compartiment du génome. L"ADN mitochondrial (ADN mt) se présente sous la forme
de chromosomes circulaires relativement longs, puisqu’ils atteignent jusqu’a 100 fois
la taille de celui d’un mammifere. Sur ces chromosomes existent des séquences répé-
tées inversées qui entrainent des recombinaisons et des fragmentations. Une plante
donnée héberge donc dans ses mitochondries plusieurs types de chromosomes mito-
chondriaux. Cette organisation est trés variable d’une espece a I'autre : ainsi I' ADNmt
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de la navette et celui du chou sont des ADN courts de 218 et 217 kb (kilo bases) alors
que le melon a un ADNmt de 2 400 kb. M&me entre espéces voisines I’organisation est
variable.

Les chromosomes d’ ADNmt ne se répliqueraient pas au méme rythme que les mito-
chondries, qui elles-mémes ne se répliquent pas au rythme des divisions cellulaires. On
a donc dans la plante des possibilités d’évolution démographiques des ADNmt selon
1"age, les conditions, les organes, la culture in vitro, etc. (Fig. 12).

Ce génome mitochondrial posséde aussi des minichromosomes d"”ADNmt qu’on
appelle épisomes.

L’ensemble des informations portées par cet ADN coopére avec le génome nucléai-
re pour la biogenese de différentes protéines mitochondriales qui interviennent dans la
phosphorylation oxydative, donc dans les débits énergétiques cellulaires. Ainsi une
régulation importante des fonctions et de la morphogenése est opérée par ces démo-
graphies mitochondriales [6]. Par exemple, la fertilité d’une plante est en grande partie
tributaire du débit énergétique de ce compartiment mitochondrial.

Les différents génotypes dans une espece possédent donc vraisemblablement cha-
cun un type de population mitochondriale bien défini qui est géré avec I’ensemble du
génome et qui caractérise I’hybride ou la lignée. Ainsi chez le mais, une analyse enco-
re simpliste de ces types de cytoplasmes permet d’en identifier des dizaines qui ont
chacun leurs particularités et chacun une plus ou moins grande stabilité.

En ce qui concerne les chloroplastes, on rencontre aussi un ADNcp circulaire, dont
I’organisation est plus homogeéne et dont les séquences sont trés conservées, permet-
tant ainsi I'étude des relations phylogénétiques. Comme pour le génome
mitochondrial, I"ADNcp coopére avec le génome nucléaire pour la genése de protéines
importantes fixées sur la membrane des thylacoides : protéine du photosystéme I, du
photosysteme II, du complexe ATPase, etc.

chromosomes mitochondriaux

mitochondries

/cellule

fa—"

§

Figure 12. - Structures
emboitées ayant des réplica-
tions indépendantes.
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Ce génome chloroplastique, bien qu’apparemment moins souple que le génome
mitochondrial, a cependant des mutations, dont certaines ont un intérét agronomique
notable : résistance a I’atrazine, a la streptomycine, albinisme, etc. Par ailleurs, on a
montré récemment que 1"ADN chloroplastique d’un méme individu végétal pouvait
présenter un certain niveau d’hétérogénéité.

L’ensemble de 1'information du compartiment cytoplasmique, et surtout I’informa-
tion mitochondriale, peut donc étre considéré comme une population hébergée par
chaque individu végétal ; cette population a ses démographies, en fonction de 1’age, des
organes, des traumatismes, des conditions enregistrées par la plante. Elle code pour des
fonctions importantes et joue donc un role essentiel sur la régulation et la souplesse
d’adaptation.

Gestion des mécanismes régulateurs

L’information de la plante supérieure apparait donc comme un clavier tres riche en
informations redondantes (polyploidie, batteries de geénes, séries de pseudogeénes),
dotée de systemes de régulation trés sensibles (ADN répété, introns-exons, transpo-
sons, démographies cytoplasmiques). Il en découle donc une souplesse adaptative trés
spécifique du végétal supérieur et qui constitue vraisemblablement une des grandes
stratégies de la vie.

La gestion de cet ensemble se fait tout spécialement au niveau des méristemes pour
ce qui est de la mise en place des formes et des fonctions, qui constitue le programme
génétique, ainsi qu’au niveau des tissus les plus actifs de la plante (vaisseaux,
stomates...).

Cette gestion a la forme d’un réseau complexe de signaux moléculaires constituant
une information mobile qui circule d’environnement a tissus, d’organe a organe, de
cellule a cellule, de cytoplasme a noyau, et qui détermine donc au contact de I'’ADN
une population d’informations mobiles appelée «épigénique» [1. 7].

Chaque élément tissulaire et cellulaire de la plante intervient dans la transmission
de ces signaux comme les neurones dans une structure cérébrale. La plante apparait
donc dans son ensemble comme une structure tres sensible, totalement cérébralisée,
1I"épigénique étant le cerveau qui gere et interprete en termes de programme génétique
les réseaux de sensations transmises (Fig. 13).

Cette conception d’une grande stratégie évolutive vers le végétal supérieur n’est pas
gratuite. Elle explique que, malgré une diversification et une sophistication poussée, la
plante soit un matériau de choix pour les biotechnologies :

— parce que son information génétique est souple ;

— parce que la régulation en est trés sensible et accessible 4 des expérimentations
(ruptures de corrélations) ;

— parce que le programme génétique, géré par 1'épigénique. s’appuie sur une
morphogenése continue, un peu analogue a un état embryonnaire permanent, 1’dge
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Figure 13. — Opposition entre deux stratégies du «vivant».

génétique d’un tissu végétal est donc réversible. On peut «laver la mémoire» des cel-
lules et les réorienter dans une autre expression, on peut aussi les éduquer, ¢’est-a-dire
induire certains mécanismes qui s entretiendront ensuite sous forme d’équilibres sta-
tionnaires influant sur 1’épigénique.
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Diversité des biotechnologies disponibles

Le terme de biotechnologies est difficile a définir du fait que pour chacun il
recouvre des domaines différents. On peut cependant dire que, par rapport a des voies
de manipulation du végétal trés anciennes (greffes, boutures, hybridations), les bio-
technologies impliquent une attaque plus intime des mécanismes et une modification
dirigée aux niveaux les plus fins de ces mécanismes. Comme plusieurs modalités d’ap-
proche sont réalisables, il est normal d’utiliser le terme «biotechnologies» au pluriel.

Biotechnologies du clonage de I’individu

Nous avons vu que le végétal est constitué de quelques centaines de millions de cel-
lules : chacune d’elles porte I'ensemble de I'information génétique, qui sous la gestion
épigénique exprime un niveau donné du programme génétique.

Lorsqu’on préléve un fragment de plante, le réseau de signaux qui parvient est allé-
gé, simplifié ; I’épigénique I'interpréte comme un rajeunissement et le fragment, s’il
est placé dans de bonnes conditions in vitro, reconstitue une morphogenése de 1’indi-
vidu global : on peut ainsi obtenir des copies végétatives de 'individu donneur.
Certains organes et certains tissus se prétent mieux que d’autres a cette opération.

Avec un choix judicieux et de bonnes conditions de culture, on régénére en routine
des milliers de copies. Les produits de ce clonage sont appelés des vitroplants.

On peut pousser plus loin 1’opération, c’est-a-dire cultiver en milieu liquide (cyto-
culteurs) des cellules isolées de 1'individu donneur et régénérer des structures
embryonnaires (embryons somatiques) qui se développent en plantules et aboutissent
a des individus viables. Lorsqu’elles sont au point, ces soupes embryonnaires ont un
pouvoir de multiplication inégalable. Les embryons somatiques peuvent étre utilisés
tels quels ou enrobés dans des gels nutritifs et des coques protectrices : ¢’est la tech-
nologie des semences artificielles.

Vitrovariants

Lorsque les éléments excisés sur la plante donneuse perdent les repérages apportés
par les réseaux de signaux ou sont incapables, du fait du milieu de culture et notam-
ment de 1'utilisation du 2-4 D, de les restructurer, des réactions épigéniques différentes
geérent un déroulement modifié du programme génétique. Par ailleurs, les systémes de
sauvegarde de I'intégrité génotypique sont relachés, la réparation des mutations, 1’ex-
cision des erreurs de mitose, les contréles du nombre de chromosomes liés aux
mécanismes d’endoduplication sont affaiblis. Il apparait alors des copies non
conformes (morphologiquement ou physiologiquement) qu’on désigne sous le terme
de phénovariants ou vitrovariants [8]. Cette découverte francaise a été diffusée par les
Anglo-Saxons sous 1’appellation «variation somaclonale», mais le terme vitrovaria-
tions est plus correct.
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Haplodiploidisation

Les haploides ont toujours suscité un tres vif intérét des sélectionneurs, pour la clai-
re lisibilité de leur génome, mais surtout parce qu’ils sont la source d"homozygotes
parfaits puisqu’on sait autodoubler leur stock haploide de chromosomes.

Depuis longtemps on est capable d’obtenir des plantes haploides a trés faible fré-
quence a la suite de polyembryonie ou plus simplement de graines a embryons doubles.
On sait aussi obtenir des descendances haploides a partir d’hybridations interspéci-
fiques suivies de cultures in vitro des jeunes embryons ainsi induits.

Mais il y a une trentaine d’années, pour la premiére fois étaient régénérées des
plantes a partir de culture irn vitro de microspores ayant donc un stock haploide de chro-
mosomes [9] chez le tabac [10].

Cette voie d’obtention volontaire de plantes haploides s’est vite étendue a d’autres
especes, puis on a diversifié les méthodes. A 1'androgenése (régénération de plantes in
vitro a partir de culture de microspores) s’est ajoutée la gynogenese obtenue a la suite
de culture d’ovules non fécondés ; puis, plus récemment, des apomixies provoquées
par irradiations, soit du gamétophyte male, soit du gamétophyte femelle, ont aussi été
sources d’individus haploides [11].

Hybridation somatique

Lorsque, partant de tissu somatique, on dissocie les cellules et qu’on attaque leurs
parois cellulosiques avec les enzymes appropriées, la lyse dénude la cellule qui ne pos-
séde plus que sa membrane plasmique et apparait sous la forme dite «protoplaste». Ces
protoplastes ont un état épigénique tres perturbé et leur probabilité de régénérer 1’inté-
grité cellulaire, puis la plante, est faible et nécessite des soins nombreux. En revanche,
a ce stade de dépersonnalisation des réseaux de repérage, le protoplaste est apte a
recevoir tout élément étranger sans I’identifier comme un «non-soi». On peut donc
agglomérer deux protoplastes appartenant a des especes, a des genres... et méme a des
regnes biologiques différents. On appelle cette opération fusion somatique. La cellule
d’addition et de recombinaison résultante peut, avec certaines restrictions, régénérer un
individu dit «hybride somatique» [12].

Génie moléculaire

L aptitude que possede le végétal de régénérer & partir d une cellule a ouvert la voie
aux plantes transgéniques. Ces plantes résultent du transfert d’'un géne, bactérien,
microbien, animal, végétal, dans la plante, avec intégration du gene dans les propres
chromosomes de la plante. Ce génie moléculaire tres récent [ 13] ouvre des perspectives
trés larges non seulement pour la création de nouvelles variétés transgéniques, mais
aussi pour toutes les industries agro-alimentaires.
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Amélioration des plantes : phases
successives de la création d’une variété

Un carrefour de disciplines

On sait que I’amélioration génétique d’une espeéce nécessite tout un cortege de dis-
ciplines qui interviennent sur le corps central des opérations de création variétale
proprement dites. L organigramme d’une station de sélection végétale peut étre sché-
matisé (Fig. 14). En fait, toute décision opérationnelle se ramene a un bilan
économique ; bien plus, le bilan ne s’équilibre pas de la méme maniere selon qu’il est
ramené a un court terme (moins de cinq ans) a moyen terme (cing a dix ans) ou a long
terme (dix ans et plus). A notre avis, le moyen terme constitue une position rationnel-
le si I’on sait que la création d’une variété exige un délai d’environ dix années entre le
moment ol son idéotype est esquissé et le moment ou elle est commercialisée.

C’est pour n’avoir pas su (ou pu) équilibrer leur trésorerie sur le moyen terme que
nombre d’établissements de sélection ont perdu leur autonomie et se sont vus assimi-
1és par des groupes internationaux. C’est peut-&tre pour avoir trop privilégié une facade
de travaux futuristes a long terme que certains grands groupes seront amenés a porter
un tres sévere jugement sur la rentabilité en «amélioration des plantes».

On peut répartir les opérations génétiques nécessaires a la création d'une variété en
quatre phases, plus ou moins concomitantes :

— phase 1 : gestion des sources (ou ressources) dans lesquelles sont choisis les
génotypes travaillés,

— phase 2 : remaniements dans les génotypes-sources entrainant des ségrégations
ou des diversifications.

— phase 3 : sélection, dans la diversité ainsi créée, s’accompagnant d’une stabili-
sation des types retenus : on appelle aussi cette phase sélection stabilisatrice,

— phase 4 : opérations aboutissant a la multiplication en nombre du génotype sélec-
tionné.
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Figure 14. — Type d’organisation théorique d’un établissement d"amélioration des plantes.

Ce clivage peut sembler arbitraire, d’autant plus que les étapes sont plus ou moins
concomitantes, mais chacune d’elles fait appel a des opérations spécifiques.

Phase 1: gestion des ressources dans lesquelles sont choisis
les génotypes travaillés

Le matériel de départ pour un sélectionneur consiste en variétés déja existantes, en
populations entretenues soit par lui-méme, soit par des instances nationales ou des
centres internationaux, en des peuplements naturels et en des espéces apparentées,

ancestrales, spontanées, qu’il est possible d utiliser comme ressources.
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Grice aux biotechnologies, nous verrons (Chap. VII) que la notion de ressources
dépasse maintenant largement ce cadre puisque tout géne du régne vivant peut étre
accessible et, par manipulations moléculaires, transféré dans une espéce donnée.

Simple préservation des ressources

On peut opérer une simple préservation des ressources, c’est-a-dire une protection
statique de ce qui existe. C’est le cas le plus simple en théorie. Pour les espéces
autogames qui existent sous forme de lignées pures (c’est-a-dire proches de I’homozy-
gotie), il suffit d’entretenir les stocks par reproduction sexuée en autofécondation. De
méme pour les especes a multiplication végétative, il suffit de faire une sélection clo-
nale conservatrice en éliminant tout mutant et tout variant ; il faut aussi exercer une
sélection sanitaire sévere pour éliminer les viroses qui entraineraient des dégénéres-
cences.

En revanche, pour les plantes totalement ou partiellement allogames, le probleme
est plus délicat : les variétés existantes sont hétérozygotes ; elles donnent donc des
ségrégations au cours des multiplications ; de méme, les populations naturelles de ces
especes ne sont maintenues en équilibre que dans un écosysteme donné ol s’exercent
d’une maniére a peu pres stable des pressions de sélection bien spécifiques. Les solu-
tions consistent alors en des stockages de semences dans des conditions qui préservent
leur facilité germinative le plus longtemps possible ou en des mises «en réserve» de
certaines régions naturelles en y définissant clairement le maintien d’un écosystéme de
référence.

Quel que soit le régime de reproduction d’une espéce, et spécialement dans ce cas
délicat de I’allogamie, les nouvelles technologies peuvent apporter certaines solutions :

— une miniaturisation des plantes par culture in vitro qui couvre soit la plante entie-
re miniature, soit des organes (bourgeons, apex, organes floraux). soit des embryons,
soit des cellules, soit, méme, des microspores. Ces divers éléments peuvent étre stoc-
kés dans des conditions pratiquement indéfinies par cryoconservation (embryons
congelés dans I’azote liquide par exemple) ;

— une autre solution qui s’est développée récemment concerne les banques de
genes : tout I’ADN d’un génotype peut en effet &tre découpé et conservé sous un volu-
me minuscule. Cet ADN pourra étre ensuite cloné et transféré dans une plante selon un
processus maintenant bien cadré (Chap. VII). Ces banques de génes permettent de pré-
server non seulement I’ ADN nucléaire, mais aussi I’ ADN cytoplasmique. On pourrait
aussi, chez les allogames, ne porter I'intérét que sur les alléles et les linkats, sans se
préoccuper des génotypes eux-mé€mes. On est alors dans la situation des gestions dyna-
miques des ressources génétiques.
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Gestion dynamique des ressources

11 est rare qu’'un sélectionneur passe directement d’une population naturelle aux
phases suivantes de la sélection. En général, chaque établissement de sélection gére un
stock de génotypes ol ont déja été concentrés certains geénes ou certains linkats. Ces
ressources améliorées ou, en jargon de sélectionneur, ces «marmites» ou s’ operent des
mixages génétiques, des recombinaisons, des fréquences accrues de facteurs favorables
sont le plus souvent obtenues apres des cycles de sélection récurrente [1].

La sélection récurrente consiste, partant d’une population Py d’origine (ou d’un
groupe de populations), a en extraire, par une opération d’évaluation, des génotypes
supérieurs, qui recombinés entre eux donneront, comme résultante de ce premier cycle,
la population récurrente Py puis aprés un second cycle P,, puis Ps... A chaque cycle,
I'opérateur d’évaluation doit conserver des fréquences accrues, des balances internes
meilleures, des aptitudes 2 la combinaison mieux ajustées ... Evidemment, la nature de
I’opération d’évaluation détermine le type et ’intensité du progres a chaque cycle.

— Dans les cas ou 1’opération d’évaluation porte uniquement sur le phénotype des
individus retenus, on a une sélection massale-récurrente dont I"efficacité portera sur-
tout sur les caracteres a tres forte héritabilité.

— Si I’évaluation porte essentiellement sur la qualité des descendances obtenues
par autofécondation d’un échantillon aléatoire des génotypes de P, le 1°' cycle de
s€lection accroitra les fréquences de toutes les caractéristiques a forte variance additi-
ve et a épistasie cis ; il renforcera aussi la cohésion des linkats intéressants.

— Si I'évaluation se fait sur des descendances en fop-cross d’un échantillon de
génotypes de Py, c’est D'aptitude générale a la combinaison et tous les systemes
géniques liés a sa variance qui seront sélectionnés.

— Si la sélection récurrente est réciproque, cela signifie qu'on améliore une popu-
lation Py relativement a une autre population Py’ et réciproquement ; on dispose donc
dans ce cas, apres un cycle, de deux populations Py et P’ qui possédent I’une vis-a-vis
de 'autre de meilleures aptitudes a la combinaison : les génotypes dans P ont pu étre
sélectionnés, soit pour leur aptitude générale a la combinaison avec Py, soit pour leurs
aptitudes spécifiques vis-a-vis d’un génotype de Py’ et réciproquement.

Ce dernier type de sélection récurrente semble étre 1’une des stratégies les plus effi-
caces pour des especes allogames ol existent des grands groupes distincts de
populations de départ : Py. Py, Py’” [2].

— Les biotechnologies apportent aux sélections récurrentes un opérateur d’évalua-
tion des génotypes a retenir, nouveau et performant : 1"haploidisation. On sait en effet,
pour un nombre sans cesse croissant d’especes, obtenir des plantes haploides par I’an-
drogenese, la gynogenese, I’hybridation interspécifique, ou I’apoximie provoquée
(Chap. D).

Chez ces structures haploides ou haplodiploidisées (haploides autodoublés), on peut
cribler aisément les additivités, les épistasies cis et les qualités de linkats. On peut
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aussi, par la variance intrahaploides issus d’une méme plante, évaluer les épistasies
trans et la richesse allélique interne & un génotype P,. Grice a ces critéres, les progres
génétiques de Py a Py, de P, a P,, etc. peuvent étre maximisés.

Evaluation des ressources

Lors de cette phase I, la gestion des ressources serait sans valeur si elle n’était
accompagnée d’une évaluation agronomique et génétique des individus stockés.

Cette évaluation peut porter sur des caractéristiques morphologiques physiolo-
giques et agronomiques. Toute grande collection de génotypes posséde maintenant un
bulletin de «descripteurs», qui contient une évaluation, selon un code international,
d’un certain nombre de traits (appelés descripteurs) définis par des experts internatio-
naux.

On publie aussi pour certaines especes ou la génétique factorielle est suffisamment
avancée des catalogues des génes disponibles (tomate, riz, par exemple).

Ici encore, les progres de la génétique moléculaire permettent d’aller plus loin dans
I'investigation. On sait actuellement distinguer deux structures nucléaires, ou deux
structures cytoplasmiques, par leurs électophorégrammes de restriction, c’est-a-dire
par la distribution selon leur longueur des fragments d’ ADN découpés spécifiquement
par des enzymes (endonucléases de restriction). Dans un champ électrophorétique,
ces fragments migrent en fonction de leur longueur et donnent un profil de distri-
bution caractéristique du génotype. C’est le polymorphisme de découpe (RFLP pour
restriction fragments length polymorphism).

Les sondes moléculaires permettent, elles aussi, de localiser les g&nes codants
recherchés : la sonde radioactive est capable de s’ hybrider, sur un profil de restriction,
avec le geéne porteur de la méme séquence de bases, ¢’est-a-dire du code correspondant.
On découpe alors le fragment porteur avec des endonucléases de plus en plus précises
et on peut ensuite en faire le clonage (Chap. VII).

Ce type de sondage-repérage porte sur I’ADN, mais on peut aussi 1’appliquer aux
ARN messagers ou méme a la protéine. De la protéine, on remonte ensuite au géne par
les synthétiseurs d’oligonucléotides qui permettent de fabriquer une sonde d’ADN. Les
anticorps monoclonaux ont aussi le méme role trés précis de repérage d’un gene codant
pour un polypeptide donné. Enfin, une derniere technique «d’étiquetage» de génes par
les transposons est en voie de développement. Un transposon marqué, introduit dans
un génotype, peut s’insérer dans un gene et le neutraliser, permettant ainsi de déceler
ou était le gene. Comme on peut le constater, les méthodes d’évaluation récentes per-
mettent de pénétrer dans 1’intimité structurelle d’un génotype. Elles seront bien utiles
pour détecter la présence de tel ou tel allele dans une plante ancestrale ou dans une
espece spontanée, etc.
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Phase 2 : modification des génotypes «bruts» issus des sources

Au cours de cette phase, on utilise généralement les génotypes, extraits des sources
ou du commerce, comme géniteurs. Il existe cependant quelques exceptions a cette pro-
cédure :

— la recherche de mutants par traitements avec des agents mutagenes [3] (notons
ici que la mutagenese sur culture de tissus in vitro s’avere beaucoup plus efficace que
la mutagenése sur plantes entieres). Plus récemment, on a découvert un intense pouvoir
mutageéne de fragments moléculaires d’ ADN injectés dans la plante ou introduits lors
de la pollinisation ;

— la recherche de variants (vitrovariations) aléatoires ou dirigés (Chap. IV).

Hybridations sexuées intraspécifiques

Dans la grande majorité des cas, les génotypes sont croisés a I’intérieur d’une méme
espece avec un ou plusieurs partenaire(s) qui apportent des qualités complémentaires
ou qui intensifient, par effet cumulatif, les performances.

Lorsque la caractéristique a transférer est génétiquement simple, on opere par des
séries de croisements de retour sur la variété a améliorer (back-cross en série).

La technique consiste a prendre comme femelle la variété a améliorer, a la croiser
avec le donneur, puis a reprendre leur F; qui est recroisée sur la meére : cela donne le
BC; (croisement de retour 1).

La descendance du BC, est a nouveau recroisée en retour sur la mere (BC,), etc.

A chaque cycle de croisement de retour, la moitié des génes restants du donneur est
éliminée ; puisqu’on recherchait chez le donneur une qualité oligogénique, il importe
de vérifier que cette qualité est bien restée chez les individus qui serviront comme
peres pour le cycle suivant de croisements sur la mere [3].

En revanche, lorsque c’est tout un ensemble de caractéristiques qu’on veut complé-
menter entre deux parents, ou lorsqu’on manipule des performances conditionnées par
des ensembles polygéniques, on croise entre eux deux géniteurs : on obtient une I} qui
est autofécondée et produit ainsi une F, ot chaque individu est une structure de recom-
binaison entre les chromosomes des deux géniteurs hybridés. La F, présente une
variance génétique d’autant plus vaste que les géniteurs étaient plus distants généti-
quement (ayant donc un plus grand nombre de linkats différents) (Fig. 15).

11 arrive que I’on combine entre eux plus de deux parents pour obtenir des recom-
binaisons plus riches entre plusieurs structures : on appelle ce type de croisements des
croisements pyramidaux [3] (Fig. 16) qui donnent une multi F;. Cette derniere, auto-
fécondée, produira une multi F, de trés grande variance génétique.

Dans le cas des populations ou des variétés-sources chez les espéces allogames, il
n’est pas nécessaire de pratiquer mutagenese ou hybridation sur le génotype extrait ; en
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effet, ce dernier est, d’emblée, hétérozygote : il suffit donc de I’autoféconder pour qu’il
exprime sous forme d’une ségrégation sa composition génétique interne.

Hybridations sexuées interspécifiques

Il n’existe pas toujours & ’intérieur de 1’espece travaillée les caractéristiques que
I’on désire introduire dans la variété a créer. Dans ce cas, on fait assez fréquemment
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appel a des plantes issues d’especes voisines (par exemple rusticité du seigle introdui-
te chez le blé ; résistance aux nématodes de Lyvcopersicon peruvianum introduite chez
la tomate Lycopersicon esculentum). Ces hybridations entre especes font souvent appel
a des formes spontanées, trés résistantes. Les hybridations sont difficiles, les embryons
avortent fréquemment : la culture des jeunes embryons in vitro est maintenant une voie
de sauvetage classique. Les produits de telles hybridations présentent de fortes stérili-
tés et de laborieux doublements des chromosomes pour créer des amphidiploides
(Fig. 17), nécessitent des contrbles cytogénétiques trés soigneux [4]. La voie des hybri-
dations interspécifiques se développe cependant trés fortement, apportant des
résistances, des précocités, des stérilitts males, des développements d’embryons
haploides, etc. Néanmoins, ce type d’hybridations est toujours limité au cortege d’es-
peces proches, ou de genres ayant de tres grandes affinités entre eux : raphanus (radis),
brassica (chou) par exemple.

Ici encore, les nouvelles biotechnologies ouvrent des horizons plus larges grice aux
hybridations somatiques et aux transferts de génes (plantes transgéniques).

Hybridations somatiques

La cellule végétale est cernée par des parois pectocellulosiques contre lesquelles
s’ appuie, par tonicité, le plasmalemme. Ces parois ne sont d’ailleurs pas continues ; des
perforations, les plasmodesmes, permettent la mise en communication de 1’ergasto-
plasme d’une cellule avec celui de ses voisines.

On peut lyser par des attaques enzymatiques appropriées la paroi pectocellulosique
et recueillir des unités cellulaires dénudées dont la membrane prend une forme sphé-
rique ; ce sont les protoplastes (Chap. VI). On peut agréger entre eux deux protoplastes
de génotypes différents, a I’intérieur d’une méme espéce, mais aussi entre des groupes
tres €loignés : champignon-végétal supérieur, animal-plante ...
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De telles opérations sont appelées «fusion de protoplastes», élargissant ainsi consi-
dérablement les potentialités de I’hybridation sexuée [5]. Bien évidemment, lorsque les
protagonistes de la fusion sont trop éloignés, animal-plante par exemple, la régénéra-
tion du produit de fusion est impossible ; mais on a pu régénérer des formes nouvelles
issues de fusions interspécifiques et intergénériques impossibles a obtenir par voie
sexuée : ces hybrides somatiques constituent des géniteurs nouveaux intéressants. Dans
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certains cas, la fusion de protoplastes ne touche que des échanges ou des recombinai-
sons cytoplasmiques : de telles formes appelées «cybrides» (cytoplasmes hybrides)
ouvrent, elles aussi, des perspectives nouvelles.

Dans la méme ligne, la technologie de fusion protoplastes-microplastes est en cours
de mise au point ; un microplaste est constitué d’éléments cellulaires enveloppés d’une
membrane (mitochondries ou chloroplastes entourés d’un peu de cytoplasme par
exemple).

Transferts de genes

Les développements des connaissances sur le code génétique et la régulation de son
expression par les zones voisines du géne sur le chromosome et surtout la découverte
d’enzymes, les endonucléases de restriction, qui découpent avec précision la molécule
d’ ADN ont ouvert des perspectives incommensurables au génie génétique. On peut dés
maintenant extraire, aprés repérage, un gene de ’ensemble du domaine vivant (du
virus, de la bactérie, jusqu’a I’homme) et le transférer sur les chromosomes de la plan-
te qui, a partir de 13, le transmettra a ses descendants au méme titre que ses propres
genes. Nous en sommes aux toutes premieres réussites de I’expérimentation par les
sélectionneurs de telles plantes dites transgéniques, mais on peut prédire que les pro-
chaines décennies exploiteront, en routine, cette trés puissante technologie. Pour
V’instant, 1'utilisation de résistances monofactorielles & des molécules insecticides
ou herbicides représente le champ d’application de ces transferts moléculaires
(Chap. VID).

Mais déja on se préoccupe de la manipulation non seulement de I’ADN codant,
mais aussi des produits de transcription (ARN messagers) ou de traduction (polypep-
tides) du gene. Ici encore, des attaques post-transcriptionnelles, par voie moléculaire,
vont révolutionner les champs d’application du génie génétique.

Comme on le constate, le sélectionneur peut, par de nombreuses voies, introduire
une diversité génétique dans les génotypes qu’il a extraits des populations sources ou
des collections variétales disponibles. Dans tous les cas, cette diversité constitue, par
les ségrégations et les remaniements d’expression qu’elle entraine, un champ de sélec-
tion dans lequel il faut individualiser et modeler le futur prototype d’une variété
nouvelle.

Phase 3 : sélection dans la diversité créée
et stabilisation des types retenus

Les voies conventionnelles de sélection et de fixation d’une nouvelle variété néces-
sitent beaucoup de temps ; nous en sommes au paradoxe suivant : pour des espéces
comme le blé ou I'orge, la durée de création est de I’ordre de dix a quinze ans et la
durée de vie commerciale de 1’obtention nouvelle est de 1’ordre de cing ans !
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Stratégies progressives et douces de sélection et de fixation
La population F,

Apres avoir introduit par une voie d’hybridation une hétérozygotie, la structure
hybride résultante, appelée F, présente assez peu de ségrégations (aucune si les
parents sont homozygotes). En revanche, sa descendance en autofécondation, ou en
régime frére X sceur, exprime la variabilité la plus large. Cette descendance, dite F,, est
une collection d’individus tous génotypiquement différents et qui présentent une struc-
ture fortement hétérozygote. Pour fixer les idées, si les parents hybridés étaient des
lignées pures, ou des structures proches de ’homozygotie, la FF; est homogeéne et sen-
siblement 100% hétérozygote et chaque plante I, issue de 1'autofécondation d’une
plante F, conservera 50% de ses loci sous la forme hétérozygote [6].

Toutes les difficultés des voies de sélection proviennent de cette difficulté du choix
dans la F,, choix qui ne peut se décider que sur un exemplaire (puisque tous les indi-
vidus sont différents) et qui porte sur une structure encore treés hétérozygote dont la
valeur est occultée par les relations de dominance. La décision de 1'intensité de choix
a ce stade est donc a débattre avec beaucoup de doigté en fonction de la distance géné-
tique des parents, du type de caractéristique en ségrégation, de son organisation en
linkat, etc.

Nous attirons I’attention du lecteur sur le fait que les remarques concernant la popu-
lation F, s’appliquent non seulement aux espéces autogames mais aussi aux especes
allogames ot une plante issue d’une population ou d une variété a, de par son hétéro-
zygotie élevée, la signification d’une F, (et donnera donc par consanguinité une F,
ou I'équivalence). Ces remarques s appliquent aussi aux especes a multiplication végé-
tative ou un faible reliquat de sexualité ou d’autres ouvertures offertes par la voie des
biotechnologies peuvent permettre I’expression d’une diversité génétique sensiblement
du type F».

La sélection pédigrée

A partir du choix d’individus dans la population F, a forte variance, la méthode la
plus classique est une étude des descendances en autofécondation en suivant la filia-
tion généalogique de chaque plante, d’ou le nom de méthode pédigrée ou sélection
généalogique [7].

Les plantes F, donnent donc une descendance sous forme d’une ligne F5. On dit
qu’on fait un semis «épi-ligne», c’est-a-dire qu’un €épi F, donne une ligne F5 (terme
anglo-saxon : ear-to-row), ou chaque individu a hérité statistiquement de la moitié de
I"hétérozygotie de la plante F, d’ou il provient. Les individus d’'une méme ligne F5 ont
un coefficient de parenté élevé (théoriquement de 0,5 si les parents initiaux étaient
homozygotes et non apparentés).
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Cette ressemblance qui se dessine dans les lignes F5 permet un choix entre lignes et
intra-lignes. Les plantes retenues donneront par autofécondation ou croisements
consanguins des petites parcelles F, ou les individus auront encore statistiquement
perdu une proportion notable de I’hétérozygotie des plantes F; (la moiti€ si c’est une
autofécondation qui a permis de passer de F3 a Fy).

Et le processus se poursuit ainsi jusqu’en Fg, Fg, F;( selon la rigueur exigée sur le
taux d’hétérozygotie résiduelle (elle est de 1/1 000 environ en F; dans le cas théorique
de géniteurs initiaux homozygotes, non apparentés, et ou les descendances F, a Fy
sont obtenues en autofécondation) [8].

[.a méthode généalogique est donc «douce» et progressive : a chaque génération, un
choix affine la progression vers un idéotype : a chaque génération, on fait un pas vers
une plus grande homozygotie, donc une plus grande stabilité et une meilleure homo-
généité des descendants.

A partir de la Fs, on dispose de quantités de graines suffisantes pour faire des essais
avec répétitions et dans plusieurs localités (essais multilocaux) ; on teste ainsi la rusti-
cité et 1'adaptabilit¢ des génotypes selon des dispositifs statistiques permettant
I’analyse de la variance d’interaction «génotype x localités».

