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L'application du génie génétique
en Bulgarie

ATAÑAS I. ATANASSOV

Institute of Genetic Engineering, 2232 Kostinbrod-2, Bulgarie.

L'agriculture est, parmi les industries bulgares, la plus ancienne et la plus efficace.
Afin de maintenir la qualité des cultures agricoles prioritaires, un système national

pour le génie génétique a été créé en 1985. L'Institut de génie génétique a également
été établi en 1985, il fonctionne comme un centre méthodologique et scientifique, et
coordonne les activités de 27 laboratoires de culture de tissus végétaux dans le pays.

La Bulgarie étant un pays plutôt petit a développé ses biotechnologies végétales en
suivant strictement les programmes de sélection classique. L'approbation des projets
scientifiques se fait fondamentalement à partir des problèmes rencontrés par les sélec-
tionneurs, et à la demande de l'économie nationale. Généralement, ces objectifs ne
peuvent pas être obtenus par les méthodes classiques de sélection et sont des problèmes
locaux (résistance à la sécheresse, maladies spécifiques, résistance aux herbicides,
etc.).

Les méthodes développées avec le plus de succès sont :
- la micropropagation clonale et l'élimination des virus chez nombre de cultures

ornementales, forestières, fruitières et autres genres comme la pomme de terre, la bette-
rave à sucre, les fraises, etc. ;

- la production d'haploïdes et de dihaploïdes chez le blé, le tabac, le triticale, le riz,
le maïs, les piments, les tomates, les petits pois, les choux, les cornichons, le
tournesol ;

- la sélection cellulaire chez l'orge, le tournesol, la luzerne, le riz et le blé ;
- le clonage de gènes a aussi obtenu ses premiers succès avec le virus TSWV et

PPV dont les génomes ont été entièrement séquences ; les gènes clones ont été expri-
més dans le tabac ;
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- les méthodes de transfert de gènes ont été développées avec succès chez le tabac
et la luzerne ; les descendances des plantes transgéniques sont à l'étude.

Aujourd'hui, la biotechnologie bulgare souffre des tendances négatives de la pério-
de de transition vers l'économie de marché ; parmi celles-ci, les plus sévères sont la
désintégration des centres de recherche et les problèmes financiers drastiques. Par
ailleurs, les règlements juridiques comme la loi sur la propriété intellectuelle et la légis-
lation sur les organismes ingéniérés ne sont pas encore en place. Tout cela limite le
développement des recherches malgré les nouveaux enjeux de collaboration qui s'ou-
vrent pour les chercheurs et les industriels.
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Physiologie de la tubérisation
chez la pomme de terre cultivée
(Solarium tuberosum L.) :
quelques conclusions
de données moléculaires

PATRICK du JARDIN

Unité de Biologie végétale, Faculté des Sciences Agronomiques de Gembloux, avenue
du Maréchal-Juin, Bât. 48, B-5030 Gembloux, Belgique.

La tubérisation de la pomme de terre désigne la formation d'un organe de réserve et de
propagation par expansion radiale de l'extrémité d'un stolon, tige souterraine à crois-
sance plagiotrope. Cet événement anatomique dépend de l'interaction entre des facteurs
génotypiques et environnementaux. A l'intérieur du genre Solarium, certains génotypes,
comme S. brevidens, ne forment jamais de tubercules, d'autres, comme S. demissum,
tubérisent en jour court uniquement ; enfin S. tuberosum tubérise dans de larges
gammes de traitement photopériodique. Parmi les facteurs environnementaux, la photo-
période, la qualité de la lumière, la température et la nutrition minérale (azotée en par-
ticulier) sont reconnues comme généralement déterminantes. Les hormones jouent un
rôle complexe dans ce processus, assurant probablement à la fois la transmission des
stimuli environnementaux aux différents niveaux de l'organisation de la plante et
conditionnant la réceptivité des tissus et cellules à ces stimuli. L'existence d'une hor-
mone « tubérigène » a été postulée sur base d'expériences de greffe indiquant qu'une
feuille préalablement exposée à des jours courts et greffée sur une plante traitée en
jours longs est capable d'induire la tubérisation de cette dernière. La nature du facteur
transloqué a été activement recherchée. Aucune des phytohormones « classiques » ne
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semble jouer ce rôle : cytokinines, auxines, éthylène, acides gibbérellique et abscissique
ont des effets divers sur la formation du tubercule mais aucune de ces molécules ne
fonctionne comme inducteur direct. Leur rôle peut dès lors être limité au conditionne-
ment des organes à émettre, à transmettre et à interpréter les signaux primaires de tubé-
risation. Par ailleurs, l'acide jasmonique et certains dérivés comme le méthyl-jasmonate
ont été récemment identifiés comme inducteurs de tubérisation lorsqu'ils sont appliqués
à des segments nodaux de tige de pomme de terre. Cette famille moléculaire s'avère
intervenir dans d'autres processus physiologiques comme le contrôle de la sénescence
et les réponses systémiques à des agressions entomologiques, mais leurs modes d'ac-
tion et de synthèse restent largement à étudier.