Il arrive que les choix en Fy, F5 et Fg soient effectués de maniére a donner a la futu-
re variété une adaptabilité tres large ; pour ce faire, on utilise la méthode de sélection
dite «navette» ou, par exemple, si la génération F, est choisie dans la station A, les des-
cendances retenues seront sélectionnées dans la station B, puis les graines issues de
cette F5 en B donneront des parcelles Fg testées dans la station A et ainsi de suite, d’ou
le nom de navette.

Le point délicat, comme nous ’avons signalé, restant le premier choix, un peu
hasardeux, dans la F,. C’est la raison essentielle qui a donné naissance a des méthodes
voisines, dérivées, comme nous le verrons, de cette sélection pédigrée [3] (Fig. 18).

Massale pédigrée et reprise en lignées

Lorsque le cultivar n’est pas totalement «pur», ¢’est-a-dire lorsque 1’homozygotie
est imparfaite, du fait de mutations, de pollinisations «illégitimes» ou d’un certain taux
d’allogamie dans la plante, on peut refaire une sélection dans le cultivar en choisissant
des individus qui sont exactement du type recherché (sélection dite «massale» puis-
qu’elle se fait dans la masse du cultivar) et, a partir de ces individus choisis, on opere
une «reprise en lignées», c’est-a-dire une filiation de descendance en régime de con-
sanguinité intense (autofécondation, frére-sceur, etc.) pour restabiliser le cultivar [9].

Méthode du «vrac» (méthode «bulk»)

Pour éviter des choix délicats a la F,, et méme a un degré moindre a la F5, on peut
chez une espece autogame ou a chaque génération le taux d’homozygotie s’accroit de
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Figure 18. — Exemple d’une
sélection pédigrée (ou généalo-
gique).

50% reporter le départ en sélection pédigrée a la F,, par exemple. Jusqu'a ce stade, les
sont récolt€es en vrac et ressemées sans aucune identi-

premicres générations F,, F5 ...

fication de pédigrée :

aucun choix, sauf des éliminations par compétition ou par

sélection naturelle, ou éventuellement par élimination sur 1’aspect phénotypique, ne

s’effectue durant ces phases ;

on peut cependant renforcer 1’élimination par sélection

naturelle en y faisant des infections artificielles ou en choisissant les localisations des
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parcelles. Il faut bien noter que cette méthode donne évidemment 1’avantage aux géno-
types les plus prolifiques qui. donnant plus de graines, seront fortement représentés
dans la génération suivante. Cela peut &tre un inconvénient ou un avantage selon 1’es-
pece ou la caractéristique travaillée.

A un stade donné, généralement en F,, on repart en sélection pédigrée. L’ intérét de
la stratégie est d’avoir considérablement allégé les premieres générations et de repor-
ter les choix sur des structures F, déja fortement homozygotes : les choix ont donc a
ces stades une bien meilleure acuité.

N.B. On pratique le bulk pour des générations «dérobées», c¢'est-a-dire lorsqu’on
fait deux générations par an ou plus ; I'une des générations faite dans la période nor-
male de culture de la plante peut faire 1’objet d’appréciations valables, donc de choix,
les autres générations, en conditions trop artificielles, ne permettant pas d’évaluations
rationnelles, sont alors conduites en «vrac» [10].

Méthodes des descendances monograine ou monofruit (dites aussi SSD : single
seed descent et single pod ou single ear descent)

Ce sont elles aussi des variantes de la méthode généalogique qui amortissent les
aléas du choix dans la F,. Au lieu de décider quelle plante F, sera retenue, on récolte
systématiquement une seule graine (méthode monograine), un seul €pi, une seule gous-
se ou une seule capsule (méthode monofruit) par plante F,. On peut prolonger la
méthode en F3 et méme F, si on le désire. Mais dans tous les cas, lorsque les plantes
ont bien progressé vers un taux d’homozygotie satisfaisant, on poursuit par la métho-
de pédigrée qui autorise alors un choix bien plus pertinent [11].

Ces méthodes négligent la variance intraplante au profit de la variance interplante
(la méthode monograine néglige totalement la variance intraplante, donnant un seul
descendant par plante ; la méthode monofruit corrige un peu ce défaut). On peut noter
que la variance intraplante ainsi négligée représente dans des descendances par auto-
fécondation la variance interplantes d’une méme ligne de la génération suivante [3].

Dans cette méthode, la compétitivité et la prolificité des individus sont totalement
ignorées. puisque, quel que soit son nombre de graines ou de fruits, chaque plante ne
compte que pour une unité.

Les méthodes monograine ou monofruit combinées, a partir d’un certain stade, avec
la méthode généalogique aboutissent a des génotypes dits «fixés», c’est-a-dire a des
lignées pures ayant un taux d'homozygotie élevé. Ici encore les choix s’affinent au
cours des dernieres générations de consanguinité. Les quantités de graines trés appa-
rentées disponibles permettent des essais en parcelles, répétés dans plusicurs
environnements.
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Stratégies de sélection et de fixation brutales

Les biotechnologies ont ouvert la voie a des approches tres différentes de sélection
et d’homogénéisation de la variété.

Haplométhodes

En opposition avec les méthodes classiques, la possibilité d’obtenir des individus
haploides peut s’ appliquer notamment sur les structures hétérozygotes en F;. Une plan-
te F; peut étre considérée comme une structure 100% hétérozygote (si les géniteurs
hybridés étaient des lignées pures non apparentées). Les gameétes de cette plante F; pré-
sentent des recombinaisons qui se réalisent, durant la méiose, par des crossing-over
déterminant des échanges entre les chromosomes parentaux (Fig. 19).
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Figure 19. — Comment une paire chromosomique hétérozygote devient homozygote par auto-

fécondation.
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Etant donné la longueur moyenne d'un chromosome végétal, on peut estimer que
un ou deux crossing-over se produisent en moyenne par bras chromosomique. La forte
structuration en linkats des plantes supérieures donne une probabilité forte de localisa-
tion des points de recombinaison dans les zones inter-linkats : les gametes F; sont donc
des mosaiques de longs segments parentaux, ne donnant que peu ou pas de remanie-
ments a I'intérieur des linkats [12].

Les plantes issues de I’haploidisation a la F; sont stériles si on les maintient au
niveau haploide, mais bien souvent elles s’autodoublent durant la culture in vitro qui
permet leur régénération, ou, si cela ne se produit pas, on utilise la colchicine, alcaloi-
de qui permet 1’autodoublement d’un stock chromosomique en inhibant, lors de la
mitose, la montée anaphasique des chromosomes-fils (par perturbation des microtu-
bules du fuseau). Les chromosomes restent donc centrés dans la cellule qui, au lieu de
donner deux cellules-filles aux pdles d’anaphase, effectue une télophase centrale qui
englobe un noyau doublé.

Chaque individu haploide ainsi autodoublé (soit spontanément, soit 4 1’aide de col-
chicine) est obligatoirement parfaitement homozygote. Si la plante est ensuite
multipliée en autogamie, elle donne une descendance immédiatement fixée.
L’ensemble d’une opération d’haplodiploidisation demande environ douze mois. On
réalise donc une fixation trés brutale d’un état homozygote, avant méme d’avoir pu
observer la plante dans des conditions normales. Nous n’avons envisagé 1’application
de I'haploidisation que sur la F; alors que la méthode pourrait, certes, étre utilisée plus
tardivement, en I», I3, etc. Mais les atouts majeurs de I’haplométhode étant le gain de
temps et le respect de I'intégrité intralinkat, 1’application en Fy est plus rationnelle.
Notons bien, ici, la différence essentielle de structuration chromosomique d’une varié-
té produite par haplométhode, comme le montre trés clairement la Figure 20 et d’une
variété obtenue par affinage au cours d’une dizaine de générations de consanguinité.

Dans ce dernier cas, a chaque génération la méiose recombine plus finement les
chromosomes parentaux (Fig. 19).

O . MERNEEENE Androgensse
surla Fy de la plante
Plante hapioide precedente (Fig. 19)
x2
O . I L haploide doublé
est parfaitement
Q B [

Figure 20. — Fixation de I'homozygotie aprés androgenese.
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Nous verrons (Chap. V) que les haplométhodes ne peuvent pas encore s’ appliquer
a toutes les plantes, ni méme a tous les génotypes ; cependant, elles représentent d’ores
et déja une stratégie tres performante qui remet en cause non seulement les méthodes
de choix, mais aussi les types d’hybridation au départ et I’ensemble de 1’organigram-
me de la création variétale [13].

Dans le méme esprit, les biotechnologies du clonage impliquent des choix brutaux
et une homogénéisation rapide du prototype d’un cultivar.

Méthodes par clonage végétatif

Chez les plantes a multiplication végétative, parmi la diversité des formes hybrides
produites, le probléme est d’évaluer 1'individu le plus prometteur et de le copier végé-
tativement pour I’observer en plusieurs exemplaires ; on confirmera ainsi la validité du
choix individuel préalable : c’est ainsi que naissent cannes a sucre, rosiers, pommes de
terre... On peut, grace aux progres des cultures in vitro, étendre ce type de méthodes a
de nombreuses espéces en utilisant des vitroplants et, mieux encore, des embryons
somatiques (ou tout autre propagule) enrobés sous forme de semences artificielles.

Si’on a pris soin de s’assurer que la procédure de clonage maintenait la conformi-
té du type (avec un taux de variants treés faible), on peut diffuser des cultivars
homogenes bien que chaque individu puisse €tre trés hétérozygote : on concilie ainsi
vigueur hybride et homogénéité de la variété. Ces méthodes de clonage s’ appliquent
donc tout particulierement aux especes allogames qui tolérent trés mal la consanguinité.

Phase 4 : multiplication en nombre du génotype retenu

Lorsqu’un sélectionneur a élaboré un génotype assez proche de 1'idéotype qu'il
s’était fixé comme objectif, il lui reste encore a le produire en quantité suffisante pour
satisfaire la demande du marché. Ce passage du protocultivar au cultivar s’accompagne
d’un retour au mode de reproduction naturel de 1’espece et peut donc présenter chez les
allogames un probleme de maintien du type choisi.

Cas simples chez les autogames et les espéces a multiplication végétative

11 est facile de passer a la multiplication sexuée d'une lignée pure chez les especes
autogames. Les seuls problemes a éviter sont les contaminations par pollinisation
croisée ; car, méme chez les plantes a trés forte autogamie, il y a toujours une faible
possibilité d’hybridations accidentelles. Il est facile d’éviter ces accidents en éliminant
les quelques metres de bordure des parcelles lors des premiéres générations de multi-
plication de la variété. 11 faudra aussi veiller a faire des «reprises en lignées»,
c’est-a-dire a réexaminer et a épurer des lignées qui, en autofécondation contrdlée, ser-
viront de noyau de départ pour les multiplications.
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Lorsque I’espece est a multiplication végétative, on reprend de méme régulierement
des «tétes de clones» qui sont examinées pour éliminer les «hors-types», mutants,
plantes virosées, etc., de maniere & ne cloner que des individus sains et parfaitement
conformes a la description de la variété.

Cas des especes allogames

Pour les especes a fécondation croisée, le probléme est notablement plus complexe.
Nous avons vu, a propos de la sélection pédigrée, qu’en imposant un régime de repro-
ductions consanguines a ce type de plantes on peut aboutir a des lignées ayant un taux
d’homozygotie relativement élevé. Cependant les especes allogames supportent trés
mal la consanguinité ; beaucoup de génotypes deviennent alors stériles ou manifestent
des faiblesses qu'on appelle effet de consanguinité. Cette dépression rend impossible
la mise au commerce de structures ayant un certain degré d’homozygotie.

On doit donc rétablir un état hétérozygote en diffusant le produit de croisement
entre des types parentaux sélectionnés. En fait, chez les allogames on sélectionne, au
cours des générations pédigrées. les lignées parentales a la fois pour les génes de qua-
lité qu’elles apportent et pour les facteurs favorables a la combinaison hybride avec le
(ou les) partenaire(s). On appelle aptitude a la combinaison la qualité de la descendan-
ce produite par la combinaison parentale. Cette aptitude a la combinaison est dite
générale lorsqu’on I’estime sur la valeur moyenne des descendances produites par I hy-
bridation d’un parent appari€ a un ensemble général de partenaires [14].

Ainsi lorsque AA est croisé par BB, CC, DD, EE, FF, GG..., la valeur moyenne des
descendances AB + AC + AD + AE... mesurera 1’aptitude générale a la combinaison
de AA.

Si ’on mesure la valeur d’une descendance d'un croisement particulier, on dira
qu’elle représente "aptitude spécifique a la combinaison du croisement [3, 14]. Ainsi
la performance de la descendance AD mesure 'aptitude spécifique a la combinaison
de AA xDD.

Chez les nombreuses plantes allogames (mais, mil, palmier a huile, tournesol, luzer-
ne, etc.), le choix des lignées parentales tient prioritairement compte de leurs aptitudes
a la combinaison. Les modalités d’évaluation de ce parametre varient selon que 1'on
voudra commercialiser un hybride simple, un hybride trois voies, un hybride double,
ou une variété synthétique [15, 16].

Multiplication par clonage

Cette multiplication est une voie normale pour les especes a reproduction végétati-
ve (tubercules, stolons, rejets, cilletons, greffe, bouturage ...). Tout au long des cycles
de multiplication, c’est la qualité du plant qui constitue 1’objectif principal : il faut €li-
miner radicalement tout clone portant des viroses, méme si elles sont asymptomatiques
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(le test ELISA et ses dérivés permettent de travailler en toute sécurité). L'état physio-
logique du plant et son taux de multiplication sont aussi des criteres importants [17].

Comme nous ’avons vu, les possibilités du clonage in vitro par la production de
vitroplants, puis dans quelques années de semences artificielles, constituent une véri-
table révolution dans les stratégies de production d’un nouveau cultivar. Méme chez
les espéces a multiplication végétative comme le fraisier, le bananier ou la pomme de
terre, la potentialité de la culture in vitro, par sa rapidité et par son taux de multiplica-
tion tres supérieur a celui des voies conventionnelles, a entrainé un développement
d’ateliers ou cette production est devenue de la routine. Chez les espéces autogames,
la production de vitroplants est pour |'instant assez peu développée du fait que les pro-
ducteurs de ce nouveau produit n’ont pas voulu (ou pas su) y associer des plus-values
génétiques, tel I"hétérosis. et ne multiplient que des cultivars qui peuvent étre produits
par semences.

11 est clair que, dans ce cas, pour nombre d’espéces, la culture in vitro est tres dif-
ficilement concurrentielle. Il pourra en étre autrement quand on mettra au commerce
des sojas hybrides, des pois ou des haricots hybrides, voire des arachides, des melons
ou des tomates triploides ... sous forme de semences artificielles. On est en droit
d’attendre de ces nouveautés des gains de rendement, de précocité, de tolérance, de tex-
ture ... tres importants qui compenseraient largement le surcoiit de la semence [18].

Chez les especes allogames, les modifications que les biotechnologies entraineront
dans la vie du sélectionneur sont encore plus spectaculaires ; astreint jusqu’ici a sélec-
tionner progressivement des lignées a bonnes aptitudes a la combinaison, obligé de le
multiplier avec difficulté pour obtenir un tonnage commercial de 1"hybride. tenu & pro-
duire une variété homogene sans éléments issus de 1'autoreproduction du parent
femelle, ce qui entraine les laborieuses utilisations de la stéritité méle ou de la castra-
tion manuelle, parfois amené & produire des variétés synthétiques triploides apres de
tres pesantes multiplications des parents, telle est la liste non exhaustive des contraintes
du sélectionneur.

Face a cela, le repérage précoce et rapide de I'individu exceptionnel et son clonage.
en évitant les sources de variations, représente un schéma beaucoup plus 1éger qui
amene alors le sélectionneur a une tout autre stratégie : créer une structure d’entrée en
sélection trés diversifiée, se doter des outils d’évaluation rapide et applicables a un seul
individu, &tre performant dans les taux de multiplication de I'idéotype repéré font bas-
culer les centres principaux de I’activité du sélectionneur de plantes allogames. Notons
deux points principaux :

— la production de plants ou de semences in vitro rend la multiplication d’une
variété indépendante du climat et des pays, ¢’est une opération de pure biotechnologie
industrielle ;

— cependant, 1'expérimentation, les contrdles de stabilité, les définitions des idéo-
types entraineront toujours la participation essentielle du sélectionneur de terrain.

La structure des variété€s-clones a des aspects bien particuliers : variance génétique
nulle malgré une tres grande hétérozygotie et uniformité cytoplasmique importante.
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Ces particularités ne sont pas sans inquiéter les sélectionneurs qui ont vécu les expé-
riences douloureuses a la suite d’opérations qui avaient abouti a la diffusion de
cultivars trés homogenes : citons les hybrides de mais sur cytoplasme Texas largement
diffusés en Amérique du Nord. qui ont tres rapidement été détruits par la foudroyante
propagation d’une race T d’helminthosporiose spécifique de cet unique cytoplasme.
Citons aussi la brutale destruction par une race adaptée d’un champignon pathogene,
le melampsora, d’un clone de peuplier hybride qui avait été planté sur de trop grandes
surfaces dans la vallée du Po.

L’homogénéité de I'hote et, apparemment, surtout du cytoplasme de 1’hdte, entrai-
ne donc tres rapidement le développement explosif de races pathogenes inféodées a un
génotype. Pour éviter de tels accidents, il est nécessaire d’envisager le clonage simul-
tané de plusieurs cultivars différents génotypiquement, mais trés proches dans leurs
qualifications agronomiques. Ces mosaiques de clones pourront étre diffusées sous
forme de variétés composites, c’est-a-dire en compositions mélangées, ou séparément
avec des instructions sur les modalités de leur plantation [19].

Conclusion

Les étapes de la création d'une variété sont donc diverses, elles découlent d’une
stratégie globale choisie par le sélectionneur et on ne peut en négliger aucune. Pour
chaque phase, nous avons constaté des voies multiples, des plus conventionnelles aux
plus «avancées». Les biotechnologies y ouvrent des perspectives plus larges.
Néanmoins, il faut insister sur le fait qu'une opération de création d’un protocultivar
est un tout cohérent. On ne peut donc valablement greffer une phase biotechnologique
dans une stratégie pensée en termes de méthodes conventionnelles. On ne peut, de
méme, utiliser un équipement et une infrastructure adaptés a I’évaluation progressive
des familles, pour réaliser le choix décisif et brutal asservi a I’évaluation d'un indivi-
du génétique unique qu’imposent des stratégies nouvelles, comme 1’haplométhode ou
le clonage.

Le métier d’un sélectionneur moderne devient donc de plus en plus délicat, en ce
sens qu’il fait maintenant appel a des connaissances allant de la génétique moléculaire
a I’expérience du terrain et a la prévision de marchés sans cesse évoluants [20].



Création d’une variété 39
Tableau 1. Données sur les principales espéces intervenant en amélioration des plantes.
Nom latin Nom francgais Nom anglais Systtme de  Nombre de
reproduction  chromosomes
Actinidia chinensis Actinidia (Kiwi) Actinidia Al 116, 160, x
Aegilops sp. Aegilops - Al 18, 28,7
Agave sisalana Sisal Sisal Al 138, 30
Agropyrum sp. Agropyron Agropyron Al 14, 28,7
chiendent
Agrostis sp. Agrostis - Al 14, 28,7
Allium cepa Oignon Onion Al 16,32, 8
Amaranthus Amaranthe - 8,17
hypochondriacus
Andropogon Andropogon - Al 20, 40, 5, 10
Apium graveolens Céleri Celery Al 22,11
Arachis hypogea Arachide Groudnut, peanut Au 20, 40, 10
Asparagus officinalis  Asperge Asparagus Al 20, 10
Avena sativa Avoine Oat Au 14
Beta vulgatis Betterave Sugar beet Al 18, 9
Brassica campestris ~ Navet Turnip Al 20
Brassica juncea Moutarde brune - Al 8,9, 10, 11
Brassica napus Colza Rape Int 38
Brassica oleracea Choux Cabbage Al 18
Brassica chinensis Choux chinois Shantung cabbage Al 20
Brassica pekinensis ~ Choux de Pékin Pe tsai Al 20
Bromus inermis Brome inerme - Au 42,56, 7
Cajanus cajan Pois de cajan Pigeon pea Au 22, 44,66, 11
Camellia sinensis Thé Tea 30, 15
Cannabis sativa Chanvre Hemp Al 20, 10
Capsicum annuum Poivron Paprika, pepper Chili  Au 24, 12
Capsicum nigrum Piment Parika pepper, Au 24,12
frutescens Cayenne
Carica papaya Papaye Papaya papaw Al 18, 19
Carthamus tinctorius  Carthame Safflower Al 24, 12
Carum carvi Cumin Caraway Al 20, 10
Castanea sativa Chétaignier Chestnut Al 24,12
Cicer arietinum Pois chiche Chick pea Au 16,7, 8
Citrullus vulgaris Pasteque Watermelon Al 22,11
Citrus limon Citron Lemon Al 18, 36, 9
Citrus aurantium Orange Orange Al 18, 36
Citrus paradisi Pamplemousse Grapefruit Al
Citrus sinensis Al
Cocos nucifera Cocotier (grand) Coconut Al 32, 16
(nain) Au
Coffea arabica Caféier Coffee Au 44, 11
Coffea canephora Caféier Coffee Al 22,44, 11
var robusta
Corylus avellana Noisetier Hazel Al 22,28, 11, 14
Melon Cantaloupe Al 24,7, 12

Cucumis melo
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Nom latin Nom frangais Nom anglais Systéme de  Nombre de
reproduction  chromsomes

Cucumis sativus Concombre Cucumber Al 14,7, 12
Cucurbita moschata Pumpkin Al 24, 10,12
Cucurbila pepo Courge Squash Al 40
Cychorium endiva Endive Witloaf Al
Cydonia oblonga Coing Quince Al 34, 14
Cynara scolymus Artichaut Artichoke Al 34, 17
Dactylis glomerata Dactyle Cocksfoot

orchardgrass Al 32,8
Daucus carota Carotte Carrot Al 18,9
Digitalis lanata Digitale Foxglove 56, 28
purpurea
Dolickos Pois lablab Lablab Au 22,11
Elaeis guineensis Palmier a huile Oil palm Al 32, 11
Elymus Elymus Elymus
Euchlaena Teosinte Teosinte Al 20, 10
Fagus sylvatica Beech Al 24,12
Festuca arundinacea Fétuque élevée Tall fescue Al 28,42+0a2(B)7
Festuca pratensis Fetugue des prés  Meadow fescue Al 14,+0a1(B) 7
Ficus carica Figuier Fig Al 26, 16
Fragaria ananassae Fraisier Strawberry Al 56,7
Glycine max Soja Soyabean soybean Au 40, 10
Gossypium Cotonnier Coton Au 52,26, 13
barbadense
Gossipium hirsutum Cotonnier Coton Au 52, 26, 13
Heliantus annuus Tournesol Sunflower Al 34, 17
Heliantus tuberosus Topinambour Jerusalem artichoke Al 102, 17
Hevea brasiliensis Hevea Rubber Al 36,9
Hibiscus cannabinus  Roselle Rosella 36
Hibiscus esculentus Gombo Okra Au 120,7a12
Hordeum bulbosum Orge bulbeuse Au 14,7
Hordeum vulgare Orge cultivé Barley Au
Humulus Houblon Hop Au
Hyoscyamus niger Jusquiame Henbana Au
Ipomea batatas Patate Sweet potato Al 90, 15
Juglans regia Noyer Walnut Al 32, 16
Lactuca sativa Laitue Lettuce Au 18,8, 9
Lathyrus odoratus Pois de senteur Sweet pea Au 14,7
Lens culinaris Lentille Lentil Au 14,7
Linum usitatissimum  Lin Linseed, flax Au 30, 15
Litchi sinensis Litchi Litchee 38, 30
Lolium multiflorum Raygrass d'ltalie Annual ryegrass Al 4
Lolium perenne Raygrass anglais Perennial ryegrass Al 14,7
Lupinus albus Lupin Lupin 30, 40, 50, 12
Lupinus luteus 48, 52,12
Lycopersicon Tomate Tomato Au 24,12
esculentum
Malus communis Pommier Apple Al 34, 51,17
Mangifera indica Mangue Mango 40, 10
Manihot esculenta Manioc Manioc cassava Al 36, (72), 9
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Nom latin

Medicago sativa
Musa sapientiurm
Nicotiana glauca
Nicotiana sylvestris
Nicotiana rustica
Nicotiana tabacum
Olea europea
Onobrychis sativa
Oryza sativa
Panicum maximum
Papaver somniferum

Pennisetum typhoides
Persea americana
Petroselinum sativum
Phalaris arundinacea
Phaseolus lunatus
Phaseolus vulgaris
Phleum pratense
Phoenix dactylifera
Pistacia vera

Pisum sativum

Poa pratensis
Poncirus trifoliata
Prunus amygdalus
Prunus armeniaca
Prunus avium

Prunus cerasus avium
Prunus domestica
Prunus nectarina
Prunus persica

Pyrus communis
Pyrus malus

Quercus robur
Raphanus sativus
Ribes nigrum

Ribes rubrum

Ricinus communis
Rosa

Rubus idaeus
Saccharum officinarum
Secale cereale
Sesamum indicum
Setaria italica

Solanum melongena
Solanum nigrum

Nom frangais

Luzerne

Banane
Nicotiana
Nicotiana
Nicotiana

Tabac

Olivier

Sainfoin

Riz

Herbe de Guinée

Pavot, ceillette
Orientale

Mil
Avocat
Persil
Phalans

Haricot
Fléole
Dattier
Pistachier
Pois
Paturin
Poncirus
Amandier
Abricot
Merisier
Cerisier
Prunier
Nectarine
Pécher
Poiner
Pommier
Chéne
Radis
Groseillier
Groseillier
Ricin
Rose
Framboise
Canne a sucre
Seigle
Sésame

Sétaire, Millet
des oiseaux

Aubergine
Morelle noire

Nom anglais

Lucerne, alfalfa
Banana
Nicotiana
Nicotiana
Nicotiana
Tabacco

Olive

Sainfoin

Rice

Guinea grass

Poppy
Oriental poppy
Pearl millet
Avocado
Parsley
Reedgrass
Lima bean
French bean
Timoty

Date
Pistachio
Pea
Bluegrass
Trifoliate orange
Almond
Apricot
Wildcherry
Cherry

Plum
Nectarine
Peach

Pear (tree)
Apple (tree)
Oak

Radish
Black current
Red whit
Castor-oil plant
Rose
Raspberry
Sugarcane
Rye

Sesame
Foxtail miflet

Eggpplant
Nightmare
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Systeme de Nombre de
reproduction chromsomes
Al 32,8
Veg 22, 33, 44, 11
Au 24,9; 10,12
Au 24, 9,10, 12
Au 48, 9, 10, 12
Au 48, 9, 10, 12
Al 46, 23
Al 14, 28,7
Au 24, 12
Al 18, 36, 2
Al 22,11
Al 28,7
14,7
Al 24,12
Al 20, 11
14, 28,7
22,11
Au 22,11
Al 42,7
Al 36, 18
Al
Au 14,7
Veg 56, 28, 70, 7
Al 18, (36), 9
Al 16,8
Au 16
Al 16
Al 32
Al -48
Au
Au 16
Al 34, 51, 17
Al 34, 51, 17
Al 24,12
Int 18, 9
Al 16, (32), 8
Al 16
Int 20,10
14,28,21,7
Al 14,21,28,7
Al 80a173, 10
Al 14,7
26,13
Al 18,9
Au 24
Au 24,48
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Nom latin Nom francais Nom anglais Systeme de  Nombre de
reproduction chromsomes

Solanum tuberosum  Pomme de terre Potato Al 48, 12

Sorghum bicolor Sorgho Sorgo Au 20,5

Sorghum sudanense  Sorgho, Sudangrass Al 20
soudangrass

Spinacia oleracea Epinard Spinach Al 12,6

Theobroma cacao Cacaoyer Cocoa Al 20, 10

Trifolium pratense Trefle violet Red clover Al 14,7

Trifolium repens Trefle blanc White clover Al 28,7

Tripsacum dactyloides Tripsacum - Al 36,9, 18

Triticum aestivum Blé tendre Wheat Au 42,7

Triticum durum Blé dur Au 28,7

Triticum monococcum Engrain Au 14,7

Triticum speilta Epeautre Spelt Au 42,7

Vicia faba Feverole Horsebean Au 12,6

Vicia sativa Vesce Common vetch Au 12

Vigna mungo Haricot mongo Angola Au

Vigna unguiculata Niébe Au

Les nombres chromosomiques soulignés sont les nombres chromosomiques de base.

Al : Allogame ;
Au : Autogame ;
Int : intermédiaire ;

Veg : multiplication végétative.
(D’apres Demarly 1984).
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III

Biotechnologies du clonage des génotypes :
promotion de I’individu d’élite

Les faits biologiques

Comme nous I'avons vu, ['évolution qui a diversifié de grands rameaux représen-
tant des stratégies de la vie a retenu, chez le végétal, des structures (épigénique-linkat)
de I'information permettant une morphogene¢se adaptative permanente des individus. I
n’est donc pas surprenant que les tissus végétaux aient gardé une forte aptitude a régé-
nérer des organes et méme des individus entiers. D ailleurs, depuis longtemps, les
horticulteurs et les pépiniéristes utilisent le marcottage, le bouturage, la greffe...
comme voies de propagation de certains génotypes difficiles ou impossibles a mainte-
nir identiques par voie sexuée (par exemple : cultivars d’arbres fruitiers, hévéas,
rosiers). Plus récemment, les cultures in vitro ont élargi le domaine de ces techniques
de clonage en permettant la production de vitroplants et méme en ébauchant les pre-
miers pas de la fabrication de semences artificielles.

Vitroplants

Les progrés dans la définition des milieux artificiels et dans les séquences des dif-
férents milieux a utiliser in vitro permettent aujourd’hui de régénérer des individus a
partir de presque toutes les parties de la plante. Cependant, les potentialités des
diverses régions, organes ou tissus, de la plante sont trés différentes.

Fonctionnement des méristemes et programme génétique

Les plantes possédent des zones de multiplication qui ébauchent les organes et les
tissus et qui sont appelées méristemes.
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Considérons ’'un de ces méristemes, le méristeme apical, qui constitue le bourgeon
terminal, ou apex, d’une plante. Ce méristeme est situé dans une zone sub-apicale, ol
un massif circulaire de cellules appelé «anneau initial» subit des mitoses tres fré-
quentes [1] (pour fixer les idées, nous pouvons considérer que chaque cellule fait une
division par 24 heures dans cette zone [2]).

Au-dessus, jusqu’a I’extréme sommet de la plante, les cellules se divisent aussi,
mais a des rythmes décroissant & mesure que 1'on s’éloigne de 1’anneau initial
(Fig. 21).

On sait qu’une cellule végétale qui est en mitose n’a que les génes du métabolisme
basal, et ceux qui sont nécessaires a la division, qui sont en fonctionnement. Autrement
dit, pendant la durée de la division cellulaire, si une cellule est a I’étape «15» (par
exemple) de son programme génétique (Fig. 22), les deux cellules filles se retrouveront
a la méme étape «15», puisque tous les génes codant pour des enzymes ou des pro-
téines faisant avancer le programme génétique sont réprimés durant la division.

Le programme génétique n'avance donc pas dans 1'anneau initial. En revanche, au-
dessus de I’anneau initial, les cellules ont un temps de latence entre les divisions et
pendant ce temps des genes fonctionnent, des enzymes des protéines modifient les
situations épigéniques ; le programme génétique avance ; il avance d’autant plus que
les intervalles entre mitoses sont longs (Fig. 22). Pour de telles cellules qui seraient par
exemple elles aussi a I’étape «15» du programme, ce fonctionnement amene a 1’étape

cellules

mitoses plus rares ——m- -
p méristématiques

mitoses moins fréquentes
(1 Jour sur 5)

apex

mitoses trés fréquentes
(1 par 24 heures)

zone de
- Fanneau Intial

tunica ébauche "n"
mise en place
Q par le flux cellulaire

Q Issu de 'anneau inttial
o U

ébauche "n-1"
(temporellement plus viellle que "n"
génétiquement plus jeune que "n")

Figure 21. — Schéma d'une zone apicale.
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/ 15
division de type
15 N méristématique
15 (zone de 'anneau initial)
17
/ division de type
15 16 17 méristématique
\ {au-dessus de 'anneau nitial)
17
8 4 rajeunissement (owule, microspore)
division de type cambial
12 {mise en place des zones
15 reproductrices par exemple)
T 22 1
4
vieillissement
(pétales,
30 parois de l'anthére)
| S
17 + x
[
15 + x7 16 + x 16 + x
division de
type cambial
15 r — 15 |—| 15 — 15 — * (fonctionnement
d'une assise
génératrice)
15 +y 16 +y

Figure 22. — Les mitoses et le programme génétique.
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«16» ou «17»... avant la division. Comme le territoire de 1’anneau initial est a une dis-
tance fixe du sommet, toute division d’une cellule située au-dessus de cette zone
envoie vers le bas I’'une des deux cellules filles, de méme que 1’anneau initial qui se
double toutes les 24 heures envoie sous lui les masses cellulaires ébauchées (Fig. 23).

Ainsi, entrent dans la zone des divisions intenses des cellules du dessus, de plus en
plus avancées en age génétique. L’anneau initial les amplifie et positionne, sous lui, en
montant (croissance en hauteur), des ébauches de plus en plus avancées en programme

génétique. Par exemple, & un certain moment de déroulement du programme les

€bauches récemment mises en place seront potentiellement florales [3].
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Comportement cellulaire dans les zones (D@@

Unités de temps en jours
Sommet ménistématique 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Division tous
les 10 jours

Division toutes
les 48 heures

Dwision toutes Territorre de
les 24 heures lanneau intial
3

ébauche

d'age génétique

"15" mise en place

au jour 4 d'age génétique
“19" mise en place
au jour 9

ébauche

Figure 23. — Représentation du fonctionnement apical. Les cellules des zones 1, 2 et 3 ont un score «15»
tout a fait arbitraire.

Dans les méristémes apicaux, des filiations cellulaires transversales spécialisées se
dégagent trés rapidement a partir de cellules initiales ou de massifs cellulaires ini-
tiaux : ils aboutissent a la constitution de couches ou assises différentes [1, 4] (voir
Fig. 25) ; la plus externe L; comprend I’épiderme. La partie intermédiaire L, comprend
les zones intermédiaires, cellules sous-épidermiques, endoderme, péricycle et notam-
ment les cellules reproductrices. enfin la couche profonde L3 donne la moelle. Pour
d’autres auteurs, la distinction n’est pas aussi nette : ils individualisent la zone épider-
mique ou funica (sensiblement équivalentes a L)) et les régions plus protondes ou
corpus (L, + Ly).

Le fonctionnement du méristeme radiculaire n’est pas différent dans son principe de
celui de I'apex de la tige.

Régénération des vitroplants

On comprend aisément que 1’excision suivie de la culture in vitro des méristémes
aboutisse a la régénération de la plante. Selon I'espéce et les hormones utilisées dans
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le milieu, le méristeme excisé donne des formations diverses : plantes, tiges, embryons,
cals régénérants d’autres méristemes, etc. Toutes ces structures produites par les méris-
temes gardent une treés forte potentialité de déroulement du programme de
morphogeneése et sont généralement tres fortement régénérantes.

Ce sont donc des explants de choix pour produire des vitroplants, surtout dans les
cas oll un méristetme excisé donne in vitro une structure développant de nombreux
méristemes adventifs, augmentant ainsi le pouvoir de multiplication de 1’opération [5].

Chaque ébauche mise en place par les méristemes terminaux est pré-programmée
pour son développement ultérieur (bourgeons végétatifs et bourgeons floraux chez un
fruitier par exemple). La partie terminale de 1'ébauche est stratifiée, elle aussi, en un
méristéme qui se mettra a fonctionner comme le méristeéme apical mais en prenant
comme origine de programme génétique 1'étape qui est inscrite dans ses cellules.

On peut aussi in vitro cultiver ces méristemes axillaires. S’ils sont trés jeunes (sous
I’angle du programme génétique), ils régénerent des individus qui ont un développe-
ment sensiblement normal ; s’ils ont un 4ge génétique plus avancé, ils peuvent donner
des régénérants déja «agés» (par exemple des pieds de tomate dont la floraison est ainsi
hitée, ce qui peut &tre intéressant). Mais il faut noter aussi que le milieu de culture in
vitro constitue, en lui-méme, un systeme de résonance avec 1'explant et qu’il peut, par
les hormones choisies, dédifférencier le tissu mis en culture,; ¢’est-a-dire décorréler le
réseau épigénique et ainsi rajeunir le programme génétique. Un stade, se rapprochant
du point zéro, est obtenu fréquemment en utilisant le 2-4 D qui déclenche la produc-
tion d'une forte callogenese.

Le type de production en culture i vitro est donc une fonction de 1'étape génétique
inscrite dans I'explant et de la rectification de cette programmation épigénique sous
I'effet du milieu et des conditions de culture in vitro. Plus I’explant est volumineux,
moins il sera sensible au milieu (puisque son réseau de signaux sera plus fortement
structuré).

On appelle souvent «polarité» 1’intensité de tension structurelle des réseaux de
signaux qui génerent la situation épigénique.

En d’autres termes, 1'explant posséde, au moment du préleévement, sa polarité
propre, mais I'interaction avec le milieu de culture modifie cette polarisation [6].

On peut donc, en principe, produire des vitroplants a partir de nombreuses parties
de la plante : bourgeons. tiges, feuilles, racines, inflorescences. etc. Les jeux d’inter-
actions entre polarité de 1'explant et statut polarisant (en positif ou en négatif) du
milieu expliquent I’aspect «cuisine» des recettes de chaque laboratoire et de chaque
producteur de vitroplant.

Embryogenese somatique

L’ovule comprend un territoire haploide, le sac embryonnaire, qui, apres féconda-
tion, se différencie en embryon et albumen.
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L’embryon avancé s’appelle plantule. On y reconnait déja un pdle radiculaire et un
pble gemmule, entre les cotylédons. On peut, a partir d’explants appropriés (et de
conditions de culture in vitro trés spéciales), maintenir dans les cellules d’un tissu cul-
tivé in vitro les potentialités embryogeénes; on peut méme en faire dériver des cals
embryogeénes. Dans ces types de formations, il se développe des massifs sphériques qui
prennent les formes «cceur» et «torpille» caractérisant les phases du développement de
I’embryon. On parlera d’embryons somatiques pour désigner ces formations qui pos-
sédent une autonomie vis-a-vis du tissu générateur avec un pole radiculaire, un
méristeme caulinaire et des «pseudo»-cotylédons bien différenciés [7].

Chez la plupart des especes, pour obtenir de telles structures, il faut que ’explant
soit marqué par un programme génétique tres jeune, trés proche de 1’état embryonnai-
re : parois de 1’ovaire, pi¢ces inflorescentielles proches de 1'embryon, embryon
immature, zone hypocotyle de la plantule, bases cotylédonnaires. Il faut aussi que 1’ex-
plant soit d’une dimension telle que sa polarité soit suffisante, mais pas trop marquée,
sinon on régénérerait un vitroplant différencié, et non des embryons. Il faut encore que
le milieu in vitro dans lequel est plongé 1’explant soit adapté aux conditions de I’em-
bryogenése ; c’est pourquoi, pour beaucoup de cas, des séquences de deux, trois... six
milieux différents et bien caractérisés s’averent nécessaires. Le conditionnement d’une
polarité de type embryonnaire est trés délicat ; si le gradient est insuffisant, I’embryon
somatique est mal formé et ne «germe» pas (gemmule ou radicule non différenciée) ;
si le gradient est trop marqué, on n’observe plus d’embryogenese mais une régénéra-
tion plus banale. Les potentialités d’embryogenese somatique sont donc fugaces et tres
localisées [8, 9].

Semences artificielles

Les embryons somatiques sont difficilement utilisables tels quels, en particulier ils
sont tres sensibles a la déshydratation. Cependant, on peut assez facilement les enrober
dans des gelées nutritives et protectrices (classiquement on utilise les alginates et un
milieu de type Murashige-Skoog dilué). On peut également surajouter a I’enrobage une
coque plus dure. L'ensemble de I'embryon et de ces couches protectrices est appelé
«semence artificielle» (Fig. 24).

A I’heure actuelle cette technologie est trés évolutive ; chaque laboratoire résout les
différents problémes posés :

— production synchrone d’un grand nombre d’embryons somatiques, ce qui sup-
pose une maitrise des cytoculteurs adaptés, une sélection des souches embryogeénes
pour I’«inoculation» des cytoculteurs, un tri au cours de I’embryogenése ;

— technique de récolte des embryons «miirs» pour les enrober individuel-
lement ;

— stabilisation des embryons enrobés pour éviter qu’ils ne continuent a croitre dans
le gel qui les enrobe ;

— faculté germinative comparable a celle d’une semence naturelle ;
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Figure 24. — Schéma d’obtention d'une semence artificielle.

— conformité de la plante obtenue avec le type de la plante mere qui a ainsi été clo-
née.
L’énorme enjeu économique que constituera la maitrise de la technologie des

semences artificielles entraine, hélas, une vive compétition entre laboratoires et nuit a
la diffusion des résultats, méme les plus ponctuels [10].
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Résultats positifs actuels

Dans le domaine des vitroplants

Environ dix ans aprés les stabilisations de souches in vitro par White aux Etats-Unis
et Gautheret et Nobécourt en France (1939), Ball sur le lupin et Wetmore et Morel sur
les fougeres obtinrent des régénérations de plantes entieres [11].

Peu de temps apres, Limasset et Cornuet (1949) démontrérent clairement que les
apex de tabac étaient sans virus, ce qui permit a Morel et Martin de guérir en 1952 des
dahlias virosés en régénérant des plantes saines a partir des méristémes.

Cette technique s’est rapidement développée : en 1963 [12], I'assainissement des
orchidées s’appliquait commercialement et 1’on assistait aux débuts de la propagation
des ceillets par culture de méristemes in vitro Depuis, le nombre d’especes ainsi pro-
duites croit sans cesse ; nous ne citons que les plus importantes : fraisier, ceillet,
gerbera, rosier, rhododendron, pomme de terre (premieres générations), sainpaulia, trés
nombreuses plantes vertes. palmier a huile, bananier, porte-greffe de pécher, merisier,
eucalyptus, pommier, cerisier...

Pour les especes ornementales en France, plus de 30 millions de pieds sont vendus
chaque année et I’augmentation, si elle n’est pas tout aussi spectaculaire qu'aux Pays-
Bas (7 millions en 1980, 35 millions en 1985 et bientdt 100 millions de vitroplants),
n’en est pas moins trés marquante [13].

Le nombre des entreprises pratiquant la micropropagation de manicre significative
en France atteint la trentaine et s’accroit luie aussi d’année en année.

Pour les semences artificielles

Il est important de bien faire la distinction entre 1'enrobage de semences sexuées
classiques et les semences artificielles : les problemes sont tres différents et les tech-
nologies, au moins au départ, divergent notablement.

Si la commercialisation de graines enrobées est courante chez la betterave, la laitue
etc., a I’heure actuelle aucune semence artificielle n'a été commercialisée dans le
monde. Les aspects positifs enregistrés sont donc des succes de laboratoire développés
souvent de manieére artisanale et il faudra encore franchir de grands pas pour aboutir a
la commercialisation de ce nouveau produit.

La réponse des diverses especes a I'embryogenese somatique est tres diverse : des
ombelliferes réagissent bien (carotte, panais. fenouil), les cruciferes sont une famille
favorisée (chou, colza, bourse a pasteur, arabidopsis...), certaines légumineuses don-
nent de bons résultats (luzerne...), certains cépages de vigne et certains génotypes de
bananiers peuvent étre cités parmi les succes importants.
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En revanche. d’autres familles comme les solanacées ne paraissent pas trés favo-
rables, les monocotylédones du groupe des graminées posent des problémes alors que
les palmacées présentent beaucoup moins de difficultés [10].

En ce qui concerne le choix de I'explant, on a pu maintenant cerner le pro-
bleme : d’une maniére générale les inflorescences immatures, et surtout les embryons
immatures, sont a I'origine de cals embryogénes, mais les axes hypocotyles de trés
jeunes germinations fournissent aussi des tissus qui répondent positivement.
Cependant, si bien souvent on parvient a révéler des tissus embryogenes qui générent
de nombreux embryons sphériques, il est plus difficile de maintenir des souches
embryogénes qui soient stabilisées dans cette aptitude : il faut souvent repartir au type
d’explant d’origine pour maintenir 1" aptitude.

Les cals embryogenes sont souvent développés en culture in vitro sur milieu solide.
Une fois obtenus, on utilise des fragments de ces cals pour démarrer une culture en
milieu liquide agité dans un cytoculteur (encore appelé fermenteur). L3, le cal se scin-
de en cellules qui, sur le mode d’un zygote, donnent un développement embryonnaire
en passant par les stades sphériques (morula) puis par la forme «torpille» ou apparais-
sent les deux ébauches de cotylédons, la forme «cceur» ot se marque 1’allongement de
I"hypocotyle et de la zone radiculaire et enfin la morphogenése «plantule» avec coty-
lédons, gemmule, axe hypocotylé, radicule bien ditférenciés [14].

Chez les ombelliferes, les cruciferes, la vigne, la luzerne. ces stades se succédent
assez aisément, pour un grand nombre des cellules dans le milieu. Chez la carotte, par
exemple, on peut obtenir dans de bonnes conditions jusqu’a ! million d’embryons en
développement par litre de culture !

L’un des probléemes rencontrés est I’hétérogénéité des vitesses de développement
des embryons. Dans un cytoculteur coexistent des embryons de tous ages, sphériques,
torpilles, cordiformes. plantules...

Avant d’entreprendre une production de routine, il est nécessaire de synchroniser
cette morphogenese : une solution partielle consiste a cribler la culture tous les deux
ou trois jours sur des filtres a mailles calibrées, de dimensions adaptées & la taille crois-
sante des embryons.

Mais il est évident que les cytoculteurs actuels ne sont pas adaptés a cette techno-
logie et qu'il faudra les modifier. Pour des cultures bien menées. la production des
embryons demande environ un mois, mais cela dépend largement de 1'espéce et du
génotype. Au stade plantule bien différenciée, on récolte les embryons et ils sont enro-
bés dans une solution nutritive gélifiée. L alginate est le gélifiant le plus couramment
expérimenté. On coagule la solution d’alginate contenant les embryons par une préci-
pitation, goutte a goutte dans un sel de calcium. La aussi la technique utilisée est
artisanale et imparfaite ; certaines gouttes contiennent deux et parfois trois embryons,
d’autres sont vides.

Les embryons somatiques ainsi entourés de leur gelée nutritive peuvent, en plus,
étre superficiellement pelliculés. Il existe pour ce faire une technologie de pelliculage
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des semences conventionnelles, qui est bien au point et qui peut s’appliquer aux
«billes» d’alginate.

Mais la difficulté majeure rencontrée a ce stade du processus réside dans le fait que
I’embryon somatique n’a pas de «quiescence» ou, encore moins souvent, de dor-
mance ; ¢’est-a-dire qu’il continue immédiatement a se développer en jeune plante. De
nombreuses expérimentations sont mises au point pour stabiliser cette semence artifi-
cielle : on a tenté d’utiliser la déshydratation, la pression osmotique. le froid, la carence
en sels minéraux indispensables et les traitements par acide abscissique.

Dans toutes ces directions, des résultats positifs partiels ont pu étre obtenus et
chaque laboratoire progresse continuellement. Les meilleurs résultats, par déshydrata-
tion modérée, font état de deux a trois semaines de stockage possible, mais la survie
des semences n’est pas parfaite [10, 14].

On peut mettre en terre, comme pour une graine, la semence artificielle et elle se
développe par une «germination» en jeune plante ; cependant, trés souvent I'embryon
somatique est enzymatiquement mal équipé pour métaboliser les réserves nutritives
mises a sa disposition : il faut parfois aider sa germination en arrosant pendant
quelques jours avec une solution de sucre tres diluée.

Les quelques expériences qui ont été menées jusqu'au bout dans la culture des
plantes issues de ces semences artificielles ont montré que les individus produits
étaient vigoureux, homogenes, mais qu’ils n’étaient pas toujours des copies conformes
de I'individu «donneur» de départ ; des vitrovariations sont apparues : carottes rami-
fies ol Iorthotropie radiculaire n’était pas maintenue par exemple. Cela pose le
probleme trés général du contrdle des vitrovariations (Chap. IV).

Comme on le constate aisément. la technologie des semences artificielles est loin
d’étre arrétée : de nombreux progrés restent a faire pour vaincre les diverses difficul-
tés rencontrées. Cependant, cette technologie va s’implanter au cours des prochaines
années pour deux types de raisons :

— la production de semences artificielles est tout a fait «robotisable», beaucoup
plus facilement que la production de vitroplants [15] ;

— de nombreuses plus-values sont spécifiquement adaptées a ce mode de propaga-
tion d'un génotype (on verra qu'une partie d’entre elles est applicable aux vitroplants
et une autre partie aux semences conventionnelles enrobées).

Plus-values liées a la technologie des semences artificielles

Plus-values d’ordre génétique

Actuellement, pour développer une variété hybride il est nécessaire d’entretenir une
lignée paternelle et une lignée maternelle, chacune ayant été sélectionnée pour sa
bonne aptitude a la combinaison spécifique avec ['autre. Il faut ensuite réaliser
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I"hybridation entre ces deux parents en évitant qu’il ne se produise de I’endogamie par
autofécondation ou par pollinisations intralignées parentales.

Ainsi la graine récoltée donnera des plantes hybrides F;. On assure I’hybridation
entre les deux parents, soit en introduisant génétiquement dans la lignée maternelle des
facteurs de stérilité¢ male, soit en faisant la castration mécaniquement.

Le pollen de la lignée paternelle est transféré sur la lignée maternelle par le vent
(anémophilie) ou par les insectes (entomophilie) ou I"hybridation est faite a la main
(tomates hybrides, cototiers nains hybrides, etc.). Tout cet ensemble, lignées a produi-
re, champs semenciers, castrations, pollinisation, récolte sur la lignée maternelle,
constitue une charge importante. Le clonage de 1’individu hybride sous la forme de
vitroplants, ou mieux encore de semences artificielles, supprime tous ces aspects labo-
rieux : la sélection créatrice se ramene a la détection du meilleur individu hybride.

Dans le cas des espéces autogames (blé, orge, riz, soja, pois, laitue, arachide, coton-
nier, par exemple), il est difficile de valoriser la vigueur hybride, car la plupart des
variétés sont fortement homozygotes. Or on pourrait, d'un coup, gagner environ 30%
sur toutes les performances si I’on était capable de diffuser un cultivar hybride Fy : par
exemple, une laitue F; fournirait une «pommes» commercialisable beaucoup plus rapi-
dement, une arachide F serait plus précoce avec un rendement accru, un soja Fy aurait
un rendement en graine de 30% supérieur, etc.

11 suffirait, pour diffuser de telles structures, de réaliser, une fois pour toutes, par
hybridation manuelle un bon individu hybride, qui serait ensuite cloné.

De méme pour certaines plantes a multiplication végétative, comme la pomme de
terre, la banane, le manioc..., on pourrait envisager la propagation par semences artifi-
cielles, ce qui donnerait des taux de multiplication beaucoup plus élevés et éviterait la
diffusion de viroses.

Enfin certaines plantes issues de manipulations génétiques pourraient devenir sté-
riles, ou encore on pourrait avoir avantage a sé€lectionner des mécanismes inhibant le
développement floral chez certaines especes (lin a fibres, épinard, laitue...).

Dans ces cas, la voie idéale est la multiplication in vifro du génotype ainsi créé.

I1 est donc clair que le cultivar diffusé par micropropagation doit étre une structure
génétique supérieure, un produit génétique nouveau différent de ce que 1’on diffuse par
les semences classiques.

Plus-values d’ordre sanitaire

L’usage le plus fréquent, déja au point dans les semences conventionnelles enro-
bées, est 1’addition d’un pesticide inclu dans l'enrobage : on utilise ainsi une
localisation précise. pres de la jeune plante, ce qui permet des microdoses de produit.

Une solution élégante consiste aussi a ajouter dans la gelée nutritive des organismes
vivants antagonistes des pathogénes de la jeune plante (par exemple des antagonistes
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des Pythium ou des Fusarium ); les Trichoderma et les Pseudomonas sont les antago-
nistes qui sont les plus efficaces.

Enfin la thermothérapie (dans le cas de virus intracellulaires) et la prémunition
pourraient étre valablement adaptées pour un traitement au stade plantule ; on aurait
ainsi des semences artificielles trés bien protégées.

11 faut noter, en outre, que les semences artificielles sont produites dans des milieux
stériles, elles sont donc partaitement débarrassées de tout germe pathogéne.

Plus-values d’ordre dynamique

On peut aussi, dans 1'enrobage. ajouter des additifs nutritionnels importants et
méme accompagner les substances de réserve des enzymes fixées qui les lyseraient
pour les pré-digérer pour la jeune plante. Des hormones de croissance favorisant
le développement radiculaire sont aussi utilisables pour des germinations plus
vigoureuses.

La technique permet aussi d’enrober des embryons «pré-germés» qui donneraient
ainsi une levée tres rapide, mais cette particularité de la semence artificielle nécessite-
ra des soins trés précis au moment du semis (contrdle soigneux de I’hygrométrie du
milieu).

Par ailleurs, la mycorhization par addition d’endomycorhizes a I’embryon soma-
tique a été réalisée avec succes. Le développement de cette expérience donnera des
interactions trés spectaculaires permettant d’accroitre notablement les performances
des jeunes plantes. Dans le méme ordre d’idée, la symbiose avec les rhizobium des
légumineuses pourra étre amorcée dés le stade plantule.

On voit donc qu’un cultivar hybride F; diffusé avec un grand nombre de plus-values
est un produit nouveau, sophistiqué mais tres performant et vraisemblablement a terme
tres rentable. Ce produit nouveau impliquera un utilisateur éduqué et ayant une grande
technicité pour en tirer tous les aspects positifs [16].

11 est difficile au stade des premiers pas de réalisation artisanale de tenter une esti-
mation du cofit des semences artificielles. Il devrait en toute logique se situer a un
niveau intermédiaire entre celui de la semence naturelle et celui du vitroplant.

Les délais d’apparition sur le marché de ce nouveau produit sont eux aussi difficiles
a évaluer. Dés maintenant des semences artificielles de palmier dattier pourraient étre
semées en palmeraie expérimentale, mais, pour la grande majorité des especes. il faut
avant tout résoudre plusieurs problémes.

Problémes et perspectives

Les problémes se situent. pour la plupart, a la charniére entre une réussite artisana-
le et I'industrialisation. Par exemple, on sait produire des embryons somatiques en
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nombre élevé pour certaines espéces intéressantes (famille des ombelliteres et des cru-
citeres, luzerne, vigne), mais comment se passer du retour a la plante pour maintenir
les souches embryogenes de départ ? Quel type de stockage des cals embryogenes ?
Pour la régularité des embryons produits, on peut atteindre un niveau satisfaisant, mais
il est clair que les cytoculteurs actuels ne sont pas adaptés aux filtrations fréquentes, ni
au calibrage, ni a la récolte, ni 4 la sortie des embryons un a un, pour I'enrobage.
L’industrie des cytoculteurs devra inventer un «embryoculteur» de conception totale-
ment différente, avec des oxygénations critiques a certains stades. Il est donc
vraisemblable que la production en milieu liquide ne correspond pas a un optimum.

De nombreuses recherches sur les phases de I’embryogenése devront accompagner
les tentatives de stabilisation a la récolte. Des études comparatives entre 1’évolution de
I’embryon sexué et I"évolution de I'embryon somatique, notamment en ce qui concer-
ne les teneurs en eau, devront étre réalisées, espece par espéce et, peut-€tre, génotype
par génotype. Il est tres probable que 1'enrobage par alginate ou tout autre gélifiant ne
représente qu’une étape expérimentale bien commode, mais d’autres formulations,
polysaccharides, tourbes, coques plastiques, etc. paraissent nécessiter des études expé-
rimentales.

Enfin 1'addition de la plupart des éléments de plus-value, tels qu’ils ont été men-
tionnés, doit étre, elle aussi, réalisée en routine, notamment en ce qui concerne la
production des structures hybrides. On le voit, la solution de ces problemes est pluri-
disciplinaire : c¢’est I"affaire d'une concertation de tous.

Néanmoins les vitroplants aujourd’hui. les semences artificielles deés demain, vont
gagner du terrain. Qu’on songe aux nombreuses sociétés commerciales (une bonne
centaine) qui, déja, en Californie et en Floride, vendent des produits du clonage
in vitro.

En face de cette réalité qui s’installe progressivement. les problémes ne se situent
pas seulement au niveau scientifique, il faut aussi que, sur le plan social, I"éducation
des producteurs de semences amorce leur futur transfert dans le domaine de 1’embryo-
culture ; il faut que les acheteurs et utilisateurs acquierent des compétences leur
permettant de valoriser des cultivars plus performants, plus précis, mais plus délicats
aux premiers stades, répondant a des techniques de semis nouvelles : semis liquides ?
Supports souples contenant des embryons ? Gélules ? Enrobages sphériques hydro-
phobes ? Les pépiniéristes deviendront-ils des puériculteurs de la future plante ?

Dans un autre domaine, il importe que cette technique de production ubiquiste de
n'importe quelle espéce (on pourra produire dans une usine de banlieue en Suede les
semences d’une espéce tropicale) n’accroisse pas la dépendance de certaines nations.
La encore, il faut devancer I'événement et associer, dés maintenant, les scientifiques
des régions utilisatrices afin qu’ils soient a la base du développement national de cette
technologie.
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IV

Vitrovariations ou variations somaclonales ?

La régénération a partir de cultures in vitro est I’'un des outils de plus en plus utili-
sés, soit pour la multiplication, soit pour la conservation du germplasme, ou encore
dans le cadre des biotechnologies. Mais au cours de ces régénérations, il arrive que de
facon surprenante de nouveaux phénotypes apparaissent.

Mise en évidence de la variabilité issue de culture in vitro

Etapes successives

Apres les balbutiements de la culture in vitro décrits par Robbins en 1922 [1], puis
par White au cours des années 30 [2-5]. les premiéres expérimentations présentant des
phénomenes de régénération sur carotte ont été publiées par Nobécourt en 1946 [6].
Ensuite, de nombreux travaux réalisés dans les années 1950 ont été présentés par
Gautheret [7-9]. Ultérieurement, les techniques se sont diversifiées et 1'identité ou
reproduction conforme du matériel de départ était posée comme dogme.

En tait, le développement de plantes enti¢res a partir de méristémes amene rarement
aux variations telles que celles présentées sur le chou par Clare et Collin [10], alors que
la régénération de bourgeons a partir de cals primaires ou de souches entretenues
semble €tre une source commune de variabilité.

Des réflexions relatives aux causes et aux origines biologiques de ce phénomene ont
été proposées par Sibi dés 1974 [11, 22, 23], Brettell et Ingram en 1979 [12], Larkin et
Scowcroft en 1981 [13], Reisch en 1983 [14], Orton en 1984 [15], Karp et Bright en
1985 [16] et par Gould en 1986 [17]. La terminologie désignant les nouveaux types
obtenus a été trés diversifiée mais la dénomination «phénovariant» fut la premiere
proposée par Sibi en 1971 [18]. Cependant, en 1981, Larkin et Scowcroft [13]
employerent 1'expression «variation somaclonale», qui parait étre communément
utilisée.
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Les premiéres plantes variantes régénérées sur tissus somatiques ont été signalées
avant 1970 sur le tabac par Lutz [19] et Mousseau [20], sur la canne a sucre par Heinz
et Mee [21] et sur la laitue par Sibi [18].

La transmission héréditaire par autofécondation de ces variants a été effectuée pour
la premiere fois en 1971 sur la laitue par Sibi [18, 22, 23], puis sur le tabac par Binns
et Meins [24]. Depuis, ce type d’analyse a été largement utilisé ; ainsi de nombreuses
expériences sur la tomate ont ét€ présentées [25-27] et donnent une vaste gamme de
résultats.

Cependant, I’utilisation de dispositifs expérimentaux avec analyse de croisements
réciproques est assez peu fréquente. Les premiers travaux de ce type ont été réalisés
par Sibi chez la laitue [22, 23] et la tomate [28-31].

L’ apparition de plantes modifiées apres régénération de gamétophytes males par
culture in vitro puis doublement des chromosomes a également été signalée chez le
riz [32-38], le blé [39] et le tabac [40]. De plus, chez 'orge. 1'androgenese (par cultu-
re d'antheéres) aussi bien que la gynogenese (par culture d’ovaires non fécondés)
aménent a des variations qui ont, en 1982, été décrites et analysées par San-Noeum et
Ahmadi [41].

Il semble donc que les termes «vitrovariant» et «vitrovariation» soient des dénomi-
nations plus exactes pour désigner la variation exprimée au travers des divers tissus ou
techniques de culture in vitro.

Mémoire ou hérédité

Le niveau biologique impliqué dans la «vitrovariation» a parfois été recherché par
analyse de la «mémoire», de la stabilité ou méme de la transmissibilité du caractere
modifié.

Sur le plan biochimique, que les souches établies soient animales ou végétales. il
arrive fréquemment que les changements manifestés ne puissent étre interprétés en
seuls termes de mutations. Ainsi, en comparant les fréquences des mutants et des réver-
tants chez des cultures de tissus humains, De Mars [42] conclut 4 un nouvel état de
fonctionnement du matériel. Il qualifia de «périgénique» le phénomene pour signifier
qu’il devait impliquer un compartiment cellulaire situé autour du géne. Par ailleurs, des
variants de lin obtenus in sifu ont ét€ décrits par Durrant [43] comme des «géno-
trophes» et des mécanismes de modifications de méme type chez le mais furent appelés
«paramutations» par Brink et al. [44], terme repris et discuté par Tartoff {45] et par
Holliday [46]. Holliday, pour regrouper cet ensemble, proposa le terme «épimutation»,
désignant des modifications au niveau de 1'ADN, qui apparaissent ir situ a trés fortes
fréquences. Simultanément, sur des cultures de tissus de tabac, des modifications, soit
transitoires, soit stables, aprés régénération et reproduction sexuée, ont été appelées
«habituations» par Binns., Meins et Lutz [24, 47-49] ou mutation-like adaptation par
Skokut et Filner [50] : ces changements, en effet, ne pouvaient &tre classés comme des
résultats de mutations spontanées conventionnelles.
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Le fait que certaines de ces modifications aient été classées comme «épigénétiques»
(¢’est-a-dire non permanentes) bien qu’elles soient héréditairement transmissibles par
voie sexuée amena Filner, en 1980 [51]. a souligner les confusions de la terminologie.

Depuis 1971, des recherches entreprises par Sibi sur des lignées homozygotes de
laitue [18, 22, 23] et de tomate [25, 28-31] ont montré que la culture in vitro s’accom-
pagne d’un taux accru de mutations. Plus de 10% de mutants nucléaires monogéniques
ont été observés chez la laitue ; et, sur la tomate, le taux de mutations, monofactorielles
ou multiples, atteint 56% des individus régénérés. Cela est en accord avec les résultats
de Buiatti er al. [52] et de Evans et al. [53] sur la tomate, qui signalent des taux de 17%
et 5,6% de plantes mutantes.

Par ailleurs, a la fois chez la laitue et la tomate {22, 31], on a pu enregistrer une autre
catégorie de variations qui, dans ce cas, ne peuvent &tre explicitées en termes de sup-
ports génétiques strictement cytoplasmiques ou nucléaires. Leur stabilité héréditaire et
leur fixité génétique ont pu étre vérifiées a travers plusieurs générations d’autofécon-
dation. Les descendances de croisements réciproques manifestent une dissymétrie
d’expression, plus précisément des effets maternels ou parfois paternels. Dans certains
cas, lorsque 1’on croise ces variants issus d’un méme génotype, soit entre eux, soit avec
le type d’origine, il apparait des descendances manifestant des transgressions de per-
formances (mimant la vigueur hybride) au-dela des types parentaux du croisement :
cela est d"autant plus étonnant que le génome nucléaire du matériel de départ est homo-
zygote et a priori non modifié.

Ce méme type de comportement héréditaire avec asymétrie d’expression des croi-
sements réciproques a été observé sur des variants de riz [34] et d’orge [41] obtenus
apres haploidisation suivie de doublement chromosomique.

Compte tenu de cet ensemble de faits, I’expression «variation épigénique» a été
proposée et discutée par Sibi [11, 22, 23, 25, 28-31] et par Demarly [90] pour décrire
ces modifications transmissibles par voie sexuée et dont le comportement héréditaire
est inhabituel.

Eléments de base de la variabilité
Fond génétique

L impact du génotype sur la réussite de la culture /n vitro a été mis en évidence par
des analyses quantitatives chez le trefle violet [54] et chez le pétunia [55].

Les relations entre structure génétique et mutabilité (genes spécifiques et interac-
tions avec I’ensemble du génotype) ont aussi été montrées par De Nettancourt et
Devreux [56] chez la tomate apres analyse de 1’auto-incompatibilité gamétophytique
de Lycopersicon peruvianum.
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Chez cette espece allogame et tres fortement hétérozygote, les auteurs ont signalé
que la transformation d’un allele d’auto-incompatibilité en un autre (S| — S,) n’avait
jamais pu étre obtenue par traitement mutagene, mais apparait au cours de la fixation
de lignées par consanguinité, comme si des mécanismes alternatifs contrdlaient la pré-
sence d'une forme ou I’autre selon le degré d’homozygotie de la plante. En outre, les
cultures in vitro de tissus somatiques engendrent spontanément 1’apparition de nou-
veaux alleles S chez les plantes régénérées.

Ces analyses ont été poursuivies par Sree-Ramulu [57]. qui a établi la régénération
in vitro de plantes de Lycopersicon peruvianum par les diverses voies suivantes :
culture d’entre-nceuds, de tiges, et culture d’anthéres [58]. Les plantes issues d’entre-
nceuds, restant donc hétérozygotes, ne manifestent aucune modification au locus S,
alors que pour les plantes issues de culture d’anthéres les auteurs observent de nou-
velles expressions d’alleles S, dont des réversions, et méme quelquefois le passage
d’un contrdle gamétophytique vers un contréle sporophytique. Cela confirme la stabi-
lit¢ de l'allele S dans un fond génétique a fort degré d’hétérozygotie, et 1'impact
marquant de la consanguinité sur les modifications de comportement du systéme —S.
La conclusion est alors tirée que les nouvelles spécificités —S apparues in vitro ne
résultent pas de mutations ponctuelles au locus S [59], mais plut6t de modifications an
niveau de la régulation du génome.

Durée de la culture in vitro

La durée de la culture in vitro et, plus précisément, la longueur de la phase non mor-
phogéne était apparue depuis longtemps comme facteur de variabilité [11, 22, 60].
Plusieurs expériences ont permis de vérifier cette relation. Ainsi, un fort accroissement
de la fréquence des mutants et I'expression de types ancestraux ont été observés
[22, 23], mais aussi, les taux de mutations semblent liés au nombre de transferts i vitro
[26, 61-65], comme si cette phase avait un effet mutagéne sur les cellules cultivées ou
si la régulation des systémes de réparation de I'ADN était perturbée [28].