Afin de mieux comprendre le contrôle de la tubérisation, on peut espérer un bénéfice
substantiel d'une meilleure définition de la diversité des événements cellulaires et
moléculaires sous-jacente à la formation du tubercule. Leur régulation peut être étudiée
indépendamment, conduisant à l'identification de facteurs de contrôle généraux ou spé-
cifiques. D'autre part, d'éventuelles relations d'interdépendance dans l'expression des
diverses composantes de la tubérisation peuvent être précisées. Les observations pré-
sentées ci-après explicitent ce point de vue.

Tubérisation anatomique et tubérisation biochimique

La formation d'un tubercule n'est pas limitée à la région subapicale d'un stolon. Lors-
qu'une plante de pomme de terre est cultivée en jours courts et qu'un segment de tige
portant une feuille bien développée est prélevé et maintenu en survie dans une atmo-
sphère humide, le bourgeon axillaire forme un tubercule sessile (Figure 1). Si le bour-
geon est excisé avant le prélèvement de l'expiant, aucune différenciation morpholo-
gique n'est observée, mais une coupe histologique transversale dans le pétiole révèle
après coloration à l'iode que les parenchymes accumulent de grandes quantités d'ami-
don (Figure 2). De plus, l'analyse électrophorétique des protéines solubles de tels
pétioles à différents moments après le prélèvement de l'expiant indique que des pro-
téines caractéristiques du tubercule en développement s'accumulent parallèlement à
l'amidon (Figure 2). Ces observations indiquent que les composantes biochimiques de
la tubérisation (l'accumulation d'amidon et de protéines de réserve) peuvent s'exprimer
indépendamment de la croissance d'un organe de réserve. Inversement, peut-il y avoir
différenciation anatomique en l'absence de la synthèse des macromolécules caractéris-
tiques du tubercule, amidon et protéines de réserve ? La technologie des ARN antisens
a permis de répondre à cette question par le blocage indépendant de l'expression des
gènes de patatines [2] et de celle du gène codant pour une des deux sous-unités de
l'ADPglucose pyrophosphorylase [3]. Si le premier travail indique que l'absence des
protéines de réserve du groupe des patatines n'affecte pas le développement morpholo-
gique du tubercule, le blocage de la synthèse d'amidon conduit, lui, à la production de
tubercules plus nombreux et plus petits, certains ayant un phénotype ridé (shrunken),
comme les pois de Mendel, eux aussi déficients en amidon. Ces altérations sont proba-
blement liées à l'accumulation de saccharose observée et à la perturbation du statut
osmotique de l'organe.

En conclusion, la tubérisation dans son acception générale consiste en la juxtaposi-
tion d'une différenciation anatomique et d'une différenciation biochimique. Les événe-
ments biochimiques peuvent être observés indépendamment de la production d'un
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organe de réserve. En revanche, la croissance normale d'un tubercule est tributaire de
l'accumulation d'amidon, probablement parce que ce polymère permet le stockage des
sucres importés sous une forme osmotiquement neutre. Le schéma de régulation pré-
senté à la Figure 3 peut dès lors être proposé.

Accumulation de l'amidon et des protéines de réserve patatine

La différenciation biochimique peut être décomposée en deux événements principaux :
l'accumulation d'amidon et celle des protéines de réserve, dont les patatines. Dans quel-
le mesure ces deux composantes sont-elles connectées, voire hiérarchisées sur le plan de
leur régulation ? Par exemple, un précurseur de l'amidon fonctionne-t-il comme régula-
teur de l'expression des gènes de patatine ? Auquel cas il ne pourrait y avoir synthèse
des patatines sans un parcours au moins partiel de la voie amylosynthétique.

Plusieurs éléments de réponse peuvent être apportés. Les travaux déjà cités [2, 3]
indiquent en effet que la répression des gènes de patatine dans le tubercule n'affecte
pas significativement la synthèse de l'amidon, mais que le blocage de la synthèse de ce
polysaccharide réduit spectaculairement l'expression des patatines, et cela alors que la
méthode mise en œuvre (utilisant des ARN antisens) est très ciblée sur l'inhibition
d'une enzyme spécifique de l'amylosynthèse. Par ailleurs, notre groupe a démontré que
les régions promotrices des gènes de patatine (des classes I et II) présentent de courtes
régions nucléotidiques conservées avec des domaines répétés dans le promoteur du
gène de la petite sous-unité de l'ADPglucose pyrophosphorylase. Puisque les ARNm
correspondants sont coexprimés dans plusieurs contextes de développement, notam-
ment lors de l'induction de la tubérisation biochimique dans des pétioles (Figure 4), il
est probable que des facteurs protéiques nucléaires communs régulent les deux types de
promoteurs par liaison aux motifs conservés. Cette hypothèse demande à être vérifiée.

A ce stade, la relation entre l'accumulation d'amidon et celle des patatines peut donc
être résumée par la Figure 5, proposant d'une part l'existence de facteurs régulateurs
communs et d'autre part celle d'un contrôle de l'expression des patatines par l'amylo-
synthèse.
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Figure 1. Formation d'un tubercule axillaire chez un explant folié de pomme de terre (cv. Dési-
rée). L'expiant de droite provient d'une plante traitée en jours courts (8 h de lumière par 24 h) et
développe un tubercule sessile au départ du bourgeon axillaire lorsque, après le conditionnement
photopériodique, l'expiant est prélevé et maintenu en survie dans une enceinte saturée en eau.
Lorsque les plantes donneuses sont cultivées sous des jours plus longs, les explants développent
des tubercules à l'extrémité de courts stolons (explant du milieu) ou des pousses feuillées
(explant de gauche). Cette expérience indique que la tubérisation anatomique n'est pas limitée
aux stolons souterrains.
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Figure 2. Tubérisation biochimique au niveau de pétioles d'expiants foliés de pomme de terre
dont les bourgeons axillaires ont été excisés ; les explants ont été prélevés sur des plantes culti-
vées en jours courts. Au-dessus à gauche, coupe transversale dans un pétiole témoin provenant
d'une plante cultivée en serre. En bas à gauche, coupe transversale dans un pétiole accumulant de
l'amidon suite au conditionnement photopériodique de l'expiant et à l'excision du bourgeon axil-
laire (vb : tissus vasculaires ; st : amidon). Au-dessus à droite, évolution du profil des protéines
totales des pétioles au cours de l'accumulation d'amidon ; des protéines spécifiques du profil
tubercule (« T ») s'accumulent dans les pétioles après 3, 6, 9, etc. jours (« 3d, 6d, 9d, etc. » ; le
jour 0 est celui du prélèvement de l'expiant) et sont indiquées par des têtes de flèches. En bas à
droite, l'expression des gènes de patatine est induite dans les pétioles accumulant de l'amidon
(expérience de Northern blot, canal 2) comparativement aux pétioles témoins (canal 1) ; les
canaux 3, 4 et 5 contiennent respectivement des ARN extraits de feuilles, de tubercules en déve-
loppement au champ et de tubercules stockés au froid.