Par exemple, les plantes de tomates obtenues a partir des apex [66] ou régénérées
directement a partir de feuilles [67] ne donnent aucune variation, alors que de nom-
breux auteurs ont pu observer des variabilités de tous types sur des plantes régénérées
a partir de cals [25-27, 29, 31, 52, 68-70]. la majorité des vitrovariants de tomate
paraissant étre des mutants de génes nucléaires, avec les taux extrémes déja signalés de
56% [25] a4 5,6% [53] et la valeur intermédiaire de 17,04% [52].

L’un des cas, assez particulier, concerne I'effet de la culture in vitro sur I’expres-
sion des taux de recombinés observé par Sibi et al. [71]. Chez la tomate, aprés culture
in vitro de génotypes possédant des marqueurs, 1’accroissement des taux de recombi-
nés atteint 25% a 30%. Cela impliquerait, soit I'amplification de génes entre les
marqueurs comme le suggerent les travaux de Nuti Ronchi [72], Nagl [73. 74}, Buiatti
[75], Schimke et al. [76], soit des modifications du contrdle du crossing-over [46].
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Ainsi, outre I’apparition fréquente de mutants, la culture in vitro semble entrainer
de nouvelles régulations particulieres qui s’expriment a travers différents systémes,
comme ceux qui contrblent le crossing-over ou qui régulent la mutabilité.

Cependant, I’impact de la durée de culture in vitro observé sur les taux de mutation
ne semble pas affecter la fréquence des modifications épigéniques ; celle-ci semble
essentiellement dépendre du génotype (espece, variété) et des conditions de culture in
vitro. Ces modifications peuvent apparaitre dés le premier cycle in vitro et leur fré-
quence semble stabilisée a partir du troisiéme ou quatrieme transfert [23, 26, 29, 31].
Pour la tomate, les plantes régénérées aprés une courte phase de culture i vitro ont
donné jusqu’a 17% de descendances issues de plantes meres porteuses de modifica-
tions épigéniques. Cette valeur n’est pas plus élevée chez les souches plus dgées. Le
passage par cal et parfois le nombre de cycles de culture in vitro apparaissent donc
comme les principaux facteurs induisant, permettant ou révélant une variabilité, mais
il semble aussi que la plasticité du génotype et de ’espece ait un rdle essentiel.

Types de modifications

L’ observation des vitrovariations obtenues aléatoirement peut se situer a plusieurs
niveaux phénotypiques (cytologique, morphologie générale...). Les premiéres expé-
riences incluant des pressions sélectives effectuées par Carlson chez le tabac [77] ont
donné des résultats positifs, mais, a cette époque, ces expériences difficiles a interpré-
ter furent controversées.

Cependant, depuis, des sélections in vitro pour tout type de caractéristique ont de
plus en plus été tentées et de nombreux auteurs les ont signalées. Par exemple, la résis-
tance ou la tolérance a des maladies [78], a des herbicides [79-82], aux sels minéraux
[83], au froid [84], aux traumatismes [85] etc., ou I’obtention de qualités spécifiques
[86]. Toutes ces recherches sont trés stimulantes pour I’amélioration des plantes dans
la mesure ol ces nouvelles potentialités avantageuses sont maintenues dans la plante
régénérée et passent par les organes de multiplication (tubercules ou graines, par
exemple).

Régénération de plantes modifiées

Matériel mis en culture

In situ, une cellule fait partie d’un organe, intégré a I’ensemble de la plante. Son
expression et sa régulation sont trés précisément programmées et corrélées a l’en-
semble [87]. La taille de I’explant prélevé pour la culture in vitro détermine des
modifications structurales ou relationnelles et joue un rdle majeur sur la diversité d’ex-
pression [11, 29, 88]. Un entre-nceud, un bourgeon préformé, un apex différencié ou un
gamétophyte sont déja «stratifi€s» ou programmés [89] : peu de modifications sont a
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attendre de la régénération directe de tels explants, comme le montre la bibliographie.
sauf si la composition du milieu déclenche de fortes perturbations ou entraine un déve-
loppement sous forme de cal. Au contraire, les tissus excisés, les cellules dissociées et
les protoplastes donnent une large variabilité, cela d’autant plus que leur développe-
ment passe par un stade cal. Soulignons que I’embryogenese somatique peut, elle aussi,
entrainer une variabilité qui parait impliquer le type de tissu utilisé (Tableau I}.

En fait, la cellule posséde maintes voies d’expression, car 1’information chromoso-
mique de base peut fonctionner selon diverses modalités [87, 90]. Dans un cal non
morphogene, seules les fonctions de survie sont nécessaires et doivent de ce fait
demeurer intactes. En revanche, des modifications portant sur les structures biolo-
giques et génétiques de toute autre fonction sont possibles et sans conséquences a ce
stade. Elles apparaissent donc plus fréquemment que dans les tissus organisés, entrai-
nant I’expression d’un large spectre de variations [22]. Les observations et conclusions
touchant a la durée de la phase cal et a son réle sur I'accroissement du taux de varia-
tions semblent alors tout a fait logiques.

Organogenese a partir de cellules aux potentialités différentes

Quand la morphogenese se produit, elle peut maintenir les modifications déja pré-
sentes dans les tissus ou au stade cal, mais elle bloque I'apparition de nouveaux
changements [91]. Les cellules se divisent et s’organisent pour donner un bourgeon. En
conséquence, les cellules aux potentialités nouvelles, et concernées par cette morpho-
gengse, sont étendues a I'ensemble de I'organisme. Les nouvelles expressions
cellulaires sont alors «amplifiées» et visualisées au niveau de la plante entiere [22] et
il est alors possible de poursuivre 1'analyse de la stabilité génétique et de la transmis-
sibilité des caractéristiques phénotypiques correspondantes.

Transmissibilité héréditaire des modifications

Structure d’une plante

Un bourgeon régénéré peut &tre issu d’une seule cellule [61, 92] mais, plus fré-
quemment, son origine est pluricellulaire. Les plantes de pétunia régénérées a partir
d'une chimere péricline albinos et chlorophyllienne, présentent trois classes de phéno-
types [107] : vert, blanc et mixte, ce dernier type démontrant que les assises albinos et
vertes ont simultanément participé a la morphogenese. Cette conclusion a été confir-
mée sur le tabac [93], la tomate [58, 94], le mais [95] et sur diverses especes florales
[96]. Les réflexions de Benzion et Phillips [97] sur ces expériences sont en accord avec
les conclusions tirées par Sibi [22, 23] chez la laitue : les files cellulaires issues de cel-
lules originelles spécifiques ne doivent pas €tre considérées comme des clones, mais
comme des mosaiques ou comme des tissus en chimere [22, 23]. De plus, chez beau-
coup d’especes, la plante est structurée en au moins trois assises cellulaires [98]
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appelées L, L, et L (Fig. 25) et le phénotype est le résultat de 1’interaction entre ces
assises [99-101]. Les racines ont pour origine la sous-couche L3, 1a plus profonde, qui
est encore appelée corpus ; les embryons proviennent de Ly, et L.; recouvre les parties
aériennes. L et L, sont toutes deux impliquées dans la constitution de la graine et du
fruit ainsi que L3 dans certains cas [102, 103]. La lignée germinale, qui engendre la
descendance, n’a donc pour origine que la sous-couche L, exclusivement.

Possibilité d’une hérédité des modifications

Le comportement et la stabilité des variations visibles ou non chez la plante régé-
nérée dépendent de deux facteurs au moins :

— Les assises tissulaires de la plante régénérée, concernées par la (ou les) modifi-
cation(s) : tout changement ne touchant pas des cellules de 1'assise L, sera perdu a la
méiose. Réciproquement, une plante régénérée, phénotypiquement normale, peut don-
ner naissance, par autofécondation, a des descendances qui expriment de nouvelles

Tissu
sporogéne

Parties
florales

Epaisseur
de la feullle

— L1, assise épidermique

{T3 Lj, assise sous-épidermique

.5, Lg, corpus

'’

Figure 25. — Organisation de la plante en chimére péricline.
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caractéristiques si les modifications portées par la L, n’émergeaient pas phénotypi-
quement chez la plante mere. Un effet «retard» peut donc étre observé en fonction des
potentialités cryptiques de la plante.

— Le type de modification chez la cellule originelle : I’amplification de genes
instables [75], les modifications biologiques réversibles ou transitoires [47, 50, 104],
I’extinction ou la remise en expression de génes [105, 106] en fonction de 1'intensité,
P'efficacité ou la répartition des méthylations de 1'ADN [46, 108, 109] constituent des
états ou des éléments de modification qui peuvent éventuellement s’effacer plus ou
moins rapidement a un stade donné de la morphogenese de la plante régénérée, ou lors
de la méiose dans le passage a la descendance, ou méme encore a des stades ultérieurs.

En fonction de ces alternatives, on peut définir des séries de tests pour mettre en évi-
dence le compartiment cellulaire impliqué dans la modification phénotypique.

Type d’hérédité et niveau biologique impliqué :
diagnostic génétique

Un matériel biologique convenable pour une approche expérimentale fiable doit
inclure les points suivants :

— une espece diploide, c’est-a-dire possédant des criteres génétiques qui suivent
des lois classiques mendéliennes ;

— une structure génétique homozygote, c’est-a-dire un matériel génétiquement
fixé, n’exprimant donc pas de ségrégation ;

— un systeme floral permettant d’effectuer facilement des croisements ou des auto-
fécondations, ¢’est-a-dire ne dépendant ni d’auto-incompatibilités, ni de stérilité male ;

— un nombre de chromosomes assez faible, c’est-a-dire un dénombrement aisé ;

— un matériel ou 1'on maitrise in vitro la formation de cals et les conditions de
régénération.

Remarque : tous les tests qui vont suivre portent sur des effectifs individuels suffi-
sants, a la fois chez les témoins et les autres catégories traitées. Les dispositifs
expérimentaux, de type blocs aléatoires avec répétitions, sont conduits dans de bonnes
conditions (c¢’est-a-dire sans compétition ni effets d’interaction entre chacun des indi-
vidus observés et sa position dans la parcelle) (Tableau II).

Dénombrement chromosomique chez les plantes régénérées

Des modifications caryotypiques comme 1’aneuploidie ou des changements du
niveau de ploidie peuvent étre directement détectés par des comptages chromoso-
miques sur les extrémités radiculaires des plantes régénérées. Ce type de variabilité a
é1é largement décrit [14, 16, 110-112]. Rappelons que les chromosomes doivent étre a
nouveau dénombrés chez la descendance issue de 1"autofécondation, pour vérification.
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Tableau I1. Diagnostic génétique : tests expérimentaux et bases biologiques des moditications touchant
la plante régénérée (issue de matériel homozygote).

Type de test Résultat Bases biologiques impliquées
Observation cytologique Modification du hombre Niveau de ploidie,
du caryotype de chromosomes ou ou méme aneuploidie
du niveau de ploidie
Descendances Issues Ségrégation des caractéres + Recombinaisons
de |'autofécondation - Mutations dominantes ou
récessives sur l'un des 2
chromosomes de la paire
Croisements dialléles des Identité des croisements
parents "fixés" et du témoin réciprogques » Double-mutant mono-
génique, délétion, amplifica-
Autofécondation des Ségrégation des critéres tion spécifique, conversion
croisements réciproques avec retour des classes particuliere
parentales
. |
Croisements dialléles des Comportement dissymétrique j
parents "fixés" et du témoin des croisements féClprquES + Sélection gaméthue :
différentielle selon la
Autofécondation des Phénotype fixé, pas de vole male ou femelle
crolsements réciproques catégorie parentale
Croisements dialleles des Asymétrie des croisements
parents "fixés" et du témoin réciproques effets maternels, 1 Nouvelles expressions
paternels ou de transgression , | du génome par
retour possible des + Modification au niveau
classes parentales des organites ou de
k leur démographie
Autofécondation des Maintien des potentialités + Modification de systémes
croisements réciproques des croisements et de extrachromosomiques
I'homogénéité méme nucléaires
Intra-descendance :

Quand I’absence d’anomalies caryotypiques a été¢ confirmée malgré les modifica-
tions phénotypiques. I’analyse doit alors porter sur les produits de 1’autofécondation.

Analyse des autofécondations

Chaque plante régénérée est une entité propre et les comparaisons entre les descen-
dances de I’autofécondation, a la fois des témoins homozygotes d’origine et des plantes
régénérées, ameénent aux alternatives suivantes.
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Conformité au témoin

Si la descendance de la plante régénérée autofécondée ne montre aucune variation,
il semble raisonnable de conclure a la conformité de cette descendance. La modifica-
tion exprimée par la plante régénérée était transitoire ou «épigénétique» : effet
momentané de Ja culture in vitro avec retour au type de départ, perte de la modifica-
tion avant la différenciation des cellules reproductives, ou encore, assise L, du variant
non touchée.

Ségrégation de la descendance

Cette ségrégation peut s’exprimer par une simple disjonction mendélienne pour une
caractéristique qualitative, donnant alors naissance aux catégories classiques de géno-
types parmi lesquelles le type témoin est représenté. Dans le cas ol une caractéristique
quantitative est touchée, on observe un accroissement significatif de la variance intra-
descendance par rapport a la variance du témoin.

Cette situation est en général attribuée a des modifications de génes codants situés
sur I'un ou 1'autre des deux chromosomes d’une méme paire et elle entre dans la caté-
gorie des mutations (éventuellement, effets de transposition [120]) déja signalées, ou
elle peut étre due a certains remaniements chromosomiques (délétions, inversions...) de
petite amplitude et difficilement détectables par la cytologie, sauf par technique de
banding.

Cependant, il ne faut pas oublier que la ségrégation d’éléments cytoplasmiques
[121, 122] peut entrainer une gamme assez large de catégories qui peuvent se supet-
poser (ou rester indépendantes) aux effets précédents.

Phénotype variant homogene sur toute la descendance

Dans ce cas plus étonnant, on peut observer de nouveaux types ou de nouvelles
caractéristiques biométriques, mais le phénotype témoin n’apparait jamais et la varian-
ce intra-descendance n’est pas accrue.

Ainsi, quel que soit le site de modification au sein de la cellule, les deux chromo-
somes d’une méme paire s’expriment identiquement. Le niveau biologique de ce type
de vitrovariations pourrait étre localisé€ dans le compartiment cytoplasmique, mais il
peut aussi s’agir d'un phénomeéne qui affecte simultanément les deux loci homologues
comme des doubles mutations, des délétions ou des amplifications spécifiques par
conversions particulieres [123, 124] ou par des mécanismes de réparation de I'’ADN
{108] ou encore de nouvelles expressions géniques dues a des modifications de sys-
témes nucléaires extrachromosomiques.

Ajoutons que tous les types de modification cités peuvent se cumuler. En méme
temps qu'un événement mutationnel, d’autres modifications peuvent se produire :
cytoplasmiques par exemple, inhibant ou masquant I’expression du phénotype témoin.
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On ne peut ainsi a partir des descendances d’autofécondation clarifier définitivement
fes hypothéses et il faut avoir recours aux croisements réciprogues.

Descendances des croisements réciproques

Ce type d analyse est fréquemment utilisé pour démontrer 1'expression asymétrique
des potentialités parentales transmises par les gametes miles ou femelles de la plante
hermaphrodite. Deux entités parentales vont donc étre confrontées symétriquement, et
la série des croisements réciproques pourra &tre analysée par comparaison des deux
croisements entre eux, ou avec le couple de parents respectifs.

Un dispositif diallele complet est souvent délicat a réaliser, mais c’est lui qui abou-
tit aux meilleures informations. Plusieurs modéles mathématiques d’analyse de ce
dispositif sont proposés, mais la méthode de Griffing [125] sans les autofécondations
semble étre I'une des moins restrictives.

Des informations complémentaires peuvent étre obtenues en opérant un test de
«comparaison multiple des moyennes» sur les séries de performances des parents (ou
de leur autofécondation) et des croisements. Les valeurs des variances doivent ici enco-
re étre testées pour s’assurer de la fiabilité des caracteres mesurés. Dans le dispositif
dialléle, une paire de croisements réciproques est issue d’un méme couple de parents
dont chaque individu est fécondé par I'autre. L’analyse des données ameéne a divers
résultats correspondant chacun a une hypotheése spécifique.

Identité des croisements réciproques

Le comportement identique des descendances réciproques, a la fois pour les traits
qualificatifs et quantitatifs, indique une expression équivalente des potentialités
géniques transmises par la voie paternelle et par la voie maternelle. Les nouveaux phé-
notypes observés sont alors imputés a des modifications de génes nucléaires ; cela peut
étre vérifié par autofécondation de ces croisements (Fig. 26).

Les croisements symétriques présenteront, dans leur descendance issue d’autofé-
condation, les mémes catégories de phénotypes ou la méme variabilité, c’est-a-dire des
caractéres simples ségrégeant de la méme maniere, pour des modifications dues a
quelques genes, ou des valeurs identiques des moyennes et variances réciproques, pour
les caractéristiques quantitatives.

Comportement dissymétrique des croisements réciproques

De nombreux travaux révelent la diversité potentielle cellulaire [113-115]. La
contribution dissymétrique selon le sens de croisement est fondée sur ce fait, et sur des
mécanismes aboutissant, soit a des contenus génétiques distincts selon que le gamete
sera male ou femelle [105, 116, 117], soit & des expressions différentielles, chez le
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Figure 26. — Doubles mutants. Les croisements réciproques sont identiques ; leur autofécondation

ameéne aux seules catégories représentées, parmi lesquelles apparaissent les classes parentales.

zygote, selon 'origine paternelle ou maternelle du gamete. Les phénotypes exprimés
par les descendances dépendent en fait de modifications des bases génétiques propres
a chaque parent. Ces différences peuvent s’installer pendant la différenciation
sexuelle [118] avant la maturation des cellules gamétiques [116], pendant les étapes

précédant la fécondation (pénétration du

tube pollinique...) ou encore dans le zygote

par le biais d’un «sceau» ou marquage imprimé au matériel et spécifique de 1'origine

sexuelle [118, 119].
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Par ailleurs, deux types d’effets doivent étre distingués : la sélection gamétique et
les potentialités différentielles extrachromosomiques. Pour ces deux éventualités, les
caractéristiques réciproques, dans le cas de caractéres qualitatifs, ou des valeurs
moyennes, dans le cas de caracteres quantitatifs, doivent étre différentes.

Sélection gamétique et contrdle par effets différentiels

Cette premiere hypothése implique des différences de composition en genes
nucléaires chez les gametes males et femelles qui participent a la fécondation. Cela
peut étre 1ié a un contrdle ou a des effets sélectifs directs durant la différenciation
sexuelle, puis lors de la formation des gametes males ou temelles, et aboutissant &
la création de stocks haploides différents. Peuvent intervenir aussi des corrections
systématiques, par réparation différentielle des ADN [46, 108], pouvant méme court-
circuiter les événements de recombinaison [123, 126] et donner régulicrement
naissance a des gametes males et des gametes femelles de types nucléaires différents.

Ainsi, les mécanismes de recombinaison pourraient €tre limités par des structura-
tions chromosomiques empéchant 1’appariement entre homologues comme 1’ont décrit
Sugawara et Szostak [126] ou encore ces remaniements pourraient étre réparés systé-
matiquement. Cela pourrait expliquer la stabilité génétique des descendances en
autofécondation a partir de parents hétérozygotes (Fig. 27). lci, les variances des croi-
sements réciproques pourraient étre significativement différentes. Par ailleurs, avec ce
seul mécanisme qui agirait en permanence. les potentialités parentales pourraient étre
maintenues chez les descendants d’autofécondation mais elles devraient étre perdues
définitivement en croisement et donner, soit des formes intermédiaires par hérédité
additive, soit des types nouveaux, dans le cas d’effets d’interaction, par réassociation
gamétique systématique.

Le maintien d’un tel mécanisme devrait conserver les phénotypes des hybrides dans
leur descendance d'autofécondation et les caractéristiques parentales d’origine ne
devraient jamais réapparaitre. Cependant, dans le cas ou le systéme se bloquerait,
divers types de ségrégations pourraient étre observées pour chaque croisement selon
les lois mendéliennes classiques.

Effets différentiels extrachromosomiques

Dans le cas de cette seconde hypothese, 1'identité nucléaire des croisements réci-
proques ameéne a I’homogénéité des variances intra-descendances et a 1'uniformité du
phénotype au sein d’un sens de croisement. Les différences significatives entre les
phénotypes, ou entre des valeurs moyennes des croisements réciproques, menent 2 la
conclusion que le méme génome s’exprime de facons différentes en fonction des struc-
tures extrachromosomiques. Ces dernieres peuvent aussi bien concerner des systemes
cytoplasmiques que des éléments nucléaires ne suivant pas les lois de Mendel (Fig. 28).
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Figure 27. — Sélection gamétique et annulation des recombinaisons. Par ces mécanismes. 11 y 4 homo-
généité du phénotype de crosements réciproques et mamtien aprés autotécondation, mais les types
parentaux n’apparaissent jamais.

Dans des croisements dialleles, les potentialités d’un parent sont confrontées a
celles de tous les autres. Pour un croisement donné, tout type de situation peut &tre
obtenu en fonction de la dynamique, la stabilisation et les interactions des potentialités
du gamete male et du gamete femelle.

Le méme comportement pour tous les descendants d’un croisement entraine
une variance intra-descendance non modifiée. Des expressions nouvelles asymétriques
peuvent se déterminer au moment de la fécondation et apparaitre comme des effets
maternels. Mais, dans le cas d'une évolution propre de chacun des apports parentaux,
il peut y avoir amplification de certains éléments par le biais de cinétiques de réplica-
tion spécifiques. Par ailleurs, des effets synergiques peuvent &tre dus a la rencontre
d’entités extrachromosomiques parentales complémentaires ou a de nouvelles interac-
tions nucléo-cytoplasmiques.

Des comportements inattendus, tels que les effets paternels ou méme de transgres-
sions (pseudo-hétérosis), peuvent donc apparaitre. Néanmoins, du fait du maintien des



74 Amélioration des plantes et biotechnologies

a b c * genes codants nucléaires
EIEE S ® Kk * ko .

:*** E*** g*** A témoin
T VB “‘C B et C variants parentaux
— —1 —

Tableau diallele

Tous les individus sont 1sogénigues , aussi, seuls sont représentés les systémes
extrachromosomiques, symbolisés en petits caractéres
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Figure 28. — Modifications extrachromosomiques ou épigéniques. Lors de la fécondation, les croise-
ments réciproques peuvent différer sous I’angle qualitatif et quantitatif (types et nombre de lettres). Les
couples de lettres tels que «cb» et «be» représentent des interactions de nature différente, donc cb # be.
La complexité peut s accroitre par le biais d’intcractions supplémentaires de type «cbb» (ou en ajoutant
des symboles au sein de chaque structure parentale). Selon le croisement, la rencontre peut amener, par
stabilisation ou par évolution des structures jusqu’a un équilibre spécifique, 2 diverses situations. Ainsi,
outre des effets paternels ou maternels, il peut apparaitre des cas d’identité aux parents ou méme des effets
de transgression.

Le schéma présente des effets dissymétriques directs, tels que maternels ou paternels.
L’autofécondation de chaque croisement peut maintenir ces états dans toute la descendance.

génes nucléaires inchangés, I’expression du variant parental ou du témoin peut dans
certains cas réapparaitre.

Les descendances de 1’autofécondation des croisements réciproques restent homo-
geénes, dans la mesure ou le systéme extrachromosomique ne ségrege pas [122] apres
la méiose, et elles peuvent alors présenter a I’identique les performances de la généra-
tion antérieure de croisement.
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Vitrovariants de laitue et de tomate

Les recherches ont été conduites sur deux especes : la laitue (Lactuca sativa,
2n = 18) et la tomate (Lyvcopersicon esculentum, 2n = 24). Nous donnons ci-dessous
une synthese de travaux qui se sont déroulés de 1971 a 1986 (plus particulierement Sibi
[23] pour la laitue, et Sibi [31] pour la tomate).

La culture des tissus in vifro a été entreprise apres vérification du comportement
homozygote des génotypes, c’est-a-dire de 1’absence de caracteres en ségrégation apres
autofécondation, Ces cultures in vitro donnent une treés grande gamme de variabilité
chez les individus régénérés. Les étapes d’analyse sont les suivantes.

Etudes cytologiques

Les analyses de caryotypes sont réalisées, a la fois pour la laitue et pour la tomate,
a chacun des stades opératoires explicités (voir paragraphe : «Dénombrement chromo-
somique»).

La culture in vitro de laitue ne donne jamais naissance a des caryotypes modifiés,
aussi bien dans les cellules de cals que dans les pointes racinaires des vitrovariants ou
de leurs descendances par autofécondation. En revanche pour la tomate, une variabili-
té chromosomique est largement exprimée dans les cals et parfois méme chez les
plantes régénérées ; sur 70 individus. 7 sont aneuploides et 1 est tétraploide. Des caryo-
types normaux sont aussi observés sur les autres plantes et ces caryotypes restent
stables dans la descendance en autofécondation.

Analyse des descendances

Une série danalyses statistiques successives est effectuée pour des caracteres qua-
litatifs et quantitatifs (couleur. forme, aspect, taille et nombre de feuilles : poids et
hauteur des plantes ; etc.) amenant au traitement d’environ 42 000 données chez la
laitue et 24 000 chez la tomate.

Descendances d’autofécondation

Cette premiere comparaison inclut uniquement les descendances des individus a
caryotype normal. Elle comprend les 22 descendances issues de 1'autofécondation de
15 variants et de 7 témoins pour la laitue et les 30 descendances issues de 25 variants
et 5 de témoins pour la tomate.

Des situations de mutation sont trouvées pour 2 descendances chez la laitue et
pour 17 chez la tomate, alors que chez toutes les autres descendances de laitue, et dans
8 cas chez la tomate, les nouveaux phénotypes s’expriment sans ségrégation.
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Toutes les caractéristiques quantitatives, dans le cas de descendances uniformes,
ont été suivies pendant deux générations successives et se révelent étre parfaitement
stables, permettant de conclure a I’homozygotie. Les traits qualitatifs des variants
stables de laitue les plus faciles a identifier ont fait I’objet de comparaison avec les
témoins pendant 6 générations successives et ils restent inchangés.

On peut donc rattacher ce type de variation au «phénotype variant homogene» tel
que décrit plus haut, et qui doit étre suivi en croisements réciproques. Dans I’expé-
rience en croisements dialleles qui suit, seules ont été incluses les descendances bien
typées et les témoins.

Croisements dialléles

Ces dispositifs dialleles comprennent les variants (3 pour la laitue et 4 pour la
tomate) et un témoin. Les descendances sont comparées, les analyses donnent les résul-
tats qui suivent.

Les caractéres variants de la laitue présentent, pour la plupart, une hérédité mater-
nelle, de méme que certains traits quantitatifs variants chez la tomate. Plus
curieusement, une hérédité paternelle fréquente est observée chez la tomate.

Pour la laitue aussi bien que pour la tomate, les produits de croisement entre
variants, ou avec le témoin peuvent se comporter statistiquement comme le témoin,
relativement a certains critéres, et cependant exprimer des effets transgressifs pour
d’autres. Pour un méme parent, ces comportements spécifiques dépendent essen-
tiellement du partenaire ou du sens du croisement. Ajoutons que la réapparition
des caractéristiques du témoin, dans les croisements de certains variants, confere le
maintien intrinséque des potentialité€s parentales. Dans tous les cas, les variances intra-
descendances demeurent identiques.

Autofécondation des produits de croisement

Ce type de test n’a été effectué que sur les descendances du diallele de tomate.
L’ autofécondation n'a ét€ menée que sur une série «ligne-colonne réciproque» du dis-
positif diallele, et également sur des descendances réciproques manifestant des effets
transgressifs asymétriques, ainsi que sur les parents.

Les analyses des données recueillies aprés essais comparatifs ont mis en évidence
la «mémoire» des expressions transgressives asymétriques et confirme I"homogénéité
des variances de I’ensemble des descendances.

Hypothese de I’épigénique

Ces derniers résultats sont de grande importance et infirment I’hypothese de
doubles mutations ou de sélection gamétique. qui aurait pu expliciter la stabilité des
vitrovariants en autofécondation. Du fait que les croisements entre variants et avec
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témoin n’ont jamais donné de ségrégation, on peut assurer que le génome nucléaire est
resté homozygote et sans modifications. Les phénomenes de transgression observés ne
peuvent donc pas étre expliqués par des hypotheses d hétérozygotie résiduelle.

Les transgressions asymétriques et les effets paternels tréquents sont donc en faveur
de modifications extrachromosomiques qui auraient une hérédité stabilisée. La multi-
plicité des réactions d'un parent dans les divers croisements évoque une multiplicité de
mécanismes qui pourraient jouer simultanément. Parmi ceux-ci, on pourrait impliquer
des rythmes oscillatoires héréditaires au niveau des populations de molécules ou d’or-
ganites, ou des interactions entre les ADN nucléaires et cytoplasmiques [127]. Et, du
fait de la transmissibilité par voie sexuée de ces mécanismes, ils ont été groupés
par Sibi [23] sous le terme de «modifications épigéniques», c’est-a-dire de modifica-
tions qui concernent les structures biologiques ou des systemes dynamiques,
n’impliquant pas directement les génes codants et ne donnant pas de ségrégations dans
la descendance.

Soulignons que les haplodiploides issus d'une lignée d’orge et obtenus aussi bien
par androgenése que gynogenése in vitro amenent, apres la méme démarche d’analyse
génétique, aux mémes types de comportements et de conclusions [41, 128, 129]. Il
s’agit donc alors de vitrovariants issus des tissus gamétophytiques. Ainsi, tissus soma-
tiques ou gamétophytiques cultivés in vitro sont concernés par des phénomenes de
méme nature entrainant vraisemblablement une déstabilisation du génome, formalisée
par une vitrovariation et fréquemment associée & des comportements héréditaires
particuliers.

Conclusion

La régénération de plantes in vitro, apres passage par cals, donne naissance a un
large spectre de variations. Les nouveaux phénotypes observés sont depuis longtemps
notre principal centre d’intérét. «Vitrovariants» et «vitrovariations» sont donc propo-
sés comme des termes ouverts pour qualifier ce phénomene. La possibilité d’une
transmission génétique des nouveaux caracteres est fonction du type de changement
qui s’opere au sein d’une cellule destinée a régénérer, et de 1’assise végétale concernée
par cette modification chez la plante régénérée.

Seules les modifications liées a une mémorisation au niveau des caractéristiques
génétiques et touchant le tissu sporogene de I'assise 1, chez la plante régénérée expri-
meront une hérédité par voie sexuée.

Dans chaque cas, une approche expérimentale systématique peut étre mise en ceuvre
pour déterminer le compartiment cellulaire impliqué et le mode d’hérédité du nouveau
phénotype : comptages chromosomiques des régénérants et de leurs descendants ; ana-
lyses génétiques par autofécondation et apres croisements réciproques ; cela peut Etre
complété par I’étude des familles issues de I'autofécondation des réciproques.
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Les conclusions tirées de ce type d’analyses effectuées chez la laitue et chez la
tomate montrent que, outre les hypotheses classiques reposant sur des changements
nucléaires (nombres chromosomiques modifiés ou apparition fréquente de mutations),
des systémes extrachromosomiques doivent &tre impliqués pour expliquer le compor-
tement génétique des nouvelles caractéristiques apparues.

Ainsi, tant pour des criteres qualitatifs que quantitatifs, une stabilité génétique s’ex-
prime au travers des autofécondations successives.

Les descendances des croisements réciproques donnent des effets paternels fréquents
et, dans un certain nombre de cas, des performances transgressives asymétriques qui se
maintiennent chez les autofécondations.

De plus en plus de données biochimiques, relatives aux comportements particuliers
des plantes régénérées. apparaissent dans la littérature ; ainsi les travaux effectués chez
I’orge apportent-ils des compléments d’information. Mais les premieres étapes, pré-
sentées ici avant méme les analyses biochimiques qui tentent d’aborder les bases
moléculaires de ces phénomenes, portent sur I’identification du compartiment cellulai-
re concerné par ces modifications. On peut d’ailleurs supposer que plusieurs systemes
peuvent &tre modifiés, soit simultanément, soit par inter-relations en cascade.

Cet ensemble démontre qu’aussi bien des modifications de ' ADN codant du noyau
que des modifications strictement cytoplasmiques constituent des hypothéses insuffi-
santes pour rendre compte des comportements exprimés apres culture in vitro.

Le terme de «modifications épigéniques» proposé implique donc des changements
qui ne suivent ni les lois classiques mendéliennes, ni méme une hérédité cytoplasmique
maternelle stricte.

Quoi qu’il en soit, tout cela laisse supposer qu'un systéme biologique qui passe au
travers de la méiose et qui joue sur des régulations variées a pu étre modifié ou révélé
par la culture de tissus. Ce systéme peut étre situé non seulement dans le cytoplasme,
mais aussi dans des zones nucléaires extrachromosomiques ou méme sur le chromoso-
me dans les parties non codantes, comme I’ ADN répété non exprimé, dont le rdle et la
réplication sont pour I’instant mal connus.
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Haploidisation

Les tissus sporogenes

Les tissus sporogenes vont donner naissance a des structures bien différenciées : les
gamétophytes. Ces organes porteront les gametes ou cellules reproductrices ; il existe
donc un gamétophyte mile et un gamétophyte femelle.

Dans un bouton floral au stade jeune, a I’intérieur des antheres, des files cellulaires
donnent naissance aux sacs polliniques. Dans chacun de ces derniers, se différencient
sous 1'épiderme une assise mécanique puis deux couches sous-jacentes, les assises
nourrici€res qui serviront au développement des cellules internes. Celles-ci sont les
cellules meres des grains de pollen, qui vont chacune, a la suite de la méiose, produire
quatre microspores haploides.