443



Complexe
inducteur

Différenciation
anatomique

Différenciation
biochimique

Figure 3. Modèle de régulation opérant au cours de la tubérisation de la pomme de terre. La
tubérisation anatomique et la tubérisation biochimique peuvent avoir lieu indépendamment l'une
de l'autre, mais une composante au moins de la tubérisation biochimique (l'accumulation d'ami-
don) influence le cours de la tubérisation anatomique. Le complexe inducteur est peu défini et
peut comprendre des facteurs communs et spécifiques aux deux types de tubérisation.

1 : Accumulation d'amidon
2 : Contrôle

Figure 4. Accumulation coordonnée des ARNm codant pour les patatines et pour la petite sous-
unité de l'ADPglucose pyrophosphorylase lors de l'induction de la tubérisation biochimique dans
des pétioles d'expiants foliés (se référer à la Figure 2 pour les détails du système expérimental).
10 ug d'ARN total ont été chargés par canal et transférés sur membrane de nylon, après dénatu-
ration au glyoxal/diméthylsulfoxyde et fractionnement en gel d'agarose. L'hybridation des Nor-
thern blots a été réalisée au moyen de sondes d'ADNc spécifiques des patatines [4] et de la peti-
te sous-unité de l'ADPglucose pyrophosphorylase (« ADPG-PPase » [1]).
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Figure 5. Modèle de régulation opérant lors de la synthèse des protéines de réserve patatine et
de l'amylosynthèse dans le tubercule de pomme de terre. L'existence de facteurs communs de
régulation est proposée, ainsi que celle d'un contrôle de la synthèse des protéines de réserve par
l'amylosynthèse.

Conclusion

Chez le tubercule de pomme de terre en formation, différenciation anatomique et diffé-
renciation biochimique représentent deux groupes d'événements partiellement interdé-
pendants. En effet, l'accumulation de macromolécules caractéristiques du tubercule
peut être induite dans un contexte n'impliquant aucune production d'organe de réserve
spécialisé, mais la formation d'un tubercule phénotypiquement normal est tributaire
d'une synthèse active d'amidon. Par ailleurs, un jeu complexe - et largement ignoré
dans sa nature - d'interrelations entre l'accumulation des protéines et celle de l'amidon
opère dans le contexte de la tubérisation. Il ressort de ces observations que toute modu-
lation du métabolisme de l'organe, même ciblée telle que le visent les approches de
transgénèse, requiert une évaluation soigneuse de ces effets pléïotropiques. L'étude de
tels effets conduira à mettre à jour des aspects essentiels de l'intégration des multiples
composantes d'un processus développemental complexe comme la formation d'un
organe de réserve et de propagation.

Remerciements : Les recherches originales de notre laboratoire sont financées au
niveau belge par le Fonds de la Recherche Fondamentale Collective (Convention
n° 2.4535.91).
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d'un cytoplasme CMS de Nicotiana,
attribué à N. glutinosa
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Chez le tabac, il existe plusieurs sources de stérilité mâle (CMS) obtenues après des
expériences de croisements interspécifiques avec des espèces de Nicotiana sauvages. Les
sources les plus connues sont issues de croisements avec N. bigelovii, N. debneyi, N.
suaveolens d'une part, et N. glutinosa et N. plumbaginifolia, d'autre part. Dans la pre-
mière série, l'espèce sauvage est donneuse du cytoplasme, car elle fut le partenaire
maternel dans le premier croisement et l'espèce cultivée fut utilisée comme parent pater-
nel au cours de tous les croisements récurrents d'introduction du génome nucléaire taba-
cum dans la forme mâle-stérile. Dans les deux autres cas, le parent maternel fut l'espèce
N. tabacum lors du premier croisement interspécifique et N. tabacum fut aussi le parent
paternel au cours des croisements d'introgression [2].

Les études moléculaires sur l'ADN chloroplastique de ces différentes sources furent
réalisées avec les enzymes de restriction par Frankel [7], Kung [9], en supposant que le
partenaire maternel était toujours l'espèce sauvage ; cela résulte d'une mauvaise lecture
de la publication de Burk [2]. Il n'est pas étonnant alors que Frankel [7] fût amené à
classer les six sources analysées en deux groupes, selon qu'elles montraient le même
profil électrophorétique après hydrolyse spécifique que celui de l'espèce sauvage, ou
que le profil était différent de celui des deux espèces parentales, les différences portant
sur deux ou trois fragments.

Ainsi, les ADNcp debneyi, suaveolens et megalosiphon furent groupés comme étant
identiques à celui de l'espèce sauvage dont ils portent le nom, alors que les ADNcp
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glutinosa, bigelovii, analysés par Frankel [7], et plumbaginifolia, analysé par Kung et
al. [9], possédaient des fragments différents de ceux de chaque parent présumé.

Les interprétations données par Frankel et al. [7] étaient qu'il y avait eu correction
de certaines séquences du génome chloroplastique sous l'influence du génome de l'es-
pèce cultivée. Kung et al. [9], en revanche, firent l'hypothèse que l'ADNcp de la sour-
ce plumbaginifolia se présentait comme une molécule recombinée à la suite d'une
transmission biparentale de plastes, même si celle-ci avait eu lieu sous forme de traces.

Nous avons été intrigués par le fait que le cytoplasme de glutinosa, effectivement
présent dans la souche TV. tabacum var Samsun NN [3], n'entraîne aucune stérilité pol-
linique ; cela nous a conduits à étudier le prétendu cytoplasme glutinosa. Cette source
fut obtenue par Burk en 1960, sous la forme d'un seul individu FI d'une population
hybride entre N. tabacum maternel x TV. glutinosa paternel. Les nombreux rétro-croise-
ments avec N. tabacum comme parent mâle n'ont pas fait disparaître la stérilité, liée à
une morphologie florale typique : la corolle est plus courte que le style et l'androcée
est totalement pétaloïde.

Les autres sources de stérilité ont aussi des morphologies florales typiques : corolle
normale mais androcée pétaloïde pour suaveolens ; corolle très fortement laciniée et
androcée stigmatoïde pour bigelovii ; corolle laciniée et androcée pétaloïde pour debneyi.

La question est donc de savoir si les différences entre l'ADNcp de gluCMS et ses
parents putatifs sont le résultat d'un ou plusieurs remaniements à partir des molécules
parentales, présentes au moins dans une cellule zygote de la population hybride FI ou
bien si l'origine ne peut être que fortuite à partir d'une graine extérieure contaminante.
Il s'agit donc de pouvoir choisir entre une variation par recombinaison et une variation
par divergence évolutive antérieure à l'apparition de la source gluCMS. La confronta-
tion de données RFLP obtenues sur le génome entier du plaste à celles obtenues à
l'échelle d'un gène, rbcL, gène codant la grande sous-unité de la Ribulose biphosphate
carboxylase oxygénase (RUBISCO) devrait permettre d'orienter ce choix.

Grâce à la connaissance de la séquence complète de l'ADNcp de tabac [14], il est
possible d'interroger n'importe quelle région du plastome des espèces voisines du tabac
en l'amplifiant in vitro, par la réaction en chaîne par une polymérase(PCR).

Matériel et méthodes

Les sources CMS glutinosa, debneyi, suaveolens et bigelovii, appelées gluCMS,
debCMS, suavCMS et ¿>¡gCMS, nous ont été confiées par le Dr Frankel (Volcani Cen-
ter, Israël). Elles ont été hybridées avec la variété N. tabacum Xanthi NC pour éviter les
infections avec le virus de la Mosaïque. Les espèces sauvages N. debneyi et glutinosa
proviennent des collections de l'Institut expérimental du Tabac à Bergerac (France).

L'isolement des chloroplastes pour l'amplification génique est réalisé par broyage
de 5 g de feuilles ayant achevé leur croissance dans 20 ml d'un tampon à force ionique
élevée, selon Bookjans et al. [1] : 50mM MES NaOH (pH 6,1), 25mM EDTA, 1,25M
NaCl, 0,1 % albumine de bœuf, lOmM ßmercaptoethanol. Les filtrats de broyage sont
centrifugés pendant 5 mn à 1 500 g ; le culot obtenu est remis en suspension dans le
même tampon et centrifugé à vitesse un peu plus élevée, correspondant à 3 000 g. Le
dernier culot est considéré comme une fraction chloroplastique purifiée.