11 existe donc un noyau haploide male dans la jeune microspore. Ce noyau se divi-
se pour donner naissance au noyau reproducteur et au noyau végétatif. Cette structure
constituera le pollen mir chez les especes dites a pollen binucléé (solanées, 1égumi-
neuses, rosacées, ...). Chez les especes dites a pollen trinucléé (composées, cruciferes
et graminées...), le noyau reproducteur se divise en deux et le grain de pollen miir com-
prend donc deux cellules reproductrices et une cellule végétative.

De méme dans le jeune ovule sous les téguments, on trouve une masse parenchy-
mateuse, le nucelle. Dans celui-ci, une cellule située pres du pole micropylaire va subir
la méiose, c’est la cellule mere du sac embryonnaire [1].

Dans le cas le plus fréquent de quatre cellules haploides issues de la méiose de cette
cellule mere, les trois supérieures dégénerent, seule I'inférieure se développe et apres
trois mitoses normales donne les huit noyaux haploides typiques d’un sac embryon-
naire (Fig. 29).

Notons bien que ces huit noyaux sont identiques sur le plan des génes puisqu’ils
dérivent tous d'un seul produit de la méiose.
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Figure 29. — La gamétogencse femelle (cas d’un sac embryonnaire 4 huit noyaux).

Normalement les tissus sporogeénes sont destinés a participer a la fécondation. Mais
il arrive qu’avant la méiose on puisse régénérer des plantes a partir des tissus qui dif-
férencient les cellules-meres : on dit qu’il y a apomixie.

Quand ce sont des tissus ayant subi la méiose qui, avant la técondation, sont a la
source de régénérations, on parle d’androgenése pour les microspores, de parthénoge-
nese pour 1’oosphere, d’apogamie pour les synergides, les antipodes ou les noyaux
polaires.

L’ensemble de la parthénogenese et de I’apogamie est plus fréquemment désigné
par le terme gynogeneése.

On peut donc a partir des tissus ayant subi la méiose régénérer in vitro des struc-
tures haploides a la condition d'opérer avant la fécondation (androgenese et
gynogenese).

On peut aussi obtenir des régénérations haploides apreés la fécondation dans le cas
ou I'un des deux stocks parentaux est éliminé, par exemple des le stade zygote (il ne
sert alors que d’inducteur) ou au cours des premicres mitoses de I’embryon.

D’autres situations donnent aussi des plantes haploides dans les cas de gémellarités
ou de polyembryonie.
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Etude détaillée des divers cas d’obtention de plantes haploides

Polyembryonie

I existe chez certaines plantes (les citrus, les manguiers, par exemple) une poly-
embryonie naturelle (Fig. 30) : 4 c6té de I’embryon sexué résultant de la fécondation
se développent dans la graine plusieurs embryons dits adventifs ou nucellaires car,
comme I’indique leur nom, ils dérivent de massifs cellulaires développés a partir du
nucelle ; ces embryons sont donc des copies végétatives de la plante mere, contraire-
ment & ’embryon sexué. Mais chez toutes les espéces, il arrive avec un taux assez
faible (de 1’ordre de 1 pour 1 000) que deux embryons se développent et donnent des
semences a deux plantules. Souvent I'une de ces deux plantules est moins vigoureuse
et I’on peut vérifier qu’elle est haploide [2] ; son développement provient d’une induc-
tion de I'une des deux synergides qui, parallelement a 1’oosphere fécondée, se
différencie en un embryon apogamique. Pour I’amélioration de certaines espéces, on
peut utiliser cette haploidisation spontanée, a la condition de détecter facilement les
graines porteuses de ces embryons doubles : c’est le cas du cacaoyer ou la «féve» est
plus plate [3] ou de I’asperge ou par transparence, apres grattage, on discerne I'em-
bryon (ou les deux embryons). Dans d’autres cas, on a pu sélectionner des génotypes
qui produisaient des embryons doubles a des fréquences anormalement élevées ; ainsi
chez le piment (Capsicum annuum) (2], on a tiré parti du phénomene.

Chez le lin, certains génotypes produisent pour environ un sur dix de leurs sacs
embryonnaires deux oosphéres qui, bien que seule I'une d’entre elles soit fécondée,

|
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tégument

tégument
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Figure 30. — Polyembryonie naturelle.
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développent chacune un embryon, 1'un étant sexu€ et 1'autre parthénogénétique. Dans ce
cas, l'utilisation pour la création variétale serait possible. En revanche, de nombreuses
références a des parthénogeneses, apparaissant a tres faible fréquence, ou a des systémes
génétiques trés complexes semblent plutdt des curiosités et n’ont pas eu d’impacts (sur le
mais [4], par exemple).

Hybridations interspécifiques

Dans certains croisements, 1’incompatibilité ne se traduit pas au niveau de la recon-
naissance pollen-stigmate, ni méme dans les phases ultérieures de la croissance du tube
pollinique et de la rencontre spermatozoides-oosphére., mais au stade de leur fusion ou au
cours des premiéres mitoses qui s’ensuivent.

C’est ainsi qu’on peut obtenir des plantes haploides d’orge ou de blé en pollinisant ces
espéces par une espece sauvage (Hordeum bulbosum), I’ orge bulbeuse, ou méme en utili-
sant H. bulbosum comme femelle. La fécondation a bien lieu mais les chromosomes de
I'espece bulbosum sont éliminés des les premieres mitoses. laissant un embryon haploide
qui dégénérerait rapidement si on ne le sauvait par culture in vitro [5]. Dans ces condi-
tions, on parvient a obtenir des plantules puis des plantes viables. Cette technique est
aujourd’hui largement développée par les sélectionneurs d orge pour fixer leurs descen-
dances apreés hybridation. Un autre cas d’utilisation pratique de 1"haploidisation apres
hybridation interspécifique est celui de la pomme de terre, Solanum tuberosum. La forme
cultivée est tétraploide (2n = 4x) et il est fort utile de 'amener a I’état dihaploide
(2n = 2x) afin de pouvoir la croiser avec de nombreuses especes diploides spontanées qui
apportent un large spectre d’adaptations climatiques et de tolérances ou de résistances
aux pathogenes. Par ailleurs, I’amélioration au niveau diploide est plus efficace qu’au
niveau 4x.

Quand la pomme de terre cultivée 4x est pollinisée par I’espece sauvage 2x Solanum
phureja, une forte proportion de graines 2x de type maternel est obtenue, le pollen de
phureja n’ assumant pas la double fécondation : I’oosphére a un développement parthéno-
génétique alors que ['albumen, lui, est bien hybride, ayant recu un (ou parfois deux)
spermatozoide(s).

Grace a des marqueurs, on identifie trés facilement ces embryons dihaploides [6. 7].

Traitement des gamétophytes par irradiation

Depuis longtemps on tente de perturber le processus normal de différenciation des
spermatozoides dans le gamétophyte male, de manie¢re & maintenir un pouvoir inducteur
de I’embryogenese en inhibant le pouvoir fécondant. Si I’on réussit a neutraliser 1’'un des
deux spermatozoides, il arrive que seuls les noyaux polaires soient fécondés, ce qui enga-
ge alors le développement de ’albumen 3x hybride : par entrainement, 1’oosphere peut
alors se diviser sans fécondation et donner un embryon haploide parthénogénétique. On
pourra alors mener son développement a terme en le prélevant et en le cultivant inr vitro.
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L’irradiation par rayons Y est I'une des voies les plus expérimentées pour obtenir de
telles interventions sur le gamétophyte mile. Avec des doses atteignant 1 000 Gy sur
le pollen de pétunia. Raquin [8] a obtenu d’excellents taux d haploidisation.

Des applications de cette technique aux cucurbitacées sont tres fructueuses.

Il semblerait que 1'irradiation du gamétophyte femelle puisse aussi aboutir & des
productions haploides (Raquin, communication personnelle).

Androgeneése in vitro

Une voie trés audacieuse a été ouverte en 1964 avec la réussite par Guha et
Maheshwari [9, 10] de la culture in vitro de cellules sexuelles males de Datura innoxia
et la régénération de plantes entieres viables et haploides d’origine exclusivement
paternelle. Ce processus a été étendu au tabac (Nicotiana tabacum) [11] puis dans la
décennie qui suivit a plus de cent espéces, le Laboratoire d"amélioration des plantes de
I"Université d’Orsay ayant joué un rdle important dans ce développement.

Pour la plupart des especes, la méthodologie est analogue. Les boutons floraux sont
disséqués stérilement et les anthéres qui doivent produire le pollen sont prélevées a un
stade bien précis du développement des microspores. Elles sont ensuite cultivées in
vitro dans des conditions qui permettent une réorientation de leur devenir vers un
retour a des potentialités embryogenes. Un certain nombre des cellules haploides ainsi
traitées peut aboutir, soit directement, soit apres des transferts dans une séquence adé-
quate de milieux, & une plante haploide viable issue d’un gamete paternel [12].

Les taux de réussite de ces opérations sont trés variables, mais souvent trés bas
si on les rapporte au nombre des microspores contenues dans une anthére mise en cul-
ture : c’est pourquoi de trés nombreux chercheurs se sont attachés a 1'étude des
parametres qui influent sur le déroulement de chaque phase.

Effets du génotype

Les réussites sont fortement liées a la famille végétale expérimentée : les solana-
cées, les cruciferes et certaines graminées semblent posséder des potentialités
supérieures a celles d’autres familles ; mais, a 'intérieur des solanacées, certains
genres comme Datura ou Nicotiana donnent de bons résultats alors que Lycopersicon
s"avere réfractaire. Chez les graminées, le riz répond facilement aux traitements andro-
génétiques, alors que le mafis reste difficile.

A un niveau plus fin. méme a 'intérieur d’une espece. la variation de réaction des
divers génotypes est treés notable : des facteurs génétiques sont indiscutablement liés
aux processus de déroulement de 1'androgenese puisqu’on a pu mettre en évidence une
héritabilité de 1’aptitude.

I1 faut bien se garder de conclure a I’existence de genes spécifiquement impliqués,
méme si, sur un plan pratique, la sélection de lignées de blé présentant des taux
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d’androgenese élevés a été utilisée comme un objectif par plusieurs équipes chinoises,
afin d’obtenir ensuite une facilité de fixation des génotypes agronomiquement intéres-
sants [13].

Selon les génotypes, le taux d’androgenese, mesuré par le rapport du nombre
de plantes haploides régénérées au nombre d’antheres mises en culture, varie de 0%
a plus de 200% (Laboratoire de I’Institut de génétique de Pékin, communication
personnelle).

Etat physiologique de la plante donneuse

Les conditions de culture des plantes sur lesquelles on préléve les anthéres parais-
sent jouer un rdle majeur, bien qu’aucune expérimentation précise n’ait permis de les
définir avec précision. On sait que des plantes jeunes, végétativement vigoureuses et
en croissance active donnent des résultats en moyenne meilleurs. On sait aussi que
certaines périodes, correspondant a I’époque naturelle de floraison de 1’espece, four-
nissent des antheres plus réactives. Les traitements phytosanitaires ont en général un
effet dépressif sur la potentialité des anthéres.

11 existe donc des conditions environnementales de culture qui définissent, chez la
plante donneuse, un état physiologique plus ou moins favorable. Sur la plante elle-
méme, la position des rameaux floraux intervient sur les taux de réussite (différence
entre les zones basales et apicales dans un épi de blé [14], effet dépressif des fleurs
situées sur des rejets chez le tabac...). Une étude plus systématique de ce conditionne-
ment physiologique éclairerait certainement les recherches en vue d’intensifier la
production d’haploides.

Stade de prélévement des anthéres

Considérons d’abord la maturation normale d’un grain de pollen. L.a méiose produit
des tétrades haploides qui évoluent en une jeune microspore uninucléée. Rapidement
de petites vacuoles apparaissent dans une zone cytoplasmique (que nous appellerons
«sud» pour la clarté de la description) sous le noyau. La croissance de ces vacuoles
repousse le noyau, qui était central, vers le pdle «nord». Ce noyau haploide entreprend
alors une mitose, dont I’axe fusorial est trés précisément nord-sud. Compte tenu de
cela, les produits de cette mitose, puisque le noyau n’est pas central, sont deux cellules
de taille tres inégale : une cellule reproductrice au pdle «nord», de faible volume a
noyau trés condensé et a cytoplasme restreint, ne contenant que quelques mitochon-
dries. En revanche, au pble «sud» se développe une large cellule végétative a noyau
diffus et & cytoplasme abondant avec de nombreux plastes et des vacuoles. Ces deux
cellules ainsi différenciées auront des devenirs essentiellement différents.

Lors de la pollinisation, la cellule reproductrice se verra propulsée dans le tube pol-
linique ol son noyau apres une division produira les deux spermatozoides, dont le
destin est la fécondation de 1’oosphére donnant I’embryon pour I'un, et des deux
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noyaux polaires aboutissant 2 1’albumen triploide pour 1’autre ; pour certaines espéces
a pollen nucléé, cette mitose du noyau reproducteur a lieu dans le pollen avant matu-
ration.

La cellule végétative a un réle beaucoup moins marqué : elle permet la croissance
du tube pollinique et fournit les matériaux du métabolisme 1ié & la pénétration dans les
tissus stigmatiques et stylaires [15].

Lorsque cette ditférenciation est ainsi marquée entre cellule reproductrice et cellu-
le végétative, le prélevement des antheres pour culture in vitro et induction d’une
androgenese est généralement un échec. Il semble que ce soit le stade ou la jeune
microspore uninucléée va entrer en mitose qui constitue I’optimum pour la réussite de
I"opération (Fig. 31). Cependant, I’évaluation n’est pas aussi simple ; en effet, il n’y a
pas synchronisme parfait des stades de développement des microspores dans
I’anthére : autrement dit, lorsque I’expérimentateur, grace a des reperes morpholo-
giques et a des contrdles microscopiques, préleve des antheres dans lesquelles une
majorité des microspores va entrer en mitose, une certaine proportion des microspores
est encore au stade tétrade et une autre est déja binucléée. Comme un tres faible pour-
centage des microspores va donner in vitro une formation androgénétique (de 1’ordre
de 1/10 000 dans les cas favorables !), on ne sait si ce sont les microspores représen-
tant typiquement le stade prélevé ou si ce sont des cas atypiques, et lesquels, qui se
réorientent en tissus androgénétiques.

Sur le datura, Norreel [16] observe que, durant la culture irn vitro, un certain nombre
des microspores possédaient lors de la mitose un axe fusorial «est-ouest» ; en consé-
quence, les deux cellules produites ont alors des volumes semblables avec une
répartition identique de leurs éléments cytoplasmiques. On peut les appeler «cellules
embryonnaires», puisqu’elles ne sont ni du type reproduction, ni du type végétatit. De
telles cellules indifférenciées [17] sont a la base des développements de nodules sphé-
riques dans I’anthére qui donnent ensuite des embryons cordiformes bien typés. Ce
sont ces formations, ou des formes plus proches de cals, qui placées sur un milieu de
régénération aboutissent a de jeunes plantes haploides [18].

Dans toutes les expériences décrites, il apparait que chaque stade de développement
des microspores est trés strictement délimité, et relativement fugace, si bien qu'une
réorientation vers 1’androgenese est toujours délicate ; un prélévement trop précoce de
I’anthére ne donne aucun développement ; un prélévement trop tardif n’a aucun effet,
la plupart des microspores évoluant alors vers la maturation du pollen caractérisée pré-
cocement par |’accumulation d’amyloplastes [19]. Il n’est donc pas étonnant que tout
traitement ralentissant le processus de différenciation des microspores en grains de pol-
len favorise la réorientation vers 1’androgenése. Des traitements par le froid [20] ont
fortement accru le taux d’androgenese [14. 21]. Des traitements par des températures
élevées ont eu quelquefois des effets encore plus marquants : incubation des antheres
a des températures variant, selon les especes, de 25 a 35°C [22, 23].

Une autre voie intéressante, mise au point par E. Picard er al. [24], a comme effet,
elle aussi, d’étendre la sensibilité 4 une réorientation de la microspore. Dans ce but, la
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plante donneuse est traitée, au moment de sa méiose, par une pulvérisation d’une solu-
tion de fenridazon potassium [25] classiquement employée comme gamétocide chez le

blé.

La composition chimique des milieux de culture est trés variable d’un auteur a
I"autre et d"une espéce a I’autre, notamment en ce qui concerne les concentrations et la
nature des sucres. En revanche, macro- et micro éléments sont de nature assez clas-
sique dans la plupart des milieux, ce qui semble indiquer que ce ne sont pas des
facteurs clés de [’androgenése.
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De facon plus récente, la culture de microspores isolées amene, chez les céréales, a
des taux de plantes régénérées chlorophyliennes cinq a dix fois supérieures a ceux
obtenus par culture d’antheres [26].

Gynogenese in vitro

La régénération de plantes haploides a partir des cellules sexuelles semble plus
logique par la voie femelle, puisque 1'oospheére est destinée naturellement a devenir
embryon. Cependant, toutes les tentatives de régénération de plantes a partir de la cul-
ture in vitro d’un ovule non fécondé, avaient échoué jusqu’'aux premiers résultats de
San Nceum [27] qui, cultivant des ovaires d’orges non pollinisés, a obtenu les pre-
miéres plantes haploides issues du développement du sac embryonnaire. En quelques
années, la gynogenese in vitro a été étendue a d’autres graminées (riz, blé, mais). a des
composées (gerbera, laitue), a des solanacées (tabac) ainsi qu’'a d’autres especes de
grande importance économique (tournesol, betterave a sucre). Dans cette voie, qui
constitue une heureuse alternative a 1'androgenése, les chercheurs du Laboratoire
d’amélioration des plantes de 1'Université d’Orsay ont joué un réle prépondérant 28]
de 1976 a 1986. Cependant, comme pour I’androgenése. les taux de production de
plantes haploides restent souvent faibles et treés variables d'une espece ou d’un géno-
type a I'autre (de zéro a quelques pour cent). Il est donc important de bien décrire les
étapes du phénomene et d’en rechercher les parametres essentiels.

La procédure dans la gynogenése

Le but est d’obtenir un développement parthénogénétique de 1’oospheére ou une
apogamie a partir des autres cellules haploides du sac embryonnaire. Il n’y a donc pas,
comme pour 1’androgenese, nécessité d’un retour, par dédifférenciation ou réorienta-
tion, vers un stade embryonnaire. On préleve donc au contraire 1’ovaire ou 1’ovule,
dans la fleur non fécondée. lorsque le sac embryonnaire est bien développé, ¢’est-a-dire
le plus pres possible du stade de réceptivité des gametes méiles. Les ovaires ainsi pré-
levés ou les ovules excisés sont placés dans des milieux artificiels qui favorisent le
développement des tissus haploides. Aprés un a six mois, I’oosphere [27], parfois les
antipodes, et plus rarement les synergides, se divisent et donnent des embryons bien
différenciés : un méme ovule peut donc donner jusque six et méme huit embryons
d’origine exclusivement maternelle. Repiqués sur des milieux de régénération, ces
embryons se développent en jeunes plantes.

Identification de parametres importants

Comme pour 1'androgenése. il ne semble pas que le facteur essentiel de la réussite
de la gynogenese réside dans une composition tres particuliere des milieux de culture.
Certes, la pression osmotique des milieux conditionnée par les concentrations en sucres
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et leur nature semble jouer un réle tout a fait déterminant ; mais, pour le reste, les
milieux sont de type tout a fait classique.

Généralement ¢’est une séquence de deux milieux qui est utilisée : le premier
déclenche le développement du sac embryonnaire, le second, moins riche en cytoki-
nines, permet une régénération de la masse embryonnaire en jeune plantule [29].

En revanche, le stade de prélevement a une importance majeure ; si le sac embryon-
naire n’a pas atteint le stade de la réceptivité, il est rare d’obtenir des régénérations de
plantes. Mais a ce stade de développement, la difficulté provient de pollinisations éven-
tuelles ; méme si les fleurs ont été ensachées, I’autopollinisation n’est pas exclue. Pour
opérer en toute sécurité, il faudrait donc castrer un trés grand nombre de fleurs. ce qui
est particulierement laborieux.

Les haploides doublés

Les plantes obtenues par les diverses techniques sont issues, en principe, d’une cel-
lule haploide : ce sont donc en fait des «plantes sans mere» (androgenese) ou des
«plantes sans pere» (gynogenese). Cependant, dans de nombreux cas, I’individu régé-
néré est diploide ou méme parfois polyploide (pétunia, asperge, par exemple) ; c'est
que 1’état haploide est instable et que lors des mitoses haploides la télophase ne se
déroule pas normalement.

On a donc une endomitose et un retour a 1'état 2n. De toute maniére, la plante
haploide est stérile dans la majorité des cas ot I'individu de départ était un véritable
diploide (lorsque I’individu de départ est tétraploide, on appelle «dihaploide» la struc-
ture 2n = 2x obtenue aprés haploidisation) [6].

Utilisation des haploides doublés

Pour utiliser une plante régénérée par 1'une quelconque des voies d”haploidisation,
il faut donc la rendre fertile et provoquer artificiellement un doublement des chromo-
somes si celui-ci n’a pas été spontané. Par des traitements qui inhibent I’alignement des
microtubules du fuseau, on provoque des endomitoses qui rétablissent le niveau diploi-
de. La colchicine est I’un des agents les plus couramment employés pour obtenir cette
autocopie du stock haploide.

On récupere donc chez ces haploides doublés une homozygotie totale. De telles
plantes fertiles, diploides et homozygotes reproduites par autofécondation donnent des
descendants tous parfaitement semblables a la plante mére ; on a «fixé» le type sous la
forme d’une lignée pure.

Pour un sélectionneur partant d'une hybridation, 1 haploidisation dés la F; donne,
sous forme d’individus régénérés tous différents les uns des autres, I'expression visuel-
le d’une ségrégation gamétique. Avec le doublement des chromosomes, on rend fertiles
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et stables ces nouveaux génotypes parmi lesquels il suffit de choisir ceux qui sont les
plus proches de 1’idéotype (Chap. I, fig. 1 ; Chap. II) (Tableau I).

Des sélectionneurs et des chercheurs ont tenté d’évaluer ce systéme, en comparai-
son avec la méthode généalogique : quand faut-il haploidiser ? Combien faut-il
d’individus haploides pour représenter la variance d’une ségrégation F, ? En fait le sys-
teéme haploide n’a pas a &tre comparé a une autre méthode, car il donne dans des temps
différents (beaucoup plus rapidement) des génotypes différents (les segments recom-
binés sont beaucoup plus longs, mais statistiquement ils contiennent 50% des génes de
chaque parent ayant engendré la F;, comme pour la méthode généalogique).

Tableau I. — Calendrier des opérations dans la méthode généalogique et I'haplométhode.
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Si I'on fait un rapide inventaire des variétés aujourd hui diffusées aprés haplodi-
ploidisation, c¢’est la Chine qui vient largement en téte avec de nombreux riz et de
nombreux blés ; mais comme nous 1’avons vu, la structure de la recherche chinoise
rend difficile I’évaluation du nombre des espéces et des variétés diffusées ; chaque
groupement peut avoir ses obtentions propres et les utiliser.

La France en 1985 a inscrit le premier blé «Florin» issu d’androgenése a un cata-
logue officiel de variétés. Le Canada en utilisant 1"hybridation par bulbosum a diffusé
plusieurs variétés d'orge ; cette technique a permis a 1'Angleterre et a la Nouvelle-
Z&lande d’inscrire aussi une variété. La France a par cette voie de nombreuses
obtentions en cours d’expérimentation, dont sortiront sans nul doute des cultivars inté-
ressants,

11 est plus difficile d’évaluer le rdle des haploides doublés en tant que géniteurs
d’une variété inscrite. Cependant en France, chez 1’asperge, le blé, le colza, I’aubergine
et le piment (ou poivron), I’androgenese est largement utilisée par les sélectionneurs.

De méme, chez la betterave a sucre et le tournesol, la gynogenese, bien que tres
récemment mise au point en France, a été rapidement expérimentée en Chine et chez
plusieurs grandes firmes européennes.

En somme, pour fixer des lignées chez diverses espéces, le systeéme de 1haplodi-
ploidisation sera donc le plus efficace ; pour d’autres, il faudra encore accroitre les taux
d’haploidisation.

La comparaison avec d’autres méthodes, autrement que sur 1’efficacité finale, se
justifie d’autant moins que le passage par la culture in vitro provoque quelquefois 1"ap-
parition de variants (Chap. 1V).

Variations liées aux techniques d’haploidisation

Sur une variété de riz, lignée pure, stable, n’ayant pas montré de ségrégations au
cours de nombreuses générations d'autofécondation. on a utilisé 1'androgenése pour
obtenir des plantes haploides [30-32].

Selon les regles les plus strictes de la génétique, les plantes haploides obtenues
devaient aprés doublement redonner la variété de départ. Cependant, non seulement on
a régénéré une certaine proportion de plantes identiques génétiquement a la lignée ini-
tiale, mais on a découvert en forte fréquence des individus tres distincts, par leur taille,
leur couleur, la grosseur des grains, le tallage et de nombreux autres facteurs du ren-
dement.

Ces variations ont pu étre analysées : les unes proviennent de mutations, les autres
de remaniements chromosomiques, d’autres sont des variants fixés qui ne répondent
pas, dans leur comportement héréditaire, aux ségrégations mendéliennes. Ces variants
sont supposés d’origine épigénique (Chap. I'V).
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Une autre expérience a partir d'un cultivar (lignée pure d’orge) a permis la compa-
raison de trois voies d haploidisation différentes. En effet sur cette variété, on a pu
obtenir [28] des lignées haploides doublées issues du cultivar d’origine, les unes par
androgenese, d’autres par gynogenese, d’autres enfin par hybridation interspécifique
avec Hordeum bulbosum. Ces trois familles de lignées ont été comparées, pour des cri-
teres biométriques, avec les descendants d’autofécondation du cultivar fixé d’origine.
On a trouvé que les lignées androgénétiques produisent des individus tres différents de
la lignée initiale ; les descendances gynogénétiques présentent, relativement a ce choix
de marqueurs, quelques variants, mais restent trés proches du témoin. En revanche, les
lignées issues d’hybridation interspécifique sont identiques a la variété de départ.

Cependant, le suivi de caractéristiques biochimiques donne une autre vue du phé-
nomeéne puisqu’alors il n’est plus possible d’associer la forte variablilité a
1"androgenese.

Chaque famille présente en fait un comportement qui lui est propre. Ainsi, selon le
marqueur biochimique étudié, la variabilité vis-a-vis du témoin peut étre davantage
marquée apres gynogenese qu’androgenése et peut amener a 1’expression de compor-
tements trés atypiques [33. 34].
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VI

Hybridation somatique

Signification de cette technologie

La reproduction sexuée est I’un des mécanismes les plus stricts que les processus
évolutifs ont mis en place pour empécher les flux génétiques entre les especes. Bien
plus, a 'intérieur de I’espece elle-méme, des frontiéres tres précises permettent tel ou
tel type d’accouplement autorisant ou non 1'allogamie ou I'autogamie et définissant par
1a méme la structure génétique plus ou moins hétérozygote du génotype. La méiose en
elle-méme impliquant I"appariement des chromosomes homologues élimine tout rema-
niement profond des chromosomes et contrdle ainsi I’homogénéité de 1’espece.

Les biologistes ont constaté, au cours des manipulations cellulaires, que I’on pou-
vait obtenir des agrégations entre des cellules débarrassées de leur paroi
pecto-cellulosique et qu’il en résultait une fusion des éléments nucléaires et cytoplas-
miques ; le principe méme de ’hybridation somatique était né [1]. Melchers montra
ensuite [2] que cette fusion était possible entre des protoplastes différents (tomate et
pomme de terre), indiquant ainsi que 1’on pouvait transgresser les frontieres de 1'hy-
bridation sexuée.

Etapes importantes de I’hybridation somatique

Les protoplastes

Dans la cellule végétale, la membrane plasmatique ou plasmalemme est doublée par
une paroi squelettique constituée de fibres de cellulose et de pectine. La cellule exerce
une pression sur ces fibres & la maniére d'une chambre a air sur un pneu. Ainsi les
plantes herbacées ont une certaine rigidité due a leur tonicité. Bien que 1I’«état proto-
plaste» ait été connu depuis le début du siecle, ce n'est que vers les années 1960 que
Cocking [3] montrait que, par des enzymes du type cellulase et pectinase, on pouvait
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attaquer les fibres pecto-cellulosiques et dissocier les tissus végétaux, mettant ainsi a
nu la membrane plasmatique de chaque cellule. Divers explants sont utilisables :
feuilles, cotylédons, hypocotyles. 1l est également possible de partir de matériel déja
dédifférencié : cals ou suspensions cellulaires.

L’acces de I'enzyme aux tissus est facilité, selon le cas, par dilacération des
explants ou infiltration sous vide. Pour le mésophylle foliaire, la technique classique
consiste a Oter I’épiderme inférieur. Malgré la diversité des origines possibles, le méso-
phylle foliaire reste la source de protoplastes la plus utilisée. En effet, cet explant est
généralement disponible en grande quantité, son prélevement ne lese pas trop la plan-
te et le matériel produit est abondant et homogene.

Les explants préparés sont alors incubés dans la solution enzymatique, dans de trés
strictes conditions de durée, de température, d’éclairement et de pression osmotique.

Chaque unité cellulaire dénudée apparait alors sous une forme sphérique appelée
protoplaste. Chez la luzerne, on obtient ainsi environ 12.10° protoplastes par gramme
de feuille traité [4]. Les protoplastes, récupérés par centrifugations et lavages, et mis
dans de bonnes conditions de survie, reconstituent trés vite leur paroi pecto-cellulo-
sique (en quelques heures on voit apparaitre les premieres fibres). Ensuite, si les
conditions de milieu sont toujours tfavorables, les protoplastes entrent en mitose et don-
nent ainsi des microcolonies qui deviennent des microcals, puis des cals. Les premieres
divisions apparaissent entre le 3¢ et le 5°¢ jour de culture. Outre la nature du milieu, la
densité de mise en culture joue un role important pour I’obtention d’un taux de divisions
correct (30 a 80 000 protoplastes par ml, et généralement plus pour les monocotylé-
dones). Les petites colonies sont visibles, a I’eeil nu, apres une quarantaine de jours.

La totipotence peut étre maintenue dans ces cals issus de protoplastes et s’exprime
dans un milieu de régénération approprié ou le cal donne des formations méristéma-
tiques qui se développent en jeunes plantes, ou. dans des cas plus favorables, en
embryons somatiques qui donneront des plantules.

Chez certaines especes, dont le nombre s’accroit sans cesse, on sait donc boucler le
cycle plante — protoplastes — plantes. Les pourcentages de régénération de plantes
sont généralement faibles, comparés au trés grand nombre de protoplastes obtenus dans
une opération : ils sont le produit de I'efficacité d’étalement (probabilité pour un pro-
toplaste de donner un cal) par le nombre moyen de plantes régénérées par cal
(fréquence de régénération). Méme dans de bonnes conditions opératoires et avec un
matériel végétal favorable, le cycle plante — protoplastes — jeunes plantes est relati-
vement long (quelques mois).

La fusion

On appelle «fusion» 1’agrégation de deux, ou plusieurs, protoplastes.

L’intérét du passage de la cellule isolée par le stade protoplaste réside dans 1'ac-
cessibilité de cette derniére structure. Généralement, les protoplastes se repoussent a
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cause de leurs charges électrostatiques négatives. Cette charge est due en majorité aux
groupes phosphates et pour une part plus faible a des protéines.

L’accolement des protoplastes, étape préalable indispensable pour la fusion, doit
donc étre provoquée par I'expérimentateur. Des agents chimiques, comme le calcium
ou des substances «surface-actives» non ionisées, comme le polyéthyléne glycol
(PEG), sont dans ce but assez efficace. Une fois les protoplastes accolés, la dilution de
ces substances induit des perturbations membranaires provoquant alors la fusion. Les
taux de fusion ainsi obtenus varient entre 0% et 5% environ.

Mais, depuis ces dernieres années, on a pu faciliter I’agrégation des protoplastes en
pratiquant 1’électrofusion. Cette technique consiste a placer sur la solution de proto-
plastes dans la boite de Pétri un systeme multi-électrodes (14 électrodes écartées de
2 mm) relié a un générateur de courant sinusoidal de haute fréquence couplé avec un
second générateur d’impulsion de courant carré. Lorsqu’on applique le champ élec-
trique (125 V/cm, IMHz) induit par le courant sinusoidal, les protoplastes se
comportent comme des dipdles et s’alignent en suivant les lignes de champs, assurant
ainsi leur contact intime.

La fusion a alors lieu dans un deuxieme temps ou I'on envoie des impulsions tres
courtes (20 a 30 ps) d'un courant carré de 1,3 KV/cm. La fusion peut étre observée
sous microscope inversé, donnant une estimation des taux de fusion réalisés.

La suspension des protoplastes fusionnés est alors reprise par dilution progressive
dans un milieu de culture, comme pour les fusions provoquées par voie chimique. Cette
technique permet d’obtenir des taux de fusion de ’ordre de 80% [5].

La fusion se produit d’une maniere aléatoire, due aux relations de voisinage des
protoplastes et a la neutralisation de leurs charges ; leur volume intervient donc vrai-
semblablement. Si le mélange contient en quantité égale deux espéces différentes A et
B et si ’on admet, de maniere théorique. que les divers types de fusion sont équipro-
bables, on doit observer : un quart d’autofusions AA., une moitié d'hétérofusions AB
et un quart d'autofusions BB (dans cette estimation nous ne tenons pas compte des
fusions multiples, qui en général sont assez rares, ni des fusions partielles).

Lors de I'accolement de deux protoplastes, ’ensemble du contenu cellulaire est
mis en commun : on peut donc aboutir a 1'addition totale des trois compartiments héré-
ditaires : nucléaire, mitochondrial et chloroplastique. Cette addition totale accroit le
niveau de ploidie de 1"unité résultante.

Mais deux phénoménes viennent perturber le déroulement sans accident de I’agré-
gation :

— d’une part, les échanges ne sont pas toujours totaux : on peut aboutir a une addi-
tion incompléte et & un microplaste résiduel ;

— dés la fusion réalisée, des compétitions et des éliminations se mettent en place.
Par exemple, a chaque mitose subséquente il se peut que certaines paires chromosomiques
soient rejetées et ne participent plus aux noyaux télophasiques. Cette éviction chromoso-
mique peut aller jusqu’a I’élimination totale de 1'un des deux noyaux parentaux.
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Pour le compartiment mitochondrial, les phénoménes sont encore plus complexes,
car ils comportent des compétitions entre les vitesses de réplication et des auto- et hété-
ro-recombinaisons en des sites privilégiés. On peut donc trouver des populations
contenant tous les dosages intermédiaires entre 1’addition totale et 1’absence de I’'un des
types.

Chez les chloroplastes, les regles paraissent plus strictes puisque généralement I'un
des types parentaux élimine totalement 1’ autre : il ne subsiste donc qu’une seule popu-
lation d’ADN chloroplastique [6].

Lorsque les noyaux se sont additionnés partiellement ou en totalité, on parle d’hy-
bride somatique ; s’il ne subsiste que 1'un des noyaux parentaux avec un cytoplasme
composite et/ou recombiné, on parle de «cybrides» (cytoplasme hybride). Bien qu’il
apparaisse des formes majoritaires, on voit bien qu'une méme opération de fusion pro-
duit tout un spectre de structures génétiques entre lesquelles il est parfois difficile de
se retrouver (Fig. 32).
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Figure 32. — Grande diversité des produits d’une hybridation somatique.
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Une partie de cette diversité obtenue est apte, si les conditions sont satisfaisantes, a
donner des colonies qui régénérent alors une gamme de plantes.

Jusqu’au stade fusion compris, les types parentaux A et B peuvent &tre trés éloi-
gnés : le protoplaste, ayant perdu tout signal relationnel avec le tissu dont il est issu et
tout repérage inscrit dans la paroi, se trouve dans !’incapacité de reconnaitre le parte-
naire qui lui est confronté dans 1’opération ; on peut donc fusionner une cellule animale
et une cellule végétale, ou un protoplaste de monocotylédone avec une dicotylédone,
etc. On peut aussi, comme nous le verrons, introduire dans un protoplaste, des micro-
plastes consistant en quelques organites cytoplasmiques, ou des liposomes, globules
lipidiques, enrobant une protéine quelconque. On peut enfin par électroporation faire
pénétrer des fragments d’ ADN et des plasmides.

Le protoplaste est donc un excellent récepteur, son seul défaut réside dans la faible
probabilité de régénération.

Identification et sélection des hétérofusions

Lorsque I’objectif est d’obtenir des hybridations somatiques entre des espéces A et
B, il est important de disposer d’un crible permettant d’identifier, le plus rapidement
possible, les hétérofusions. Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de méthode universelle,
et la stratégie de sélection dépend des especes, voire des génotypes en jeu. De plus,
bien que théoriquement la fusion de deux protoplastes aboutisse a4 une cellule ol
se trouvent additionnés les éléments nucléaires et cytoplasmiques, cette situation idéa-
le est assez rare. Ainsi, lors d’une expérience de fusion entre deux cruciferes :
Arabidopsis thaliana 4 2n = 8x = 40 chromosomes et Brassica campestris a2n = 2X =
20 chromosomes, on a obtenu des hybrides somatiques complets qui possédaient les
deux stocks chromosomiques parentaux et des hybrides partiels ol une partie des
génomes avait été éliminée, le noyau de I"hybride restant malgré tout stable [7, 8].

Ces éliminations peuvent donner lieu & des modifications structurales des chromo-
somes avec toutes les formes transitoires possibles et a des états de stabilisation
composites (fragment de génome étranger dans le génome conservé par exemple).

En revanche, les populations d’ADN cytoplasmiques se présentent, dans la plupart
des cas, en mélange. Il est donc nécessaire de pouvoir identifier le plus vite possible
les structures cellulaires résultantes. Cette sélection, par exemple, peut s’appuyer sur la
complémentation de résistances a des molécules chimiques : antibiotiques, analogues
d’acides aminés, herbicides [9, 10]. En effet, schématiquement la souche A étant résis-
tante & un produit a et la souche B a un produit », dans un milieu contenant les
substances a et b ne doivent pousser que les hybrides AB ou, tout au moins, des formes
recombinant les deux résistances. Ce systeme peut naturellement étre adapté au cribla-
ge d’associations noyau-cytoplasme, en choisissant pour 'une des souches une
caractéristique codée par les chloroplastes ou par les mitochondries.



104 Amélioration des plantes et biotechnologies

Dans la pratique, cette sélection automatique est aisée pour des especes modeles,
comme le tabac, ou de nombreuses souches caractérisées sont disponibles. En revan-
che, I'extension de ces techniques & des fins agronomiques s avere souvent délicate,
car les génotypes intéressants ne sont pas obligatoirement «marqués» et 'introduction
de génes sélectifs peut Etre laborieuse.

On peut également opérer un tri visuel sous microscope en utilisant pour 1'un des
partenaires un tissu albinos et pour ’autre un tissu chlorophyllien [11-13] ; une varian-
te peut consister en des colorations vitales ou des marquages fluorescents accompagnés
par un passage dans un trieur de cellules [14]. Lorsqu’on veut récupérer uniquement
des cybrides, il est possible de détruire les noyaux ou les éléments cytoplasmiques de
P'un des parents par des inhibiteurs métaboliques spécifiques ou par irradiations forte-
ment dosées.

Quoi qu’il en soit. toutes ces techniques sont laborieuses et constituent 1'une des
limitations majeures a 1'application en routine agronomique de 1’hybridation soma-
tique. La culture en microchambre, ou en goutte, de couples ne contenant qu'un seul
protoplaste (ou un tres faible nombre) de chaque parent permettrait de conditionner la
fusion et les phases subséquentes de maniere plus précise. mais, dans ce cas encore, les
étapes techniques sont lourdes [15. 16].

Enfin, lorsque toutes ces méthodes s’averent inapplicables, on est obligé de régé-
nérer un grand nombre de plantes et d’effectuer le tri sur les plantes régénérées & ['aide
de caractéristiques morphologiques ou biochimiques : cette technique a été utilisée par
exemple pour 'identification d’hybrides Lycopersicon peruvianum + Petunia hvbrida
[17] et Medicago sativa + Medicago faicata [18]. Ce procédé, bien que long et
fastidieux, a I’avantage d’éviter I’élimination de plantes partiellement modifiées ou
variantes par un crible trop précoce ou trop sélectif.

Cependant, petit a petit, la technologie des hybridations par fusion de protoplastes
évolue et depuis dix ans des progres constants apparaissent.

Présentation et évaluation d’une série de résultats

Les hybrides somatiques signalés dans la littérature, qui ont abouti a des plantes
viables, sont tous limités a la rencontre de parents appartenant a des genres diftérents
mais proches, ou, plus souvent, a des especes différentes. Autrement dit, I"hybride sen-
sationnel combinant une monocotylédone et une dicotylédone, ou mieux une
angiosperme et une levure ou une cellule animale avec une cellule végétale, est tou-
jours resté au stade de souches cellulaires mais n’a jamais donné de régénérants
viables.

Les familles botaniques qui comportent les réussites les plus marquantes sont les
solanac€es, les cruciferes, les ombelliferes et dans une moindre mesure les légumi-
neuses. Le Tableau I donne un apercu des types de fusion qui ont donné des produits
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hybrides sous forme de plantes viables. On peut constater que. bien que plus rares, les
cas d’obtention d’hybrides entre espéces sexuellement incompatibles existent et indi-
quent donc une potentialité réelle de la fusion de protoplastes.

Position actuelle

Au début des recherches sur I’hybridation somatique, les objectifs furent trés ambi-
tieux : a la suite de la réussite de Melchers, on pensait pouvoir synthétiser des plantes
entierement nouvelles en fusionnant des protoplastes de parents trés éloignés.

Petit a petit, I’intérét de 1'hybridation somatique a évolué lorsqu’on a constaté I'im-
portance des éliminations chromosomiques qui accompagnaient les fusions trop
audacieuses et surtout 1'impossibilité dans tous ces cas d’obtenir une régénération.

On peut donc dire maintenant que les fusions somatiques permettent :

— des fusions entre especes d’'une méme famille produisant des remaniements, des
échanges et des insertions chromosomiques intéressantes ;

— des fusions, jumelées a I’irradiation d’un des partenaires, qui augmentent les
hybridations incomplétes :

— des constructions cytoplasmiques nouvelles et de nouveaux rapports noyau-
réseau épigénique, ce qui n’est pas exploitable avec les hybridations conventionnelles ;

— des montées de niveau de ploidie qui ne s’accompagnent pas d’un accroissement
de la consanguinité. En effet, 1’autodoublement d'un stock chromosomique par les
agents mitoclasiques comme la colchine entraine une augmentation de I’homozygotie
et des dépressions due & la consanguinité résultante. La fusion entre protoplastes
n’ayant pas cet inconvénient ouvre aux formes polyploides un avenir nouveau.

Nous allons illustrer ces aspects trés positifs par quelques exemples de travaux mar-
quants.

Analyse d’exemples

En 1977, Belliard et al. [6] utilisérent deux lignées de Nicotiana tabacium, 1'une
normale, 1'autre ayant les génes nucléaires de rabacum et le cytoplasme de debneyi.
Cette derniere est male stérile a cause de 1'alloplasmie : ses antheéres sont féminisées et
la morphologie florale est modifiée. Aprés fusion, 1 500 plantes régénérées ont été
observées : 57 furent considérées comme hybrides ; en revanche, 250 plantes furent
classées comme cybrides ayant les caractéristiques nucléaires de 1'un ou de ’autre
parent et des morphologies florales intermédiaires.

Des croisements ont montré que le type floral était a hérédité maternelle et dans
90% des cas stable au cours des générations sexuées. L’ ADN mitochondrial étudié en
électrophorégramme aprés découpage par des enzymes de restriction démontra que
chaque cybride posséde son propre diagramme indiquant sa composition. Les auteurs
montrérent ainsi que ces plantes issues de fusion contenaient de nouveaux types de
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Tableau I. — Récapitulatif des principales fusions a I’origine de produits hybrides viables.

Hybridations somatiques réussies (janvier 1989)
Nicotiana glauca + N. langsdorffii 1972 Carlson et al. [19]
1976 Smith et al.
1977 Chen et al.
1978 Chupeau et al.
1983 Uchimiya et al
1987 Morikawa ef al. [20]
N. knightiana + N. sylvestris 1977 Maliga et al. [21]
1978 Menczel! et al. [22]
N. tabacum + N. sylvestris 1977 Melchers [23]
1978 Zelcer et al.
1979 Evans
1980 Aviv et Galun
1980 Medgyesy et al.
1983 Hein et al. [24]
N. tabacum + N. knightiana 1978 Maliga et al. [25]
1981 Menczel et al.
N. tabacum + N. rustica 1978 Nagao [26]
1980 lwai et al. [27]
1981 Douglas et al.
1981 Peitian et al.
1988 Pental et al.
(gaméto-somatique)
N. tabacum + N. alata 1979 Nagao [26-28]
N. tabacum + N. debneyi 1979 Gleba et al. [12]
1980 Kosakovs’ka [29]
N. tabacum + N. glutinosa 1979 Nagao [28]
1982 Uchimiya [30]
N. tabacum + N. glauca 1980 Evans et al. [31]
1982 Uchimiya [30]
1986 Pirrie et Power [37]
(gaméto-somatique)
N. tabacum + N. mesophila 1981 Evans et al. [32]
1982 Evans et al . [33]
N. tabacum + N. stocktonii 1981 Evans et al. [32]
N. tabacum + N. repanda 1982 Nagao [34]
N. tabacum + N. otophora 1983 Evans et al . [35]
N. tabacum + N. plumbaginifolia 1985 Gleba et al. [12]
1987 Bates et al. [36]
Petunia hybrida + P. parodii 1976 Power et al. [38]
1977 Cocking et al. [13]
1983 Izhar et al.
P. hybrida + P. axillaris 1979 Izhar et Power [39]
P. parodii + P. inflata 1979 Power et al. [40]
P. parodii + P. parviflora 1980 Power et al. [41]
Daucus carota + D. capillifolius 1977 Dudits et al. [42]
1981 Kameya et al. [43]
1981 Toshiaki et al. [44]

1987 Ichikawa et al. [45
{45]
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Datura innoxia + D. discolor

D. innoxia + D. stramonium

D. innoxia + D. candida

D. innoxia + D. sanguinea
Brassica oleracea + B. campestris

B. napus + B. hirta

Solanum tuberosum + S. chacoense

. nigrum + S. tuberosum

. tuberosum + S. brevidens

. tuberosum + S. phureja

. melongena + S. sisymbrifolium

. tuberosum phureja + S. pinnatisectum
. melongena + S. forvum

. melongena + S. khasianum
Lycopersicon esculentum + L. pennellii
Lotus corniculatus + L. conimbricensis
Arabidopsis thaliana + B. campestris

[ORORGROGRORONY]

Moricandia arvensis + B. oleracea
Sinapis turgida + B. oleracea

S. turgida + B. nigra

B. napus + Eruca sativa

N. tabacum + Petunia hybrida

N. tabacum + Salpiglossis sinuata
Duboisia hopwoodii + N. tabacum

N. plumbaginifolia + S. tuberosum

N. plumbaginifolia + Atropa belladonna
Datura innoxia + Atropa belladonna

Daucus carota + Aegopodium podagraria
Lycopersicon esculentum + S. tuberosum
L. esculentum + Solanum rickii

L. esculentum + Solanum acaule

Citrus sinensis + Severinia disticha
Citrus sinensis + Poncirus trifoliata
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1978
1978
1980
1980
1982
1987
1987
1988
1979
1982
1988
1986
1986
1987
1988
1088
1987
1987
1979
1981
1987
1987
1987
1988
1976
1982
1982
1988
1987
1988
1979
1981
1979
1978
1986
1988
1988
1088

Schieder [46]

Schieder [46]

Schieder [47]

Schieder [46]

Schenck et Robbelen [48]
Sundberg et al. [49]
Terada et al. [50]
Primard et al. [51]
Butenkes et Kuchko [52]
Binding et al. [53}

Fish et al. [54]

Puite et al. [55]

Gleddie et al. [56]
Sidorov et al. [57]

Guri et Sink [58]
Sihachakr et al. [5]
O’Connell et Hanson [59]
Wright et al. [60]

Gleba et Hoffmann {7]
Hoffmann et Adachi [8]
Toriyama et al. [61}]
Toriyama et al. [61]
Toriyama ef al. [62]
Fahleson et al. [63]
Binding [64]

Xianghui et al. [65]
Nagao [34]

Endo et al. [66]

de Vnes et al. [67]

Gleba et al.[68]
Krumbiegel et Schieder [69]
Krumbiegel et Schieder [70]
Dudits et al. [71]
Melchers et al. [2]
O’'Connell et Hanson [72]
Schweizer et al. [73]
Grosser et al. [74]

Gross ef al. [75]

mitochondries obtenus par recombinaison entre les types parentaux. Ce type d’ap-
proche a été ensuite utilisé dans le cas de plantes déficientes en chlorophylle.

Bannerot er al. [76] ont introduit par hybridation sexuée intergénétique le cytoplas-
me d’un radis japonais porteur de la stérilit¢ méle dans le genre Brassica. La stérilité
maéle s’y exprime partaitement et permet d’envisager [’utilisation pratique de la vigueur
hybride dans divers cultivars de Brassica (variétés de chou, de colza...). Malheureu-
sement ce cytoplasme-radis entraine chez les Brassica une déficience chlorophyllienne
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tres marquée aux températures faibles, ce qui est un défaut rédhibitoire. De plus les
fleurs des Brassica sur cytoplasme-radis n’ont pas, ou tres peu, de nectar et n’attirent
pas les pollinisateurs.

L’hypothese d'une mauvaise interaction entre le compartiment nucléaire et le com-
partiment chloroplastique ayant été avancée, une expérience en vue d’obtenir des
cybrides ne gardant du radis que le compartiment mitochondrial a été conduite par
hybridation somatique entre un Brassica napus (colza) normal et un colza male stéri-
le. donc porteur du cytoplasme «radis».

De cette fusion ont été sélectionnés les régénérants qui étaient les plus verts a basse
température et qui avaient des fleurs males-stériles [77]. On a vérifié que ces plantes
possédaient effectivement les électrophorégrammes des ADN nucléaires et chloroplas-
tiques du colza et des ADN mitochondriaux du radis, c’est-a-dire que ces plantes
résultaient d’un échange du seul compartiment chloroplastique entre parents.

Ces cybrides sont stables par descendance sexu€e et peuvent entrer comme géni-
teurs dans les programmes de création d'un colza hybride. Dans la méme ligne de
recherche, un colza mile stérile résistant a 1’atrazine a été obtenu en sélectionnant les
cybrides de I’ opération de fusion des deux colzas suivants :

— le premier détient une stérilité méle venant des mitochondries de Raphanus sativis
(radis) croisé par Brassica oleracea (chou) et suivi d'une série de back-cross sur
B. napus pour retrouver un colza méle stérile :

— le second possede la résistance a 1'atrazine issue des chloroplastes de Brassica cam-
pestris (navette) aprés croisement et, 1a aussi, une série de back-cross sur B. napus
(colza).

Les cybrides résistants et males stériles sélectionnés ont donc la formulation géné-
tique suivante : noyau-colza + mitochondries-radis + chloroplastes-moutarde. Ce sont
eux aussi des géniteurs possibles de cultivars de colzas hybrides et résistants a I’atra-
zine.

Ce type d’expériences, en plus de I'intérét pratique direct qu’il démontre, confirme
un nouveau domaine de sélection grice aux fusions somatiques : la recherche des
meilleurs couples «linkats-compartiment épigénique». On a récemment démontré que -
divers cybrides de Brassica avaient tous leurs diagrammes d’ADN mitochondrial
propres.

Des expériences récentes, conduites par la station d’amélioration des plantes de
I'INRA de Rennes apportent, par ailleurs, les résultats montrés par le Tableau II
(Morice, communication orale).

Ce type d’expérimentation indiquerait donc la possibilité pour un sélectionneur de
«regonfler» une variété en recherchant avec quelle structure cytoplasmique (ou plus
exactement, épigénique), la synergie est la meilleure : toute une voie est ouverte en ce
sens.

Une autre voie d'utilisation des fusions de protoplastes d’objectif assez différent
présente elle aussi un grand intérét. La domestication a créé€ progressivement une rup-
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Tableau II. Effets de 1"alloplasmie sur les rendements chez le colza.

—

Structure du cultivar de colza Rendement
Cultivar de colza Brutor sur son propre cytoplasme 100
Cultivar de colza Brutor sur cytoplasme cybride 27 109
Cultivar de colza Brutor sur cytoplasme cybride 58 116
Cultivar de colza Darmor sur son propre cytoplasme 100
Cultivar de colza Darmor sur cytoplasme cybride 27 109
Cultivar de colza Santor sur son propre cytoplasme 100
Cultivar de colza Santor sur cytoplasme cybride 27 114
Cultivar de colza Santor sur cytoplasme cybride 58 121

ture entre 1'espece cultivée, remaniée, sélectionnée et les populations ancestrales dont
elle est issue. Généralement I’espece cultivée a pris des structures allopolyploides qui
ne permettent plus les flux géniques entre ses ancétres et elle. Or le réservoir ancestral
a généralement gardé des caractéristiques de rusticité, de tolérance aux intempéries et
de résistances horizontales aux pathogenes que recherchent les sélectionneurs.

On imagine aisément que ’hybridation somatique soit la meilleure solution pour
remeltre en communication la plante domestiquée et ses ancétres spontanés.

Ainsi Nagao (78] a transmis au tabac cultivé [a résistance au feu bactérien de
Nicotiana rustica ; Helgeson et al. [79] ont transféré a la pomme de terre la résistance
au virus de I"enroulement apporté par Solanum brevidens. Si Ion couple les technolo-
gies d"haploidisation, aux remontées de ploidie apportées par la fusion de protoplastes,
on peut proposer des stratégies de sélection tres séduisantes dont nous donnerons deux
exemples. La pomme de terre cultivée est tétraploide et dérive d'un ancétre diploide
initial. Solanum stenotomum (Pérou, Bolivie), qui aurait lui-méme donné une série
d’especes ancestrales diploides : Solanum chacoense, S. phureja, S. vernei... qui se
localisent toutes dans les mémes zones géographiques (Pérou, Bolivie, Colombie,
Argentine, Brésil...). Ces espeéces constituent un réservoir de variabilité inégalable :
résistances aux virus, aux nématodes, a la sécheresse, au froid...

L’idée de remettre en communication I’espece cultivée avec ces formes est sédui-
sante ; dans ce but on peut proposer les étapes suivantes.

Application a un cultivar (tétraploide) d'une technologie d’haploidie qui I’ame&nera
au niveau diploide. A ce stade on peut faire communiquer tuberosunt et un «pool géné-
tique» diploide contenant des facteurs génétiques intéressants. Cet échange génique
(nucléaire et éventuellement cytoplasmique) peut se faire de deux manieres, soit par
voie sexuée, soit par fusion de protoplastes ; on remonterait dans ce dernier cas direc-
tement au niveau tétraploide [80].

En tout état de cause, on peut a ce niveau diploide opérer une sélection sur
S. tuberosum beaucoup plus efficace qu’au niveau tétraploide. Wenzel [81] proposait
une seconde haploidisation qui ménerait du niveau diploide au niveau haploide avec
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une lisibilité encore plus grande des génotypes ; cette proposition ne semble pas réa-
liste car elle impliquerait beaucoup trop d’étapes techniquement délicates.

En revanche, aprés mixage et sélection récurrente au niveau diploide, la fusion de
deux Solanum tuberosum 2X les remonterait au niveau 4x en maintenant 1’hétérozygo-
tie indispensable & une bonne vigueur de la plante [80].

On pourrait aussi tenter de resynthétiser d’autres formes tétraploides avec d’autres
combinaisons d’espéces. Un autre exemple de stratégie voisine qui est également pour-
suivie en France concerne une espece fourragere, la luzerne Medicago sativa. Cette
espece cultivée est, elle aussi, tétraploide. Bien que gardant une certaine variabilité, il
semblerait qu’on ne puisse plus trouver dans les meilleures populations de 1’espéce cul-
tivée des facteurs de rusticité, de compétitivité, d’adaptation a la sécheresse ou aux sols
salins qui étendraient les potentialités de ce fourrage. On pourrait aussi s’ attaquer aux
facteurs qui entrainent la météorisation du bétail et qui interdisent la consommation
«en vert» de cette plante.

Les especes spontanées qui sont apparentées a la luzerne cultivée sont diploides
(2n = 2x) ou. elles aussi, tétraploides (2n = 4x). Dans les deux cas, la communication
génétique entre especes par la voie d’hybridations somatiques implique une maitrise de
I’haploidisation, car sans elle on aboutit a des formes 6x ou 8x qui, de manicre géné-
rale, ne semblent pas trés performantes.

La stratégie proposée pourrait donc consister a descendre la luzerne cultivée au
niveau 2x et a la fusionner avec les espéces spontanées diploides. ou encore a la fusion-
ner d’abord avec une espece spontanée tétraploide et a redescendre ensuite au niveau
4x par haploidisation. Pour I’instant, des hybrides somatiques ont été obtenus entre la
luzerne cultivée (Medicago sativa 4x) et une espece sauvage rustique et résistante au
froid et a la sécheresse (M. falcata 4x) [4]. Les plantes hybrides 8x sont vigoureuses et
intéressantes. Leurs descendances sont en cours d’étude [18]. Dans des fusions avec
d’autres especes (M. lupulina, M. polymorpha, M. romanica), des plantes ont pu étre
régénérées mais leur nature hybride n’apparait ni a travers leur morphologie, ni a tra-
vers I’analyse enzymatique. Ces expériences, aussi bien chez la pomme de terre que
chez la luzerne, mettent bien ’accent sur les difficultés a résoudre avant d’entamer un
véritable programme d’amélioration par ces voies.

Problémes et remedes

La premicre difficulté vient de 1’absence de marqueurs qui permettraient, dans la
grande quantité des produits d’une opération de fusion, de déterminer rapidement ceux
qui résultent d’une hétérofusion : I'utilisation du génie moléculaire (Chap. VIII) pour
introduire de tels marqueurs est sans doute une solution élégante qui ne perturbe pas le
génotype choisi pour I"hybridation (introduction de résistance & un antibiotique ou a un
désherbant par exemple).
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Un autre facteur limitant important réside dans I’aptitude a la régénération, tres
variable d’un génotype a I'autre d’une part (ce qui engendre des déséquilibres et des
compétitions néfastes dans les effectifs de régénérants apres une opération de fusion)
et surtout, d’autre part, treés limitante pour certaines especes. La nécessité d’adapter le
milieu spécifiquement a chaque type de plante entralne souvent des régénérations pré-
férentielles d’un type parental plutdt que des hétérofusions. Par ailleurs, ces limitations
des taux de division et de régénérations rendent presque impossibles les opérations en
microgouttes de quelques protoplastes de chacun des partenaires.

Les difficultés qui surgissent des que 1’on vise la régénération de types hybrides
interspécifiques éloignés ou intergénériques semblent indiquer que les objectifs de la
fusion somatique doivent désormais plutdt viser I’obtention de cybrides et la recherche
d’adéquations optimales entre nouveaux cytoplasmes et génotypes nucléaires ; une
nouvelle stratégie est donc en cours de naissance :

— créer un bon cultivar par les méthodes conventionnelles par exemple ;

— fabriquer par fusion de protoplastes une assez large collection de populations
cytoplasmiques dans 1’espece et aux frontieres de I’espece ;

— confronter le cultivar créé aux cytoplasmes cybrides et tester les meilleures rela-
tions noyau/épigénique ;

— vérifier la stabilité de la nouvelle structure ainsi «gonflée».

La fusion de protoplastes, jumelée a la biologie moléculaire, représente un excellent
outil d’investigation de la génétique des populations cytoplasmiques, que les croise-
ments sexués ne permettaient d’aborder que tres superficiellement.

11 conviendrait sans doute de développer les technologies qui dissocieraient, dans
les fusions, les trois compartiments constitutifs du génome : le compartiment
nucléaire, le compartiment mitochondrial et le compartiment chloroplastique. La
reconstitution, a volonté, par fusion «enveloppe + noyau» avec des mitochondries exo-
genes et des chloroplastes d’une troisieme origine, apporterait, si elle était maitrisée,
des voies nouvelles trés puissantes.

Enfin, un autre probléme soulevé par ces fusions de protoplastes concerne les
plantes hybrides obtenues. L.’étude des premiers hybrides somatiques entre Medicago
sativa et M. falcata a mis en évidence des comportements trés particuliers des plantes
issues de fusion et de leurs descendances [18]. 1l serait nécessaire de développer des
recherches qui analyseraient les relations entre des génomes amenés ainsi a coexister
dans une cellule, spécialement sous ’angle de la variabilité somatique et génétique
qu’ils sont susceptibles d’exprimer.

En effet, il a ét€ démontré que, en plus de la variabilité génétique issue de toutes les
formules d’additions nucléaires, mitochondriales et chloroplastiques trouvées dans les
produits de fusion, le passage par protoplastes est une tres active source de vitrovaria-
tions (Chap. IV) qui viennent se surajouter et oblitérer la variation recherchée. Ces
variants, par leurs multiples facettes, sont un €lément positif, mais aussi une source de
perturbation dans ’analyse des phénomenes.
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VII

Biotechnologies de repérage
et d’étiquetage des genes

Le progres des connaissances sur l'expression des genes. puis les avancées sur la
structure moléculaire de I’information ont permis de revoir totalement les méthodes de
repérage génétique. Ces méthodes sont de deux types :

— les plus anciennes identifient le géne par son produit ;

— les plus récentes sont directes et détectent le code génétique lui-méme.

Nous ne nous attarderons pas sur les premicres qui sont aujourd’hui classiques ;
citons :

— 1’établissement des cartes chromosomiques a 1'aide des taux de recom-
binaison ;

— la séparation des protéines par les électrophorégrammes mono- ou bidimen-
sionnels :

— la détection par des anticorps poly- ou monoclonaux et, en particulier, les
méthodes de marquage de type ELISA (enzyme linked immunosorbant assav).

Ces méthodes révélent, avec des moyens simples, les structures ponctuelles des
génotypes. Elles ont été abondamment utilisées pour préciser les régimes de reproduc-
tion de certaines especes, les relations entre especes et les filiations évolutives, les
parentés et les identités variétales, etc.

Cependant, ['une des plus grandes innovations biologiques de la décennie réside
dans I'identification de I"’ADN lui-méme.

Les diagrammes de restriction : RFLP

Chez les végétaux supérieurs, chaque chromosome comprend une double hélice de
deux molécules complémentaires d'acide nucléique, que ’on sait aujourd’hui assez
facilement extraire. On connait un assez grand nombre d’enzymes, dites enzymes de
restriction, qui sont capable de couper I"ADN double brin en des sites spécifiés :
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chaque type d’enzyme reconnait une séquence de bases qui lui est propre (en général
6 a4 9 paires de bases) et coupe I’ADN en ces emplacements (Tableau I). On peut ainsi
obtenir un découpage plus ou moins fin selon I'enzyme utilisé. 11 est évident que deux
génotypes, différant génétiquement, n’auront pas les mémes séquences et, donc, ne
seront pas découpés de la méme maniere : ¢’est cette différence que 1"on appelle poly-
morphisme des longueurs de fragments de restriction (restriction fragment length
polvmorphism) : RELP [1]. Chaque génotype est donc visualisé par le spectre électro-
phorétique de migration des fragments en fonction de leur longueur (Fig. 33). En
adoptant des jeux d’enzymes de restriction correspondant a 1’objectif recherché, on
peut obtenir une grande précision dans ces diagrammes de découpage. Bien qu’elle
nécessite une technicité et une certaine mise de fonds, |'utilisation des enzymes de res-
triction est une opération assez simple. a la portée de la plupart des laboratoires. Cette
technologie présente, en outre, les avantages suivants :

— elle révele des séquences, méme si le géne n’est pas exprimé ;

— ¢lle ne nécessite que des quantités minimes de matériels :

— clle détecte les codominances entre alleles ;

— elle est indépendante des effets de I’environnement et des épistasies avec
d’autres génes.

Tableau I. — Exemples de quelques enzymes de restriction : sites spécifiques et nombre de coupures sur
le virus SV 40.

Enzyme Site spécifique Nombre de coupures
Hind 111 A/AGCTT 6
Eco RI G/AATTC 1
Bam HI G/GATCC 1
Bsu | El CC/GG 18
Fi CG/CG ?
Small CCC/GGG 0
Eco Rl /CCTGG 16

Cependant, ce découpage en fragments ne donne, par lui-méme. qu'un diagramme
«anonyme» puisque 1’on ne connait pas les génes portés sur chacune des découpes. Si
I’on s’en tenait la, I’approche serait sensiblement de méme nature que celle de la géné-
tique quantitative, c’est-a-dire qu’elle ne permettrait que des évaluations statistiques
des structures de génotypes, des linkats, des parentés, des distances génétiques entre
populations, des niveaux d’hétérozygotie d’un génotype, etc. 1l existe plusieurs formu-
lations pour le calcul des distances entre diagrammes RFLP [2], ou pour le calcul des
index d’hétérozygotie relative [3].
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Figure 33. — Diagrammes de restriction.

Les sondes

Une autre propriété de I' ADN permet de sortir de I’anonymat des fragments en les
étiquetant avec des sondes

Les deux chaines d’ADN complémentaire constituant la double hélice peuvent étre
séparées par rupture des ponts «hydrogene» qui les relient : on appelle cette opération,
dénaturation de I’ ADN. Elle se réalise par divers agents physiques ou chimiques (tem-
pérature, PH...). On nomme «stringence» du milieu réactionnel les conditions qui
déterminent la dénaturation plus ou moins facile de I’ADN. Lorsque le fragment
d’ADN a identifier a été dénaturé et que les conditions de stringence du milieu sont
permissives, il peut se réassocier a4 tout ADN complémentaire présent : c’est 1’hybri-
dation moléculaire (voir également chapitre VIII).

Lorsque la stringence du milieu n’est pas trop forte, I’hybridation ne nécessite pas
une complémentarité absolue, il suffit d’une certaine homologie. Les sondes sont donc
des séquences de bases identifiées (correspondant a des génes connus) accompagnées
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d’un marqueur, radioactif dans le cas des sondes chaudes, visible pour les sondes
froides (Tableau II). Ces sondes vont s’hybrider sur les fragments RFLP et les étiqueter.

Tableau II. — Les sondes.

— Quand 2 brins I’ADN ont un certain degré de complémentarité, Il'y a appariement
— Si le milieu réactionnel est permissif (conditions de stringence), (hybridation)

1. Un ADN a identifier, appelé cible, est fixé sur un support (squash, dot blot, southern...)

2. On le place en présence d’'une «sonde» dans un milieu réactionnel
(la sonde est un fragment d’ADN porteur de la séquence recherchée dans la cible et marqué :
sondes radioactives ou sondes froides)

3. Si la cible a un site homologue de la sonde, il y a hybridation et aprés lavage la sonde reste
(s’ 'y a pas d’homologie, la sonde est lavée)

4. On détecte ainsi : (sur des fragments trés petits, parfois inférieurs a 1/1000 nanogramme, ou
anciens)
— fa présence de virus ou de bactéries dans un organisme
— toute identité génétique
— les relations de parenté
— les impuretés

On dispose actuellement d’un trés grand nombre de sondes, pour la plupart des
grandes especes végétales ; cela est d’autant plus facile que I"hybridation moléculaire
n’exige qu'une homologie approximative : les sondes du mais conviennent pour le riz,
celles de la pomme de terre sont valables pour la tomate, celles de la luzerne s’utilisent
chez l'arachide... [4].