L'isolement des chloroplastes pour l'analyse de restriction est réalisée de la même
manière que pour l'amplification, sur une quantité de 10 à 20 g par échantillon.
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L'isolement de la fraction mitochondriale se fait à partir du premier surnageant
obtenu à 1 500 g. Ce surnageant est centrifugé à 3 000 g pour éliminer le contaminant
chloroplastique et ensuite à 10 000 g pour sédimenter la fraction mitochondriale.

L'extraction de l'ADN chloroplastique se fait à partir du culot décollé à l'eau et
dilué dans 2ml d'un milieu lytique contenant Tris 0,2 M, EDTA 0,1 M, SDS 2 %, ßmer-
captoéthanol 0,2 %, pH 8. Il est incubé pendant 10 mn à 60 °C et placé à 0 °C pendant
quelques minutes. On ajoute alors 0,4 volume d'acétate de potassium 5 M, soit 0,8 ml,
et on laisse précipiter au froid. Une centrifugation à 8 000 g pendant 15 mn permet de
récupérer un surnageant clair dans un nouveau tube. Cette solution est déprotéinisée par
un mélange chloroforme-phénol. On ajoute 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M à la
phase aqueuse. L'ADN est alors précipité par 2,5 volumes d'éthanol froid. L'ADN
séché est remis en solution à partir du précipité centrifugé à 8 000 g pendant 30 mn,
dans un volume de 100 jal de tampon Tris-HCl 10 mM/EDTA 1 mM. Il peut être traité
par la RNase, déprotéinisé et à nouveau précipité.

L'ADN mitochondrial est préparé selon un protocole voisin de celui proposé par
Perez et al. [10], en mettant le culot obtenu à 10 000 g en suspension avec un tampon
contenant 1,25 M NaCl, 50 mM Tris, 1 mM EDTA, 10 mM KH2PO4, à pH 7,2, avec 0,1
% de caséine. On ajoute MgC12 à 10 mM. La DNase I est ajoutée à 50 (Xg/ml. Une incu-
bation à froid a lieu pendant 30 mn. La réaction est arrêtée par l'ajout de trois volumes
du même tampon pour un, contenant 50 mM d'EDTA. La sédimentation de la fraction
mitochondriale débarrassée de l'ADN nucléaire est à nouveau réalisée à 10 000 g. Une
deuxième dispersion de ce culot suivie de sédimentation est réalisée. L'ADN est alors
extrait comme dans le cas des chloroplastes.

L'analyse des ADN par les enzymes de restriction est réalisée en hydrolysant l|ig
d'ADN avec les endonucléases EcoRI, BamHI, PstI, Xhol et Smal, dans les conditions
conseillées par les fabricants (Boehringer M. Fr.). Les fragments sont séparés par élec-
trophorèse en gels horizontaux à 1 % d'agarose. Les masses moléculaires apparentes
sont évaluées par la comigration avec une échelle standard (BRL, lkbp).

Les amorces utilisées pour l'amplification sont préparées à partir de la séquence
complète de l'ADNcp de Nicotiana tabacum et correspondent aux nucléotides 57 587 à
57 607 pour le côté 5'-3' et 59 000 à 59 020 complémentaires pour le côté 3'-5'. La lon-
gueur attendue de l'amplifiât est donc de 1433 pb, soit la longueur du gène rbcL.

Soient S'-AAA-GTT-TGC-TTA-ACT-CTT-T-tO-S'
S'-AAA-GAC-TTT-CTC-AAG-ATT-C-CT)^1

La réaction de polymérisation est préparée avec le tampon de la polymérase Taq
fourni par Appligène ; 2,5 mM des dNTP, 6 pM de chaque amorce, et 1 unité de poly-
mérase Taq (Appligène). L'ADN modèle est celui des extraits de chloroplastes, 1 à
2 ng à la concentration de 1 à 2 ng/ul Une première dénaturation a lieu pendant 3 mn
à 95 °C. Les cinq premiers cycles de polymérisation comportent un palier à 93 °C pen-
dant 1 mn, à 51 °C pendant 1 mn et, avec une pente de 1 °C par 2 s, 72 °C pendant
1 mn 30 s. Vingt cycles semblables sans pente programmée terminent l'incubation.