Par ces étiquetages et par le jeu des nombreuses enzymes de restriction, on peut
avancer tres vite dans la construction des cartes génétiques totales. (dites saturées),
chez la plupart des especes, ce d'autant plus qu’il existe des logiciels (Gene links, Map
makers...) qui facilitent toute interprétation.

Actuellement, on peut dire que de telles techniques sont des opérations de routine.
L’ utilisation des sondes froides évite la nécessité d’avoir un laboratoire agréé pour la
radioactivité.

Les amplifications de PADN : RAPD

Lorsqu’on ne dispose que de tres faibles quantités de I'ADN a identifier, et surtout
avec les sondes froides (50 a 100 fois moins sensibles), on peut amplifier I"’ADN pour
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franchir de nouveaux seuils de sensibilité. Les techniques les plus fréquemment utili-
sées sont les PCR (polymerase chain reaction) accommodées par les RAPD (random
amplified polvmorphic DNA) [5]. Dans les PCR classiques on amplifie un gene bien
spécifié, alors que dans les RAPD on amplifie des zones aléatoires.

Pour amplifier une séquence d’ADN (Fig. 34). il faut disposer d'un milieu conte-
nant :

1/ "”ADN cible (double brin) extrait de la cellule ;
2/ des molécules d’ ADN polymérase

ADN cible (2 brins complémentaires) W
/ Milieu
réactionnel
1 + (amoarces et
00 000 GO OC CECEOCEOLS® OO0 5000 ADNponmerase)
Dénaturation

V4 Appariement
des amorces
3 - amorce

amorce [l

2
| 1

4 — ADN polymérase

1€ cycle
d'amplification

-«— ADN polymérase

5 Aprés n cycles, on obtient 2" coples

Figure 34. —Amplification de I'ADN (PCR).
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3/ des amorces (primers), qui sont des séquences complémentaires de chaque extré-
mité de la zone d’ADN cible & amplifier. C’est ici que I’amplification est spécifique
(amorcage en début et fin de la zone délimitant un gene spécifié) ou aléatoire (amor-
cage avec des séquences aléatoires, calculées pour couvrir statistiquement une
longueur codante déterminée) (Tableau III).

Tableau III. — Amplification de I'’ADN (comparaison entre deux méthodes).

Méthode PCR

— amorces (primers) spécifiques de I'organisme dont on doit amplifier une séquence
(I existe des banques de données et des logiciels permettant le choix des amorces les
mieux adaptées)

Meéthode RAPD (random amplified polymorphic DNA)

— amorces plus courtes et aléatoires
(logiciels de séquences)
(synthétiseurs de nucléotides)

— s’hybrident au hasard en plusieurs endroits de la cible
(plusieurs fragments amplifiés)

— on choisit les amorces qui aboutissent a la meilleure discrimination du polymorphisme

— utilisation : - marquage
- description de la variabilité
- cartes génétiques rapides

Le milieu réactionnel, dont la stringence est ajustée, recoit donc ADN, polymérase,
amorces. Il est alors soumis a des cycles successifs constitués detrois phases :

1/ dénaturation de 1’ ADN cible ;

2/ appariement des couples d’amorces ;

3/ copie complémentaire de chaque brin par I’ADN polymérase. Au bout de
n cycles de ce type (dans un appareil appelé «cycleur»). on doit récolter, en principe,
2" copies de I’ ADN initialement amorcé, c’est-a-dire du géne précisément recherché ou
d’un segment spécifique dans la PCR classique, de multiples zones aléatoires (qu’on
pourra étiqueter) ensuite dans la RAPD.

La fabrication des couples d’amorces, longues d’une vingtaines de nucléotides dans
les PCR est facilitée par des banques de données sur les séquences utilisables chez la
plupart des espéces importantes. Pour les RAPD, les amorces sont plus courtes, 4 a 10
nucléo-tides ; le principe de leur fabrication, par un synthétiseur de nucléotides est
simple : calcul des probabilités d’existence de séquences de 4 a 10 paires de bases dans
un génome végétal donné, et probabilité de répartition de telles séquences sur 2 brins
complémentaires en des points distants de quelques centaines de nucléotides (afin que
la polymérase puisse agir).
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Les combinaisons de ces séquences oligonucléotidiques formant les amorces pos-
sibles sont pratiquement illimitées : des logiciels permettent de faire son choix. Les
RAPD donnent donc facilement de trés grands nombres de profils d"amplification.

Outre la PCR, se sont développées, au cours des derniéres années, plusieurs
méthodes nouvelles d amplification de I'ADN ; chacune posséde ses avantages et ses
inconvénients, mais la PCR reste la voie classique.

On peut donc dire que, dans ce domaine, les biotechnologies sont parvenues a une
grande sensibilité de repérage et d'identification. Le Tableau IV donne. a titre
d’exemple, les sensibilités des diverses voies pour détecter le virus de la Sharka. patho-
aéne des arbres fruitiers.

Tableau 1IV. (D apres [1].)

Méthode Quantité de virus détectable
ELISA 1ng
Hybridation moléculaire :

par ADNc 0,1 ng

par ARNc 0,005 ng

PCR 0,0002 ng

Trois exemples d’utilisation des repérages moléculaires

Différenciation des mais hybrides américains [6]

Les classifications antérieures des mais hybrides par des marquages biochimiques
étaient critiquables car elles étaient basées sur un échantillonnage trop partiel du géno-
me. Dans 1'analyse RFLP, on a utilisé trente-huit sondes, qui mirent en évidence
288 variations. Cela a permis la distinction des 69 hybrides testés avec une tres gran-
de sensibilité. Le classement était en accord avec les différences antérieurement
trouvées et avec le comportement en champ ; il confirmait également ce que 1’on savait
du pédigrée des hybrides.

Les cultivars de piment analysés par RFLP [7]

Par des méthodes classiques, des groupes de linkage avaient pu étre déterminés
chez le piment. Grice a 41 sondes moléculaires ont été analysés les diagrammes de res-
triction de 14 origines de piments. Cette étude, mettant en évidence 82 loci, permet
d’envisager 1’élaboration d’une carte chez Capsicum annuum. Par ailleurs. sur les dia-
grammes comprenant 118 fragments, les 13 types de C. anmum ont été décrits ;
14,4 % des fragments sont spécifiques d’un cultivar, 54,2 % sont communs a 1’en-
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semble et 31.4 % donnent des informations sur les parentés entre ces types. Cela
illustre bien la valeur de 1’outil RFLP - sondes.

Le principe du marquage par transposons

Considérons un génotype possédant un caractere donné «C» dont on voudrait loca-
liser le (ou les ) geéne(s). La procédure est la sutvante : on intégre, par génie génétique
(voir chapitre VIII), un transposon dans ce génotype. Le transposon transféré est mar-
qué par une résistance a la kanamycine, par exemple, et I’on possede une sonde qui
permet de le repérer. En culture in vitro, on sélectionne alors, parmi les clones cellu-
laires résistants & 1'antibiotique, ceux qui régénérent des phénotypes mutés pour le
caractere «C». Il est facile ensuite par RFLP, en utilisant la sonde, de repérer le frag-
ment porteur du géne ou du linkat conditionnant le caractere «C»[8, 9].

La sélection assistée par marqueurs
(QTL pour quantitative trait locus)

L étiquetage de nombreux genes ou, mieux. de nombreux linkats ouvre aux sélec-
tionneurs 1’espoir d’associer des caracteres agronomiques a des genes marqueurs. Cela
présente d'autant plus d’intérét que les genes d’intérét agronomique sont nombreux,
mais avec des effets hiérarchisés, sont trés modulés, dans leur expression, par les
conditions de milieux et nécessitent pour leur mise en évidence des analyses longues
et coliteuses. En fait, I’espoir est que la génétique quantitative pourra étre éclairée par
des marqueurs moléculaires simples.

Ainsi seraient plus lisiblement localisés les linkats, les zones recombinogénes (a
fréquents CO). les sites conditionnant des variances inter- et intrapopulations et les
aptitudes a la combinaison, etc. Bien que I'on puisse, effectivement, attendre une aide
a la sélection d’un caractere, par le marquage lié. il y a une certaine naiveté dans les
nombreux travaux entrepris dans ce domaine [10]. Les situations, ot les résultats sont
nettement positifs, concernent les classifications de la variabilité, la conduite éclairée
des back-cross (quand les caracteres sont oligogéniques), I’étiquetage de génes dont le
repérage est coliteux (notamment pour en entreprendre la sélection récurrente).

En revanche, la sélection assistée par marqueurs reste assez peu efficace lorsque les
genes conditionnant le caractére sont répartis en nombreux linkats interactifs ou
lorsque les linkages marqueurs-caractére sont peu étroits, ou encore lorsque 1 héritabi-
lité de la caractéristique a étudier est faible. D’une maniére générale, il faut donc
relativiser I’importance de ’aide apportée. Nous illustrerons cette conclusion un peu
restrictive en considérant la carte génétique de la tomate et trois caracteres quantitatifs
(poids du fruit, teneur en sucres, pH du fruit) avec les marquages associés (Fig. 35). On
se demande quel parti direct en tirerait un sélectionneur ? Et cependant nous sommes

dans un cas simple [11].
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Les limites des biotechnologies de repérage

La génétique quantitative atteint ses limites d’efficacité lorsque les interactions
entre locus prennent le pas sur les effets d’additivité. Dans cette situation (comme |’ ont
montré de nombreuses publications), la cohérence des théories est ébranlée. On retrou-
ve ces mémes limites dans les espoirs liés a I'étiquetage des genes et & la cartographie
fine du génome :

— les nombreux cas ou il n’y a pas de liaison entre le niveau d hétérosis et la dis-
tance génétique entre parents ;

— le cas o les aptitudes a la combinaison sont meilleures entre des lignées relati-
vement apparentées (si elles sont complémentaires) ;

— I’absence de liens entre le polymorphisme génétique détecté et la variabilité phé-
notypique mesurée ;

— l'intérét plutot descriptif de la cartographie.

Toutes ces limitations constituent une grande source de réflexions concep-
tuelles : par exemple, chez certaines espéces (tomate, mais), le polymorphisme révélé
par les marqueurs moléculaires est en accord avec le systeme de reproduction (autoga-
mie, allogamie) ; mais ce n’est pas du tout une loi générale : le riz, autogame, a un
polymorphisme allélique aussi élevé que celui du mats (allogame), et le melon (allo-
game) aussi réduit que celui du soja (autogame) [12,13]

Au méme titre, une étude chez 1'arachide (Arachis hypogea), légumineuse alloté-
traploide, conduit les auteurs a la conclusion suivante : des études utilisant les
méthodes moléculaires n’ont pas révélé de niveau de polymorphisme génétique signi-
ficatif alors qu’une variabilité morphologique et physiologique est trés visible entre les
familles [14].

En outre, les cartes génétiques saturées (voir p. 135) montrent, par exemple,
qu’entre le riz et le mais il y a 70 % de colinéarité (mais bien plus cette colinéarité
serait presque aussi forte entre le riz et la tomate !) Par ailleurs la tomate et la pomme
de terre ne différent que par quatre inversions [15] (cela indépendamment de la tétra-
ploidie chez la pomme de terre) (Fig. 36).

Conclusion

Compte tenu de ces remarques, et tout en reconnaissant I'immense avantage d’avoir
des repérages ponctuels et des moyens d’appréciation et d’identification trés sensibles
pour les pathogénes, pour les cultivars, pour les impuretés, pour la parenté, pour la des-
cription du polymorphisme etc., nous sommes a la conclusion suivante.

La carte génétique ainsi obtenue traduit trés imparfaitement les différences
morphologiques entre espéces et ne reflete qu’approximativement les aptitudes fonc-
tionnelles des plantes. Dés lors, que ferons-nous des cartes génétiques completes ? En
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tout état de cause, cela relance la réflexion sur la différenciation génétique des especes
et sur les mécanismes génétiques de 1’évolution.

Cela nécessite également une meilleure conceptualisation des interactions inter-

genes, ainsi que inter- et intra-linkats (un linkat n’est pas du tout la résultante de
I’addition des effets des locus liés).
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VIII

Technologies des transformations moléculaires

Signification de ces technologies

L’évolution, a partir des premiers ARN et ADN doués de la capacité d’auto-repro-
duction, s’est déroulée par un enrichissement dans les arrangements des bases puriques
et pyrimidiques qui constituent les briques de 1’architecture moléculaire. Mais ces
arrangements, qui se sont accompagnés d'une diversification des formes visibles des
gtre vivants, n’ont pas donné naissance a un continuum biologique, mais au contraire
a des groupes séparés que les systématiciens ont classifiés en familles, genres,
espéces... Ces entités distinctes ont la particularité de ne plus échanger de flux génique
entre elles (sauf cas exceptionnels). Autrement dit, les formes intermédiaires, transi-
toires ont disparu, éliminées par la sélection naturelle, ou n’ont pas existé ; c’est-a-dire
que 1"évolution a pu progresser par bonds successifs franchissant brutalement et irré-
versiblement des seuils (théorie des catastrophes) [1].

Quoi qu’il en soit, ce clivage constitue pour les sélectionneurs un obstacle majeur
leur interdisant d’aller chercher dans une famille botanique voisine le, ou les géne(s)
dont ils avaient besoin ; les efforts déployés, pour utiliser I"hybridation interspécifique,
montrent a quel point les échanges génétiques, méme entre especes voisines, sont labo-
rieux.

C’est le mérite du génie génétique de permettre aujourd hui un acces potentiel a la
totalité des geénes de 1'ensemble du regne vivant et d’entrouvrir des possibilités de
transfert de cette information. Les végétaux ainsi transformés sont nommés «plantes
transgéniques».

Cependant, pour que cette involution (remontée dans 1'évolution), trés promet-
teuse, puisse aboutir a des plantes bien structurées et trés performantes. beaucoup de
conditions doivent étre réunies au cours des diverses étapes du processus.
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A partir du donneur, une fois que la qualité recherchée est décelée, il reste encore a :

— découper son information génétique et repérer la zone intéressante ;

— cloner le géne repéré ;

— associer au gene désiré une séquence «promoteur» qui régule son expression ;

— construire un vecteur ou une technologie vectrice ;

— disposer, pour le receveur, d’une plante, d’un organe, de tissus, de cellules ou de
protoplastes aptes a accepter le vecteur :

— &tre capable, ensuite, a partir de 1’élément précédent, de repérer les tissus trans-
formés et de régénérer une plante transgénique ;

— vérifier, chez la plante nouvelle, que le géne étranger n’est pas rejeté au cours du
développement et, dans le cas ou I’on utilise la reproduction sexuée, s’assurer que le
nouveau gene est bien transmis a la descendance ;

— étudier 'intensité d’expression du gene transféré et surtout 1’effet du promoteur
sur la régulation temporelle et spatiale de 1’expression ;

— évaluer le rendement agronomique et le maintien de 1’ensemble des perfor-
mances des plantes transformées.

Les étapes du processus

Repérage et «découpe» d’un gene intéressant chez le donneur

Une fois identifié un donneur intéressant, possédant la qualité recherchée, il faudra
réussir a extraire proprement son information génétique et a la découper en fragments.
Comme nous 1’avons vu au chapitre VII, nous reprenons ici un exposé technique simi-
laire : depuis une vingtaine d’années, on maitrise 1’utilisation d’une famille d’enzymes,
les endonucléases de restriction. Chaque type d’endonucléase est capable de découper
les deux chaines de I’ADN chaque fois qu’elle rencontre une certaine séquence de
paires de bases (généralement quatre 2 six paires). Comme 1'ensemble de 1’information
d’un étre vivant possede plusieurs fois cette séquence, I’action de I’endonucléase abou-
tit a la fragmentation du ou des chromosomes en morceaux de différentes longueurs
qu’on peut classer par électrophorese, dans un gel d’agarose par exemple ; on obtient
ainsi un électrophorégramme de restriction. Par exemple, I’endonucléase de restriction
EcoR1. qui est 'une des plus connues, coupe I'’ADN chaque fois qu’elle reconnait la
séquence GAATT C (Fig. 37).

On constate qu’une telle modalité de découpe donne des extrémités appelées «col-
lantes» en ce sens qu’elles se souderaient automatiquement deés qu’on les mettrait en
présence [2].

Pour repérer sur 1’électrophorégramme de restriction les génes portés par tel ou tel
fragment, il est nécessaire de disposer d’une «sonde» moléculaire.

La maniere la plus courante pour fabriquer une telle sonde nécessite souvent que
I’on dispose en quantité suffisante du produit du géne intéressant. Cela n’est générale-



Technologie des transformations moléculaires 131

'

Code G—A—-A-T-~T—-C . code C—T—-T—A—-A—-G

Code . C—T—-T—-A—-A-G . code .G—A—-A-T-T-C

t

Figure 37. — Coupure de I'ADN par Eco R1 ; formation de «bouts collants».

ment pas trop difficile : il suffit de se placer dans les conditions ol ce gene fonctionne
au maximum. A partir de ce produit du gene (protéine codée. ou ARN messager...), on
fabrique une sonde par accrochage in vitro d'un 32P nucléotide (c’est-a-dire une base
radioactive).

A partir de I"’ARN marqué, qui correspond au gene que 1’on recherche, la sonde est
placée sur I’empreinte de 1'électrophorégramme de restriction et va s’hybrider au géne
voulu : apres lavage, il restera accroché au fragment porteur permettant de le déceler
par sa radioactivité. On voit ainsi qu’avec un jeu d'endonucléases on parvient a repé-
rer sur 'empreinte un géne voulu et a ’isoler. L’hybridation moléculaire sonde-géne
ne nécessite pas une homologie parfaite : on peut donc aussi faire des sondes partielles
«approximatives», synthétisées a partir d’un synthétiseur d’acides aminés, d’une pro-
téine dont on cherche a isoler le géne : on remonte alors au code correspondant puis au
gene.

Ces techniques de filiation ADN <> ARN & protéine codée appartiennent a la
méthode Southern et & ses dérivés: Northern, Western, etc. Il faut savoir qu’on peut
aussi fabriquer des sondes marquées au 35S, ou encore des sondes non radioactives,
dites froides, qui utilisent des réactions de sulfonation par exemple.

Clonage du gene

Chez certaines bactéries. en plus du chromosome circulaire normal, existent des
sortes de minichromosomes, petites molécules d’ADN circulaires de quelques milliers
de bases de long appelées plasmides.

On peut couper ces plasmides par les endonucléases de restriction et, chez certaines
bactéries, le plasmide ne comporte qu'un seul site de coupure qui peut porter, lui aussi,
les mé&mes bouts collants que ceux du gene intéressant qui a été découpé avec la méme
endonucléase.

On peut donc, bout collant par bout collant, insérer le géne voulu dans le plasmide
qui devient alors plasmide recombiné.

De plus, pour certains plasmides. la coupure se fait au milieu d’un géne de résis-
tance a un antibiotique : le plasmide voit donc cette résistance cassée alors que le
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plasmide non recombiné garde la résistance. On fait réintégrer les plasmides dans des
bactéries hotes choisies pour leur sensibilité a I’antibiotique. En comparant, par la tech-
nique des répliques, la croissance des colonies bactériennes dans des milieux avec et
sans 1’antibiotique, on discerne immédiatement les bactéries porteuses du plasmide
recombiné. Leur culture donnera alors une multiplication, quasi infinie, du géne sélec-
tionné. La bactérie E. coli est fréquemment utilisée comme «mere porteuse» pour de
tels clonages [2, 3].

Ce gene cloné en milliards de copies par la bactérie porteuse est aisément récupé-
rable sur le plasmide recombiné ; il faudra alors 1’introduire dans la plante, soit par un
vecteur, soit par une technologie d’insertion.

Vecteurs et transformations directes

On peut utiliser divers types de vecteurs : les plus courants sont les Agrobacterium
(mais d’autres possibilités sont offertes par les virus, en particulier le virus de la
mosaique du chou-fleur).

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie du sol qui provoque une tumeur, le
crown-gall. Elle parasite la plante d'une maniére curieuse, en insérant une partie de son
génome dans les chromosomes de la plante : cet «<ADN parasite» entralne comme
conséquence un déclenchement de mitoses anarchiques, tumorales, pour la cellule qu’il
infecte et une fabrication d’opine qui nourrit I’Agrobacterium.

La partie de génome d’Agrobacterium qui est intégrée sur le chromosome de la
plante est appelée T-DNA. Elle est portée par un plasmide appelé T; (tumor inducing)
[4, 5].

Agrobacterium rhizogenes est une autre espece parasite qui provoque un dévelop-
pement pathologique de formations racinaires, dites hairy root sur les tissus hotes qu’il
infecte. I utilise le méme mécanisme que A. tumefaciens [6].

Or, avec des techniques semblables a celles que nous avons décrites, il est possible
de fabriquer un plasmide d’Agrobacterium recombiné, c’est-a-dire portant dans sa
région T le gene intéressant qui vient d’étre cloné.

Tout naturellement, A. fumefaciens va effectuer la transformation, c’est-a-dire le
transport du géne et son insertion en un point quelconque des chromosomes de la plan-
te. En fait, on n’utilise pas les souches naturelles d’Agrobacterium tumefaciens, mais
des souches sélectionnées, ou, dans la zone T du plasmide, les génes responsables de
la prolifération anarchique des cellules hotes et de la synthese d’opines sont éliminés
sans que leur pouvoir de transformation soit modifi€. De tels plasmides sont dits
«désarmés».

Certaines importantes familles de végétaux, comme les monocotylédones, sont plus
ou moins résistantes au crown-Gall. Il est donc important d’ouvrir d’autres technolo-
gies pour ces especes.
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On peut alors utiliser la voie de transfert d’information héréditaire trés naturelle
qu’est le tube pollinique. Ce dernier, en effet. porte jusqu’aux noyaux du sac embryon-
naire les deux spermatozoides du grain de pollen ; il est également transporteur
d’organites cytoplasmiques. Divers auteurs ont utilisé avec succeés cette voie pour
transporter physiquement soit de I'’ADN nu, soit des plasmides T, recombinés, jusqu’au
noyau de 1’oosphere qui donnera alors un embryon transgénique [7].

Les expériences portant sur I'ADN global d’un donneur, bien qu’apportant indis-
cutablement des transformations, sont d’interprétation difficile : nous ne nous y
attarderons pas. En revanche, les expériences portant sur le transfert de plasmide
recombiné. via la pénétration du tube pollinique, sont trés récentes mais apportent
incontestablement une voie nouvelle [7].

Des transferts directs d’ADN ont aussi été tentés par injection dans divers organes,
tissus, cellules, protoplastes. Plusieurs équipes ont ainsi réussi a transformer des pro-
toplastes avec de I' ADN nu additionné au milieu de culture. On peut rendre le transfert
plus efficace en soumettant les protoplastes a4 une décharge électrique qui ouvre de
minuscules pertuis dans leurs membranes : c’est I’électroporation. On tente aussi la
perforation par laser. ou méme 1’injection sous pression, dite «canon a ADN». Ces
techniques multiples sont trop récentes, la stabilité des résultats est difficile & apprécier
a ce jour.

Accompagnement du gene

Comme nous "avons vu a propos du plasmide désarmé, les plasmides véhicules ont
été largement manipulés : on a montré 1'importance des quelques dizaines de paires de
bases de leur extrémité et, entre elles, on a inséré des genes permettant de reconnaitre
les cellules transformées. de les sélectionner automatiquement (avec des résistances
aux antibiotiques) et surtout on y a intégré I’accompagnement régulant I’expression du
géne transféré. En effet, toutes les tentatives pour faire exprimer un géne, transféré
seul, se sont soldées par des échecs. Probablement parce qu’il tallait, & c6té des
séquences codantes, apporter le promoteur et le site d’initiation de la transcription
(Fig. 38).

Les promoteurs les plus vulgarisés dans les expériences actuelles sont des promo-
teurs «forts» entrainant 1’expression intense du gene qu’ils bordent, par exemple le
promoteur Nos de la nopaline-synthase, ou mieux un promoteur de la RUBP-carboxy-
lase. Ces promoteurs sont dits constitutifs et fonctionnent dans tous les organes de la
plante.

Plus récemment, on a sélectionné des zones promoteurs plus longues, contenant des
intensifieurs (enhancer) et des promoteurs qui n’autoriseront I’expression du géne
transféré que la ou il le faut et au stade ot il le faut. Certains mécanismes assez simples
de régulation ont déja été expérimentés, par exemple, des séquences activatrices. pro-
moteurs d'une protéine de réserve, la phaséoline de la graine de haricot : introduites
dans le tabac, elles ne fonctionnent que dans la graine. Une autre régulation simple du
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fonctionnement par la lumiere est obtenue en utilisant le promoteur de la petite sous-
unité du gene de la RUBP-carboxylase du pois [6, 8].

L’accompagnement du geéne introduit comprend encore, dans la grande majorité des
expériences, un accompagnement codant pour la résistance dominante a des antibio-
tiques, de maniere que les cellules transgéniques soient automatiquement sélectionnées
par I’expression de leur résistance dans un milieu contenant 1" antibiotique.

On ajoute enfin le signal approprié de fin de transcription [9]. Les plasmides véhi-
cules ont donc actuellement tous une structure standard (Fig. 38).

Structures réceptrices

Plusieurs types de tissus, d’organes et la plante entie¢re elle-méme peuvent étre sou-
mis a l'action de 1’Agrobacterium tumefaciens ; le taux de transformation est. en
général, suffisamment élevé pour ne pas étre un facteur limitant. En revanche si la
structure réceptive est pluricellulaire, on recueille alors, d’une part, un ensemble chi-
mere de cellules transformées et non transformées et, d’autre part, parmi les
transformées, d'insertions en des loci différents sur les chromosomes. La logique est
donc d’utiliser les structures réceptrices les plus petites possibles. I’optimum étant la
cellule isolée ou le protoplaste. Mais, dans ces derniers cas, on multiplie la probabilité
de transformation par la probabilité de régénération. ce qui, pour certaines especes,
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donne des chances treés faibles d’obtenir une plante transgénique. Prenons, par
exemple, le cas d’un taux de transformation de 5% et d’une probabilité d’obtention
d'une plante viable de un pour mille a partir d’un protoplaste : la réussite de la trans-
formation serait tres aléatoire. C’est la raison pour laquelle les laboratoires qui se
spécialisent dans ces techniques ont surtout pris comme plante modele le tabac, ou
encore n'utilisent que des espéces oll la régénération a partir de disques foliaires in
vitro est chose aisée : tomate, pomme de terre... Cependant, on a réussi par co-culture
avec Agrobacterium tumefuciens des transformations sur hypocotyles, sur embryons et
sur cellules sexuelles.

Pour identifier les cellules ou les tissus transformés et leur donner un avantage sur
ceux qui n’ont pas été touchés, nous avons vu que le plasmide contient un ou plusieurs
géne(s) de résistance a un antibiotique : cela permet, lors de la régénération in vitro en
présence de |’antibiotique, d’éliminer toute prolifération des cellules qui n’ont pas regu
I’insert. L."opération de repérage est donc, ainsi, fortement facilitée.

Dans le méme esprit, un raffinement de la méthode pour accroitre les taux de trans-
formation consiste a utiliser des souches d'Agrobacteriin 3 deux plasmides : le
plasmide recombiné désarmé, porteur du géne intéressant a insérer dans le génome de
la plante, et un autre plasmide complémentaire contenant les génes de virulence de T;.
Ces genes agissent par épistasie pour intensifier le transfert du plasmide désarmé. Le
plasmide virulent auxiliaire est ensuite €liminé par les ségrégations dans les descen-
dants des plantes transformées [9].

Chez les espéces ol I'on est capable de régénérer des individus entiers, apres cul-
ture in vitro de racines excisées, on a pu utiliser Agrobacterium rhizogenes, ou la
preuve d’un transfert se traduit par I’émission de racines bien particulieres. Ces der-
nieres, une fois prélevées, peuvent in vitro régénérer des plantes transformées : pomme
de terre, lotier, luzerne, carotte, colza... [6, 10].

Il est clair que les transformations avec pollen-vecteur éviteraient toutes les vicissi-
tudes limitantes de la régénération. Encouragées par de premiers résultats positifs, il est
donc logique que des équipes poursuivent dans cette voie, notamment chez les céréales
et d’autres monocotylédones ou 1'utilisation de I'Agrobacterium est trés problématique
[11].

Comportement de la plante transformée

Lorsqu'une opération de transfert d’un géne intéressant a été réussie, les plantes
transgéniques régénérées sont toutes génétiquement différentes, puisque I’insertion de
la zone T s’est réalisée en des loci différents sur les chromosomes de la plante. Au vu
de ce que nous connaissons aujourd’hui des effets de position et des relations d’épis-
tasie le long d’un chromosome, il est clair que les conséquences de I’insertion ne sont
pas identiques pour chaque individu régénéré. On sait actuellement peu de choses sur
cet aspect vital pour le succes agronomique de I’opération ; les laboratoires restent dis-
crets, cependant beaucoup de plantes transgéniques sont chétives et déformées. Une
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sélection sévere est donc réalisée des la jeune plante in vitro. Cette sélection est conco-
mitante des traitements aux antibiotiques nécessaires pour éliminer I’Agrobacterium
transformant des plantes régénérées.

Par ailleurs. l'utilisation de promoteurs forts, qui ont pour conséquence un
fonctionnement permanent et intense du code inséré, détourne probablement le méta-
bolisme de chaque cellule au profit de ce géne. Pour ces deux raisons, des recherches
seront a développer, d'une part, sur le choix de promoteurs spécifiques du geéne inséré
(autrement dit une «personnalisation» du véhicule T en fonction du type de gene), et,
d’autre part, une orientation de I'insert vers les loci les plus adéquats afin de ne pas
fragmenter des linkats importants pour la plante.

Résultats marquants de ces transformations

La complexité des étapes a réaliser pour obtenir une plante transformée de bonne
conformation amene, on s’en doute, de nombreuses polémiques sur l'avenir de ces
techniques. Cependant certaines réussites démonstratives, encore peu nombreuses,
indiquent dans quelles directions des choses intéressantes pourraient étre développées.

Utilisation des plasmides T; et R;
pour induire la résistance a des molécules

La premiere démonstration spectaculaire de plantes transformées présentant un
intérét agronomique est apparue en 1986, quand plusieurs équipes ont annoncé le
succes d’opérations apportant des genes conférant la résistance a une famille d’herbi-
cides : les triazines.

Ces herbicides étaient jusque-la spécifiques du mais, qui possédait un gene codant
pour la détoxification enzymatique de la molécule : ce géne, identifié et cloné, a été
obtenu par deux grandes firmes, Monsanto et Ciba Geigy : il a été€ inséré avec succes
chez le tabac, ou des plantes résistantes sont en expérimentation au champ. D’autres
herbicides ont fait I’objet de recherches intéressantes et spectaculaires. Le Round up®
est une marque commerciale d’un désherbant total tres efficace, le glyphosate. Or on a
découvert une souche mutante de la bactérie Salmonella qui résiste a cette molécule :
le géne responsable de la résistance AroA a pu étre identifié, cloné et introduit sur le
plasmide d’Agrobacterium rhizogenes par les techniques que nous avons précédem-
ment décrites [12-14].

Le plasmide recombiné R; comprenait donc pour la partie transférable la structure
suivante : bordure gauche — promoteur fort — résistance a la kanamycine (pour per-
mettre la sélection automatique)} — géne AroA — signal de fin de lecture — bordure
droite (Fig. 39).

On a réalisé 'infection par A. rhizogenes transformant par co-culture in vitro de
disques foliaires de tabac et de la bactérie en présence de kanamycine. Sur les marges
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des disques foliaires apparaissent assez rapidement les symptdmes de I’ infection, ¢ est-
a-dire 1'émission de racines caractéristiques du hairy-root. C’est aussi un indice d’une
probabilité de transformation. On fait ensuite régénérer dans un autre milieu de cultu-
re ces racines excisées et on obtient des bourgeonnements puis de jeunes plantes de
tabac dont la résistance au Round up® a été vérifiée. Depuis cette expérience. des résul-
tats identiques ont été obtenus a partir d'un transfert par le plasmide T,
d’Agrobacterium tumefaciens. Dans la méme ligne des recherches de résistance aux
herbicides, en 1987, un résultat, a notre avis exemplaire par la méthodologie utilisée, a
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été annoncé par la firme belge Plant Genetic Systems a Gand : il s"agit, 1a encore, d'une
résistance a un herbicide total, la phosphinotricine commercialisée sous le nom de
Basta® (firme Hoechst).

La molécule de phosphinotricine est produite industriellement en fermenteurs par
un actinomycete. le Streptomyces. Cet herbicide a le pouvoir d'inhiber la glutamine-
synthase, enzyme essentielle chez les végétaux, qui sont donc détruits rapidement. On
a donc recherché les raisons qui permettaient au Streptromyces de survivre en présence
de cette molécule et ’on a pu constater qu’a I'intérieur de I’actinomycéte le produit
toxique €tait acétylé et devenait inoffensif. Ce n’est qu’au moment de 1’excrétion vers
I’extérieur qu’il prenait son pouvoir inhibiteur par désacétylation.

La technologie a donc consisté a repérer et a cloner le géne codant pour I’enzyme
acétylase. On a construit le vecteur en y associant un promoteur puissant (le promoteur
35S de la RUBP-carboxylase). La transformation a été obtenue ici encore par co-cultu-
re d’A. numefaciens, vecteur avec des disques foliaires de tabac, pomme de terre,
tomate.

Sur ces especes, apres régénération, on a pu véritier que chez des plantes transgé-
niques le géne introduit fonctionnait avec une telle intensité que ces plantes toléraient
parfaitement une dose cing fois supérieure a la dose mortelle du désherbant total.

La plupart des grandes firmes agrochimiques développent aujourd hui des travaux
de ce type qui sont maintenant presque classiques. On peut se demander pourquoi ce
choix de la résistance a un désherbant a été fait.