Le produit obtenu est hydrolyse séparément avec des endonucléases de restriction
dont le site spécifique porte sur 4 bases de façon à augmenter la probabilité de coupure :
Aval, Sau3A, HaelII, Hinfl ; à 6 bases : BamHI et Smal. Les produits d'hydrolyse sont
séparés par électrophorèse dans de F agarose à 2,2 % à côté d'un standard de poids
moléculaire (« Ladder » 1 kbp de BRL).

L'observation de plusieurs différences entre l'ADNcp du gluCMS et les parents
putatifs a conduit à estimer la proportion p0 de nucléotides substitués entre chaque

449



H. Roussel, O. Chatagnier, H. Dulieu

paire de génotypes, permettant d'évaluer le degré de divergence [8]. On a aussi utilisé
la méthode d'estimation de la distance d de Nei avec l'équation proposée par Li et Nei
(1979) pour les nombres de fragments de restriction, notamment pour l'ADN mito-
chondrial, qui constitue une molécule nettement plus grande que l'ADN chloroplas-
tique et dont les sites de restriction ne sont pas cartographies.

Les groupements sont ensuite faits par la méthode UPGMA (unweighted pair group
method using arithmetic averages) (cf Swofford and Olsen, chapter 11, Phylogeny
Reconstruction dans Molecular systematics, ed. Hillis et Moritz, 1990, Sinauer Ass.,
Inc., Sunderland, Mass., USA).

Résultats

Une première série d'analyses réalisées sur l'ADNcp total avec des enzymes de restric-
tion reconnaissant 6 bases a préalablement montré que gluCMS différait de tabacum et
de glutinosa par plusieurs fragments EcoRI [7].

Nous avons étendu cette analyse à d'autres enzymes.
Ainsi, Bgll produit deux fragments, de l l ,5kbp et de 3,8 kbp, chez tabacum et

chez glutinosa (Figure 1, puits 9, 10 et 12) ; ce fragment étant absent chez gluCMS (id.
puits 11), qui possède un fragment exclusif de l'ordre de 20 kbp. Deux fragments, res-
pectivement de 25 kbp et de 8 kbp, présents chez glutinosa et gluCMS (Figure 1, puits
10, 11 et 12) sont absents chez tabacum (puits 9). Un fragment de 39 kbp, présent chez
tabacum, est absent chez les deux autres génotypes.

PstI produit un fragment de 25 kbp chez tabacum et glutinosa (Figure 1, puits 5, 6
et 8), absent chez gluCMS (Figure 1, puits 7).

Xhol produit un fragment de 14 kbp, chez glutinosa (Figure 1, puits 15 et 17),
absent chez tabacum et chez gluCMS (Figure 1, puits 14 et 16). De plus, un fragment
de 11 kbp est présent chez N. tabacum et gluCMS (Figure 1, puits 14 et 16), et absent
chez M glutinosa (Figure 1, puits 15 et 17).

Les puits 4, 8, 12 et 17 montrent les fragments obtenus avec N. tabacum var Sam-
sun NN ; ils sont identiques à ceux obtenus ave N. glutinosa, ce qui confirme l'origine
glutinosa des plastes chez cette variété [3].

Il est donc des cas où gluCMS est identique à l'un ou à l'autre des parents présu-
més, et d'autres où il diverge de ces derniers.

Le relevé des fragments communs ci et différents di générés par six enzymes de res-
triction à six paires de bases (Tableau I) montre que gluCMS est plus proche de glutino-
sa que de tabacum malgré l'origine tabacum de ce cytoplasme indiquée par Burk [2].

Un relevé semblable, fait sur les fragments EcoRI et BamHI de l'ADN mitochon-
drial, manifeste une tendance à la divergence assez accentuée du gluCMS vis-à-vis de
ses deux parents présumés (Tableau II). La Figure 2 montre la différence existant entre
gluCMS et l'espèce N. glutinosa après hydrolyse avec BamHI et EcoRI.