— D’une part, il faut noter la facilité relative de I’opération : généralement dans
tout atelier de production d’un herbicide (ou de toute molécule toxique) survivent des
bactéries, des actinomycetes, des levures, mutants qui résistent aux inévitables pous-
sicres moléculaires. 11 suffit donc de les identifier et de repérer (apres analyse du
mécanisme, ou non) le géne responsable de la survie : ensuite commence la technolo-
gie classique de transfert.

— D’autre part, pour étendre la gamme des utilisations d’un désherbant ou d’un
produit de traitement, il est intéressant de maitriser des espéces et, mieux, des variétés
résistantes a la molécule utilisée. La puissance commerciale du couple variété résis-
tante et molécule phytotoxique est tout a fait évidente.

Utilisation pour la résistance a des pathogenes et des prédateurs

Il peut cependant paraitre plus intéressant d’ouvrir d’autres voies d’applications
agronomiques. L'une d’elles continue & étendre ses succes et peut servir de modele.

Dans le cadre de la lutte biologique, on utilise une pulvérisation d’une bactérie
— Bacillus thuringiensis — pour lutter contre les chenilles de divers 1épidopteres qui
ravagent de nombreuses cultures. Le coton est 1a proie de ces chenilles et sa culture est
souvent maintenue a coups de traitements insecticides répétés. Les chenilles proces-
sionnaires du pin sont aussi un fléau dans de nombreuses plantations forestieres.
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Bacillus thuringiensis détruit les jeunes chenilles, mites, piérides... en produisant une
protéine-cristal toxique pour l'insecte. Mais il a semblé aux chercheurs que 1’on pou-
vait trouver une alternative élégante a la lutte biologique en identitiant chez le bacille
le gene responsable de la protéine toxique et en I'introduisant chez la plante. Cela a été
réalisé par deux grands groupes : Agrigenetics aux Etats-Unis et PGS en Belgique. Les
résultats belges sont particulierement démonstratifs puisque tout d’abord les plantes de
tabac puis de cotonnier transgéniques tuent maintenant les jeunes larves dés qu’elles
apparaissent. Le groupe PGS poursuit actuellement 1’opération en 1’étendant a d’autres
especes pour d’autres parasites (doryphore de la pomme de terre, par exemple). Ici
encore le rendement agronomique de la plante transgénique est a étudier en essais com-
paratifs. Le bilan économique de la lutte biologique par pulvérisation et de la lutte
génétique est a évaluer.

Néanmoins, de nombreuses études portent sur diverses formes de résistance a des
maladies cryptogamiques bactériennes ou virales. Par exemple, on s’est aper¢u que
I"introduction chez le tabac du géne qui code pour la protéine de la capside du virus de
la mosaique du tabac entraine une tolérance partielle au virus. Sur la tomate, la méme
opération a donné contre la mosaique une tres significative protection : 10% seulement
des plantes manifestaient des symptomes atténu€s. On s”attaque actuellement aux ARN
satellites du virus de la mosaique du concombre ou a des fragments de I"’ARN du géno-
me de virus 3 ARN, comme la mosaique jaune du navet. Dans ce dernier exemple, on
utilise la technologie des génes «antisens», ¢ est-a-dire qu’on bloque I'expression d'un
gene au niveau post-transcriptionnel en 1'annulant par son contraire. Les premiers
résultats positifs encouragent a développer une telle voie dont les perspectives sont trés
vastes [15, 16].

Utilisation pour des modifications de constitution ou de fonctions

Dans d’autres domaines, le génie moléculaire commence & déboucher sur des appli-
cations concretes : il s’agit de modification des constitutions en acides aminés. ou de
I'inclusion de gene codant pour des enzymes (technologie des enzymes endogenes
développée en France a 1'Université de Compiégne). Ces deux types de recherche
aboutissent a donner sous 1’angle qualitatif une plus-value au végétal produit.

Bien que pour l'instant, au plan pratique, aucune plante transgénique améliorée
n’ait été produite, I'insertion d’enzymes comme 1’invertase pour la synthése des sucres,
les amylases pour la germination, des méthylases dans les chaines de biosyntheses
d’acides gras fait partie de programmes en cours ou treés prochainement initiés. Un tra-
vail remarquable a été accompli aux Etats-Unis en vue de I’amélioration de la qualité
nutritive des végétaux.

Des chercheurs de I"Université de Louisiane (Baton Rouge) ont réussi la synthése
artificielle, par un synthétiseur de nucléotides, d’un géne «<HEAAE» codant pour un
polypeptide trois fois plus riche en acides aminés essentiels que la viande de beeuf,
dans I’'un de ses sens de transcription, et deux fois plus riche dans I’autre sens (le géne
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a été fabriqué, en effet, de maniére a étre lisible dans les deux sens). Ce géne HEAAE
a été€ cloné et introduit dans le plasmide R; d'Agrobacterium rhizogenes qui a servi de
vecteur pour un transfert sur la pomme de terre. Les tissus des racines transformées ont
régénéré des plantes chez lesquelles par trois techniques (Southern, Northern, Western)
la traduction de HEAAE en protéines a été vérifiée.

Le méme groupe a également régénéré des plantes a partir de tissus foliaires apres
transformation par A. tumefaciens désarmé. Cette opération est donc tres séduisante.
Elle est un raffinement de 1'expérience qui avait permis au tabac et au tournesol de pro-
duire de la phaséoline. Mais il reste encore toute la recherche de bons promoteurs et
intensifieurs qui sera a adapter pour avoir une bonne production de telles protéines
[17].

Des exemples de transformation par le pollen-vecteur

Un certain nombre de travaux tentent de se libérer des servitudes d’une régénéra-
tion de l'effet pathogene des vecteurs tels que les Agrobacterium en utilisant le tube
pollinique comme vecteur.

Deux modalités se font jour : dans le cas le plus fréquent, c’est un exces d"ADN
total du donneur, découpé en fragments par les endonucléases de restriction, qui a été
mélé au pollen ou injecté au niveau de la pénétration du tube pollinique pour étre pro-
pulsé vers le noyau femelle.

Les premieres publications par Duan et Chen [18] sur le riz montraient que la des-
cendance de plantes ainsi traitées portait la coloration pourpre de la plante donneuse.
Mais aucune preuve moléculaire précise n'était apportée. De méme sur le mais, Ohta
[19] avait repris des expériences antérieures considérées comme assez douteuses et
apportait la preuve de transformations nombreuses mais mal contrdlées.

Dans ces types d’expériences, il est en effet impossible d’éliminer une action muta-
geéne puissante de I'’ADN. D’autres résultats positifs auraient ét€ obtenus a Shanghai
sur le cotonnier et le riz. En revanche. depuis ces premiers types d’expériences, les
chercheurs ont transtéré, par la voie pollinique, non plus de I"'ADN nu, mais de I’ADN
sous la forme de plasmides recombinés. Les résultats sont alors plus précis et convain-
quants : ceux de Zhong-Xun Luo et Ray Wu a Cornell (Etats-Unis) [20] utilisent le
geéne de la néomycine-phosphotransférase npt III cloné et intégré dans un plasmide
recombiné avec le promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur. Cet ADN
plasmidial a été déposé deux a quatre heures aprés pollinisation sur le style coupé.
L’efficacité de la transformation est trés élevée puisque jusqu’a 20% des semences de
riz, obtenues ainsi, contiennent le géne npt III, comme le prouve I’analyse par la
méthode Southern.

Par une technique du méme type, des résultats similaires ont été obtenus sur le blé
grace a une collaboration entre des laboratoires de I’ Institut agronomique de Gembloux
(Belgique) et de I’Université d’Orsay (France).
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Ces deux laboratoires ont fabriqué un plasmide contenant un géne de résistance a la
kanamycine et le géne codant pour I’enzyme phosphotransférase. Chez les plantes
transgéniques obtenues, la résistance a la kanamycine a été vérifiée, ainsi que la pro-
duction de 1'’enzyme phosphotransférase et, mieux, la présence du gene codant pour
I"enzyme par hybridation moléculaire avec une sonde.

Tres récemment, une équipe japonaise des Universités de Tohoku et de Tsukuba a
obtenu un transfert direct dans des protoplastes de riz par électroporation d'un ADN
plasmidial recombiné porteur du géne aminoglycoside-phosphotransférase II
(APH [37] II) et a régénéré plusieurs plantes possédant une activité APH (3°) II véri-
fiée par une sonde sur un Southern [7].

Ces voies nouvelles, techniquement plus simples, vont donc permettre aux sélec-
tionneurs d’accéder aux manipulations génétiques (Tableau I).

Tableau I. — Liste des principales transformations génétiques réalisées a ce jour.

— Résistances * Herbicides — Pesticides
e Virus — Bactéries — Autres
+ Sécheresse — Froid — Gel — Chaleur

— Modifications * Acides aminés
¢ Glucides
e Acides gras

- Morphologie-Physiologie ¢ Feuillages — Pigments
* Systémes reproducteurs
¢ Maturation

— Biosyntheses nouvelles e Enzymes — Anticorps — Hormones
e Alcaloides — Pigments

— Blocages ¢ de biosynthéses
* ARN antisens

— Effets mutationnels ¢ Transposons
¢ Directs

— Régulations ¢ Promoteurs
e Antisens

— Adressages e Effets post-transcription
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Problémes et remedes

Les facettes des manipulations moléculaires de la plante que nous avons présentées
sont loin d’épuiser 1'ensemble des potentialités de cette technologie. Cependant, d’ores
et déja, divers problémes sont apparus.

Régénération

La régénération des structures transformées reste un obstacle pour certaines
familles végétales, notamment pour les monocotylédones malgré des progres récents.
Il est donc nécessaire que les études de base sur I’organogenése et ['embryogenese
somatique soient repensées. La plupart des travaux dans ce domaine ont été tres des-
criptifs et n’ont pas permis de trouver des lois majeures par suite d’une incapacité a
identifier des parametres transcendant 1’observable. Par ailleurs, peu de laboratoires se
sont attachés a rechercher et a classifier des mutants de développement. Enfin. les bio-
logistes qui abordent ces études possédent rarement la culture thermodynamique et
mathématique permettant d’appréhender la régénération en termes de stabilités struc-
turales et de structures dissipatives.

Vecteur

Le véhicule-plasmide est de capacité limitée, il ne permet pas d’embarquer de longs
fragments de la molécule d’ADN tels que des batteries de génes organisées en linkats.
Les transformations réalisées a ce jour sont toutes monofactorielles ; en ce sens elles
ne donnent pas un acces facile a des caractéristiques polygéniques nécessitant des lin-
kages, des épistasies. des régulations en cascade : par exemple, le transfert de 1’ aptitude
a la fixation symbiotique de 1'azote sera certainement une opération tres laborieuse et
a long terme, car elle devrait porter sur au moins une vingtaine de loci. De méme, le
transfert de protections contre des pathogénes qui seraient monogéniques apporterait
une résistance dite verticale que la plupart des pathogenes savent assez rapidement
contourner.

L’ insertion du fragment plasmidial recombiné se fait vraisemblablement de manie-
re aléatoire et, dans la plupart des cas, en des loci qui apporteront une perturbation
brutale a la balance interne de la plante. Pour avoir une «bonne» insertion, il faut donc
en réaliser beaucoup ; il faudrait aussi initier des recherches sur le guidage de 1'insert
vers des loci privilégiés.

L’aspect pathogéne des bactéries vectrices, ou des virus vecteurs, n'est pas négli-
geable ; méme «désarmé». le plasmide T; est accompagné de la bactérie. Avec
A. rhizogenes il faut pouvoir guérir le hairy root. De plus, la construction des plasmides
recombinés n’est pas toujours trés simple.
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Certes les transformations directes par pollen-vecteur ou par électroporation pour-
raient étre un allégement des techniques, mais il semble pour I'instant que cette voie
implique, pour un bon succes, la présentation de I’ ADN exogene sous forme du plas-
mide recombiné.

Performances des plantes

Le rendement agronomique des plantes manipulées n’est pas encore pleinement
évalué. Comme on pouvait s’y attendre, les résultats sont contradictoires : certaines
insertions sont plus dommageables que d’autres, certains promoteurs ont une meilleu-
re économie de la thermodynamique cellulaire. Quoi qu’il en soit, la zone «amont» du
géne codant transféré doit étre soigneusement préparée pour permettre une expression
intense du gene, a I’instant voulu, dans les tissus voulus et en harmonie avec le reste
du programme génétique : malgré des progres sur la production des promoteurs induc-
tibles, nous sommes encore loin d’une bonne maftrise de I’environnement de la zone
codante. Il n’est donc pas étonnant que la majorité des plantes transgéniques n’ait pas
I’équilibre et la vigueur d’une bonne variété. Quelques cycles de sélection récurrente
portant sur une population des plantes issues d’une opération de transformation per-
mettraient peut-€tre de rééquilibrer les nouveaux rapports linkats-épigénique.

Législation et éthique

En dernier lieu, les manipulations génétiques des plantes soulévent des problémes
d’éthique, de sécurité, de droit de propriété que nous citons mais que nous n’analyse-
rons pas.
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IX

Nouveaux parametres pour la création
dans le domaine végétal *

L’une des préoccupations majeures des sélectionneurs est la stabilisation et la
reproductibilité des cultivars améliorés qu’ils ont pu obtenir. La reproduction sexuée
d’un individu supérieur donne généralement des descendances en ségrégation qui ne
maintiennent que trés imparfaitement le haut niveau de performances dans le champ de
I’agriculteur. Cela a d’ailleurs été ressenti depuis des siécles et explique trés bien pour-
quoi nos pommes reinettes, nos poires passe-crassanes ou nos cerises bigarreau ont été
multipliées par greffage.

Des variétés moins hétérogenes

Des biotechnologies in vitro sont en passe de généraliser la variété-clone (c'est-a-
dire la copie végétative uniforme de 1'individu d’élite) pour nombre de nos cultures.
Sans parler des orchidées, des sainpaulias, des gerberas. des nombreuses plantes vertes
déja depuis quelques années multipliées in vifro, les premieres plantations expérimen-
tales des vitroplants de palmier a huile, de bananier, d’ananas, de caféier et de canne 2
sucre se mettent en place. De méme les premiers vergers de péchers. de pommiers ou
de poiriers issus de culture in vitro entrent en production. Cette technique touche aussi
une part sans cesse croissante de nos rosiers et un nombre de plus en plus grand de
plants forestiers. Pour les décennies qui viennent, les plantes maraichéres et les plantes
de grande culture seront successivement touchées ; nous verrons les vitroplants de
tomate, d’aubergine, d’artichauts, de laitue, de carotte, d’asperge, de poireau, de soja,
de porte-greffe de vigne... Simultanément, par la voie de semences artificielles (copies
cellulaires donnant des embryons en milieu liquide, puis stabilisation par un enrobage
nutritif et protecteur), pourront apparaitre de toutes nouvelles variétés de betteraves, de
tournesol, de soja, peut-étre méme de mais et de luzerne.

* D'apres : L’impact possible des biotechnologies sur les semences de ['an 2000. /AA 1987 ; 1 : 15-21.
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Lorsqu’une variété présentera une imperfection (sensibilité a une nouvelle race
parasitaire, composition en acides aminés a2 modifier, fertilité a améliorer...), on tente-
ra de modifier les cinétiques de la régulation en recherchant, in vitro, une gamme de
variants autour du génotype considéré. Une judicieuse recombinaison entre variants
pourra susciter un effet de luxuriance et aboutir a une nouvelle variété corrigée et plus
vigoureuse. Déja de nombreuses variations ont été signalées apres culture in vifro, non
seulement pour des résistances a des pathogeénes (chez la canne a sucre, la pomme de
terre, la luzerne, le tabac, etc.), mais aussi pour I’insensibilité & des désherbants (tabac,
chou, tomate...), ce qui donne au couple «désherbant-génotype résistant» une valeur
commerciale considérable.

Pour la fin de ce siecle, nous verrons apparaitre les premicres variétés issues d’hy-
bridations somatiques par fusion de protoplastes ou transferts d’organites : des
prototypes de luzernes plus rustiques, de colzas permettant I’exploitation de la vigueur
hybride et de tomates modifiées par des caracteres ancestraux sont déja en observation.
De nouvelles formes ne vont pas tarder a apparaitre. Elles ne seront vraisemblablement
pas spectaculaires : la betterave-carotte, la tomate-melon, etc. font partie des utopies,
bien qu’il soit aisé de les réaliser au niveau cellulaire. En revanche des échanges géné-
tiques tres positifs entre especes apparentées peuvent étre raisonnablement tentés : la
tomate-aubergine, le pois-soja, le trefle-luzerne devraient fournir un certain taux de
nouvelles formes exploitables.

Des plantes transgéniques feront vraisemblablement leur apparition sur le marché.
Au début, elles constitueront un matériel rare possédant de nouvelles potentialités
enzymatiques utilisables par les industries agro-alimentaires (brasserie, biscuiterie,
industries de fermentation de sous-produits...), des génes de dégradation rapide de sub-
stances toxiques (herbicides, pesticides...) ou des facteurs de lutte contre des prédateurs
ou des pathogenes (alcaloides, acidité ou perméabilité cellulaire modifiées...).

L’ensemble de ces nouveaux végétaux, qu’ils soient variants, hybrides somatiques
ou transgéniques, nécessitera trés probablement une diffusion initiale sous forme de
cellule de méristemes, vitroplants, semences artificielles. La variété-clone va donc
devenir une structure génétique trés fréquente dans le panorama des cultivars de
demain. L’uniformité interne de ces variétés ne manque pas de poser de multiples pro-
blemes a la fois pour le sélectionneur et pour l’exploitant agricole. Les variétés
Jusqu’ici diffusées, méme si elles présentaient une bonne homogénéité agronomique
(notamment chez les variétés lignées pures ou hybrides Fy), gardaient, pour la plupart,
une certaine réserve de polymorphisme génétique qui leur donnait a la fois une sou-
plesse adaptative et une diversité de cibles défavorisant le développement explosif
d’une souche parasite spécifiquement virulente. La diffusion éventuelle d’une variété-
clone (a variance génétique théoriquement nulle) sur de grandes superficies va imposer
au sélectionneur le développement de nouvelles stratégies.
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La sélection individuelle

On assiste donc a une mutation dans les stratégies de sélection. Les chercheurs char-
gés de I’amélioration d’une plante suivaient de trés pres la généalogie de leurs familles
sélectionnées. La valeur moyenne des descendances et leur homogénéité constituaient
des parametres importants : il fallait fixer des lignées ou stabiliser les parents d'un
hybride. Dans tous les cas, de bonnes performances moyennes et des faibles variances
constituaient les objectifs.

A présent, toutes les filiéres qui aboutiront a des variétés-clones ont pour source le
choix d’un individu exceptionnel, appelé téte de clone : cet individu aura été choisi
aprés des interventions biotechnologiques plus ou moins fines, mais il faudra étre
capable de le repérer précisément parmi une foule de ses congénéres issus de mémes
opérations.

A 1'appréciation et au choix des moyennes familiales et sur des généalogies de bons
génotypes, doit donc se substituer la création de I'étre d’exception décelé grice a I'uti-
lisation des indicateurs les plus sensibles et les plus précoces des performances
individuelles.

Les estimations seront donc plus difficiles, et cela d’autant plus que nous savons
trés bien que c’est la performance de 1'individu placé dans les conditions de densité et
de compétition du champ qui a une signification.

Le choix des tétes de clones ne sera donc pas tiche aisée : il faudra réaliser des
microparcelles a densité agronomique tout en effectuant sur chaque plante le maximum
de sondages analytiques (chimiques, physiques, biométriques, etc.). Pour un certain
nombre d’études, les opérations de choix se feront sur des organes spécialisés de la
plante : cellules épidermiques ou stomatiques et variants de résistance a la pénétration
des pathogenes, culture de gamétophytes pour tester les gamétocides, screening des
fongicides pour les pathogeénes du sol et des nématicides sur des cultures de racines
excisées, voire tests de certains herbicides ou d’autres substances sur échantillons
vivants de chloroplastes, de mitochondries ou de ribosomes.

En revanche les possibilités de clonage du super-individu présentent un aspect tres
positif en ce sens que le sélectionneur voit, lorsqu’il choisit, le phénotype exact de la
variété qui sera diffusé€e. Alors qu’avec les méthodes conventionnelles on faconnait au
cours des générations de ségrégations successives la future variété, les choix des pre-
mieres générations s’ opérant avec un flou notoire sur le phénotype du produit final.

Des méthodes rapides mais brutales

D’autres biotechnologies, telles que les régénérations a partir des cultures de cel-
lules gamétiques in vitro, vont raccourcir trés significativement les délais de sortie des
nouvelles variété€s. Cela modifiera les compositions génétiques de ces nouveautés de
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trois manieres : a la date de sa commercialisation, un cultivar aura profité d’un maté-
riel de départ plus moderne, donc plus performant, il aura aussi exploité des techniques
d’analyse, d’identification, de transformation plus récentes, enfin il devrait représenter
une meilleure adéquation aux désirs du consommateur, 1’objectif-cible plus proche
étant nettement plus facile a cerner.

La raccourcissement des procédures de sélection a pour conséquence une durée
réduite d’expérimentation en diverses conditions des génotypes retenus. Dans les
sélections généalogiques, durant quatre ou cingq générations, on pouvait affiner la fixa-
tion d’un groupe de familles en fonction du climat de I’année, des crises de pathogénes,
des aptitudes d’adaptation régionales ; sur un nombre élevé de plantes, la sélection se
faisait tout en douceur. Les diverses voies biotechnologiques nous livreront de plus en
plus des lots d’individus d’exception, chacun d’entre eux assez profondément remanié
dans sa structure ou sa régulation génétique. Les choix seront donc brutaux et nécessi-
teront, comme on I'a vu, une exploration individuelle infaillible. Certes, on devra
a posteriori évaluer le comportement du clone, dans des environnements variés, mais
il ne restera aucune souplesse d’ajustement. On voit ici que "activité du sélectionneur
est en cours d’évolution, I'essentiel des efforts et des moyens étant déporté vers les
manipulations d’amont et ’appréciation primaire des performances génotypiques.
Contrairement a ce que 1’on peut penser, les biotechnologies qui se mettent en place
sont des techniques perturbantes pour la plante domestiquée, elles brisent les associa-
tions des batteries de geénes, elles désorganisent les co-adaptations entre le noyau et les
populations d’organites cytoplasmiques ; dans la plupart des cas, au cours des phases
de manipulations in vitro, elles opérent donc une régression de 1’age a la fois physio-
logique et évolutif de la plante, donnant des individus plus jeunes et plus proches de
leurs formes ancestrales. Ces remarques, confirmées par les génotypes déja observés,
amenent a penser que dans les phases des programmes de sélection une méthodologie
de la réadaptation a I"état domestiqué est a développer par des cycles récurrents d’ajus-
tement d’une régulation appelée €pigénique (parce qu’elle concerne 1'environnement
génétique des ADN codants).

L’ouverture vers de nouvelles sources de genes

Les sélectionneurs ont depuis longtemps été génés par les barrieres entre especes.
Au cours de I'évolution, les domaines biologiques se sont fragmentés en archipels
d’especes entre lesquelles les flux génétiques étaient impossibles ou tres rares. Une
telle spéciation correspondant aux ajustements dans des écosystémes naturels est ther-
modynamiquement trés compréhensible. Elle est cependant trés limitante pour
Paméliorateur, qui désire souvent prélever chez d'autres especes ou dans d’autres
genres les qualités a introduire sur la plante qu’il travaille. Les progres de la cytogéné-
tique aidée par I’élevage «en couveuse» in vitro des embryons issus de croisements
délicats, les fécondations in vitro, les hybridations somatiques par fusion de proto-
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plastes, les transferts d’organites et de genes représentent une meilleure gradation dans
les possibilités d’ouverture vers de nouvelles sources de genes.

Cela explique tout le bruit fait autour des collections d’espéces. des banques de
génotypes, des vitrotheéques et des librairies de génes. La gestion intelligente des res-
sources génétiques est a 'ordre du jour : elle intéressera de plus en plus chaque
sélectionneur. Comme la possession de certains génotypes résistants peut constituer
une arme stratégique «verte» de grande importance, surtout chez les especes alimen-
taires de base, les divers pays se trouvent confrontés a cette délicate alternative
d’organiser au plan national, un réseau cofiteux et forcément incomplet, ou d’adhérer
a des organisations internationales puissantes. Des solutions intermédiaires devraient
logiquement étre adoptées, car toute collection qui n’est pas accompagnée d’une éva-
luation des potentialités de chaque «entrée» n'est qu’un outil statique et peu accessible
a I'usager. On commence donc a voir se développer, en amont de la sélection, mais en
étroite articulation avec elle, une activité nouvelle, étudiant notamment les techniques
de prospection des écotypes dans leur zone d’origine ou dans leurs régions de diffé-
renciations secondaires, les stratégies d’identification et d'échantillonnage dans les
sites prospectés et mettant au point les méthodologies de préservation et d’évaluation
sous diverses formes : plantes entieres, semences, méristémes ou embryons in vitro,
pollens, chromosomes ou génes isolés... Cette gestion «bancaire» des richesses géné-
tiques sera en outre élargie aux génes manipulés, aux cytoplasmes, aux vecteurs
génétiques, aux collections soigneusement isolées de souches de pathogénes qui per-
mettront des criblages de résistance, etc. Nous assistons donc véritablement a la
naissance d’un nouveau secteur dont la gestion informatisée est évidente et qui ne peut
laisser indifférents ni les scientifiques ni les politiques.

Des variétés «clones hybrides»

On appelle hétérosis les gains de vigueur et de performances générales liés a 1'état
hybride. L hétérosis est ’antithese de la dépression due & la consanguinité ou a une
trop grande homogénéité génétique.

Pour créer une nouvelle variété de qualité, I'exploitation de la vigueur hybride est
une solution intéressante. De nombreuses recherches de génétique des populations et
de génétique quantitative ont défini les meilleurs schémas de sélection pour aboutir aux
meilleures combinaisons statistiques entre génes. La diversité génétique se gére a par-
tir des distances génétiques entre géniteurs ; on cumule les fréquences des assemblages
favorables par des cycles de sélections récurrentes ; on a mis au point les prédicteurs
mathématiques des interactions géniques les plus favorables.

Comme un bon nombre de nos plantes domestiquées sont a la fois males (elles pro-
duisent du pollen) et femelles (elles ont un pistil et un ovaire contenant des ovules), les
risques de consanguinité sont importants lors des multiplications de la semence qui
sera vendue au cultivateur : la variété perdra alors le bénéfice de sa vigueur hybride.
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Par ailleurs, bon nombre d’espéces d’intérét majeur — le blé, le riz, I’orge, les haricots,
les pois, le soja, I’arachide, etc.— ont des organisations florales qui privilégient I’au-
tofécondation (qui constitue le niveau le plus poussé de croisement consanguin). On
comprend alors les raisons qui ont poussé de nombreux laboratoires a investir dans des
recherches sur la stérilité male (interventions mécaniques, chimiques ou génétiques qui
aboutissent a la stérilité€ du pollen). Les plantes ainsi conditionnées ne peuvent se com-
porter que comme des femelles et les semences récoltées sur de telles plantes
proviennent donc de fécondation croisée : elles peuvent donc maximiser 1’hétérosis si
le génotype pollinisateur a été judicieusement choisi. Malheureusement, les semences
ainsi produites cofitent cher : tout producteur de tomates hybrides en a fait I’expérien-
ce, et les jardiniers amateurs connaissent le prix de quelques grammes d’un sachet de
muflier ou de pétunia ou de choux hybrides F|. Et par ailleurs. pour beaucoup d’es-
peces telles que le blé, 1'orge, la laitue, les principales légumineuses, beaucoup de
protéagineux, la valeur hybride n’a pu étre exploitée au niveau du cultivateur ; on peut
estimer 4 environ un quart le potentiel de productivité que nous sommes ainsi
contraints de laisser échapper.

Par chance, dés demain, 1'utilisation de variétés clones, soit sous la forme du repi-
quage de vitroplants, soit par semis de graines artificielles, permettra une valorisation
rapide d’un niveau optimal d'hétérosis a une majorité des espéces domestiquées : il
suffira de multiplier en millions d’exemplaires le meilleur individu hybride, méme s’il
a fallu des castrations et des pollinisations laborieuses et coliteuses pour 1'obtenir. Les
multiples tests d’aptitudes a la combinaison, les longues sélections récurrentes, les sta-
bilisations de lignées parentales, les pesantes gestions de cytoplasmes induisant la
stérilité male et les délicats ajustements de dosage de gamétocides risquent de se trou-
ver relégués au second plan, par ’apparition de ces vitroplants et de ces semences
artificielles hybrides, trés rapidement mises a la portée de 1’agriculteur.

Des réseaux «Nord-Sud»

La maitrise des cycles de reproduction de la plante permet de multiplier plants et
semences en dehors de toute contrainte pédo-climatique. A la limite on pourrait ainsi,
dans un hall industriel de n’importe quelle banlieue, produire des semences d’une espe-
ce adaptée 2 un point quelconque du globe. Les spécialisations semencieres régionales
risquent fort d’étre petit a petit atténuées.

Ces biotechnologies ne vont-elles pas accentuer le déséquilibre entre les pays indus-
trialisés et ce qu’il est convenu d’appeler le tiers monde ?

Nous avons cette chance dans le domaine des biotechnologies végétales que le fac-
teur limitant ne soit pas le cofit des installations, ni leurs frais de fonctionnement
(encore qu’ils ne soient pas négligeables), mais les aptitudes humaines. Les principales
opérations nécessitent une connivence intime entre la plante, ses composantes cellu-
laires, nucléaires, moléculaires et I'opérateur ; cela oblige a une éducation et un
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entrainement de plusieurs années. La formation de jeunes spécialistes de tous pays
devrait donc devenir un objectif prioritaire. La Chine nous donne une trés belle
démonstration de la mise a la disposition rapide auprés des agriculteurs de plantes
issues de biotechnologies. Nombre de petites installations réparties dans des com-
munes rurales peuvent pratiquer des cultures in vitro et valoriser leurs propres produits.
Si, dans une premiere phase colteuse, des laboratoires frangais s’attachent par fusion
de protoplastes a créer des génotypes de tomates résistants a la sécheresse, des luzernes
irrigables par I’eau saumatre, si, en métropole, on définit les modalités d’obtention de
vitroplants ou I’embryogencse somatique du palmier a huile, du dattier, du caféier, de
I’avocatier, de la canne a sucre, du jojoba, etc., c’est pour qu’ensuite les processus mis
au point puissent étre transférés prés de lieux de production permettant a des cher-
cheurs autochtones, formés chez nous, de maintenir un échange privilégié
d’informations techniques et scientifiques. Car il ne faut pas perdre de vue que toutes
ces technologies sont en évolution permanente : leur valorisation optimale nécessite
donc une compréhension et un dialogue constants entre les laboratoires plus fonda-
mentaux et les unités de développement in situ.

Bien plus, I’obtention de variants résistants a certains pathogenes (dattiers résistants
au bayoud, ce fusarium qui est la plaie des palmeraies maghrébines et qui gagne vers
I’Orient, bananiers-plantains résistants a la cercosporiose noire, etc.), a certains envi-
ronnements difficiles (coups de chaleur desséchante, salinité, toxicité aluminique, etc.)
devrait nous permettre de fournir des solutions a des populations en difficulté.

Seules des technologies libérant des contraintes du sol et du climat peuvent étre a
la source de cette nouvelle forme de dialogue réduisant le déséquilibre entre pays
industrialisés et certaines régions du globe. Ces stratégies modernes associent en effet
trois conditions qui permettraient de valoriser les colits de correction de certains fac-
teurs limitants dans des pays ot en revanche, 1'ensoleillement et 1a température créent
les conditions d’une luxuriance végétale spectaculaire :

— la formation, dans nos laboratoires, des spécialistes autochtones, sur des sujets
qui les intéressent directement ;

— la fourniture de génotypes adaptés ;

— le développement dans des unités installées in situ de la production en masse de
ces génotypes et leur valorisation.

Ici encore, le passionnant métier de créateur de variété est en cours d'évolution : de
nouvelles réflexions, de nouveaux centres d’intérét, de nouveaux problemes apparais-
sent, qui vont vivifier cette profession.
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La collection Universités francophones, créée en 1988 a I'initiative de I’UREF,
propose des ouvrages modernes répondant aux besoins des étudiants de deuxieme
et troisieme cycle universitaire ainsi qu’aux chercheurs francophones, et se com-
pose de titres originaux paraissant régulierement.

Leurs auteurs appartiennent conjointement aux pays du Sud et du Nord et ren-
dent compte des résultats de recherches et des études récentes entreprises en
francais a travers le monde. Ils permettent a cette collection pluridisciplinaire
de couvrir progressivement 1’ensemble des enseignements universitaires en fran-
cais.

Enfin, la vente des ouvrages destinés aux pays du Sud, a un prix préférentiel,
tient compte des exigences économiques nationales et assure une diffusion adap-
tée aux pays francophones.

Ainsi, la collection Universités francophones constitue une bibliotheque de réfé-
rence comprenant des ouvrages universitaires répondant aux besoins des étu-
diants, des enseignants et des chercheurs de langue francaise.

Les stratégies de 1’amélioration des plantes s’appuyaient traditionnellement sur
la génétique mendélienne et les théories quantitatives qui en dérivent. La
maitrise de la reproduction sexuée et des garnitures chromosomiques en était
les outils classiques. Depuis une bonne dizaine d’années, les biotechnologies ont
offert des perspectives élargies ; il convenait donc de faire une évaluation
critique des possibilités, ouvertes par ces voies nouvelles, dans chacune des
diverses étapes d’un processus de création d’un nouveau type végétal. Les scien-
tifiques, qu’ils soient hommes de terrain ou de laboratoire, étudiants, enseignants,
chercheurs ou ingénieurs, devraient trouver dans cet ouvrage une aide pour le
choix de la stratégie la plus rationnelle en fonction de parametres comme
I’efficacité, la durée, I’équipement, la technicité...
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