L'explication de ces faits proposée initialement [5] était que des plastes et les mito-
chondries du parent paternel glutinosa auraient pu être transmis à un zygote exception-
nel lors du premier croisement, événement suivi d'une recombinaison interorganites
(concernant plastes et mitochondries) et intermoléculaire. Cependant, la probabilité
d'une telle série d'événements est d'une part très faible, et d'autant moins probable que
la divergence génétique du CMS est très élevée alors qu'on s'attend à ce qu'elle soit à
mi-distance entre les parents présumés, s'il s'agit d'ADN remaniés, même en plusieurs
points.
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Tableau I. Évaluation de la divergence entre l'ADNcp de gluCMS et ceux de Nicotiana
tabacum (parent maternel présumé) et N. glutinosa (parent paternel présumé).

tàb/glu

di

tab/CMS

di

glu/CMS

di

BglI

PstI

Xhol

Smal

BamHl

Eco RI

6
11

13

9

15

17

5

0

5

5

6

4

4

10

15

9
15

18

7

1

5
5
6
3

7

10

13

10

18

18

3

1

5

2

0

3

Totaux

S =

Po (%)

71 25

0,85

2,67

71 27

0,84

2,86

76 14

0,92

1,38

I
d/2 = 0,69

tab

Méthode Gotoh et al. [8] basée sur sites de restriction.

d/2 = 1,38

CMS glu

Tableau II. Évaluation de la divergence entre l'ADNmt de gluCMS et ceux de Nicotiana
tabacum (parent maternel présumé) et TV. glutinosa (parent paternel présumé).
Nombre totaux de fragments générés par EcoRI et BamHI, sur la diagonale ; nombre de
fragments communs dans les autres cases.

N. tabacum

N. glutinosa

gluCMS

d/2 = 0,0129

1

¡Y. tabacum

80

N. glutinosa

49
d = 0,029

82

d/2 = ),0139

gluCMS

47
d = 0,026

47
d = 0,026

67

tab

Les estimations de d sont faites selon l'équation proposée par Li et Nei
(1979) pour les nombres de fragments de restriction.
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Tableau III. Relevé des fragments communs ou différents observés après hydrolyse spéci-
fique du produit d'amplification rbcL.

tab/glu glu/CMS tab/CMS

ci di ci di ci di

Taql
Hpall

Sau3A

Mael

HaelII

Aval

Hinfl

7
6
3
1
2
4
3

-
1

2

-

2

-

-

7 1
6

4

1

3

2 5

5

Cartographie des sites variables entre CMS et

Sites Aval
563

Sites Smal

0

V

Site Aval
Site Smal

0 509 v s i v

A *

supplémentaire chez CMS
absent chez CMS

6
6
3
1
2
2
4

tab ou g/u

310

1
1
2
-
2
5
2

L'analyse à l'échelle du gène rbcL, région limitée à 1343 pb, devrait permettre
d'éliminer ou de soutenir l'hypothèse de la nature éloignée ou xénique de l'ADNcp du
gluCMS.

Le produit d'amplification obtenu est d'un poids moléculaire identique pour tous les
plastotypes étudiés (Figure 3). La Figure 4 montre, en revanche, que la situation obser-
vée à l'échelle de l'ADN complet se reproduit pour une région limitée. En effet, l'hydro-
lyse avec Aval et BamHI représente les cas où gluCMS est différent des deux parents
présumés ; l'hydrolyse avec Sau3A, HaelII et Hinfl, les cas où gluCMS est identique à
l'un des parents présumés, ici glutinosa.

Le relevé des fragments communs et différents (Tableau III) situe gluCMS plus
près de glutinosa que de tabacum. L'information est cependant insuffisante pour consi-
dérer ce rapprochement comme significatif. Il est cependant certain que gluCMS, diffè-
re de ses deux parents présumés à l'échelle du gène rbcL.

Ainsi, l'analyse réalisée avec Aval et Smal permet de raisonner qualitativement et
d'aboutir à la même conclusion. En effet, la séquence de l'ADNcp de tabac possède
sur le fragment de 1433 pb 3 sites Aval localisés sur les nucléotides n° 563, 1 072 et
1 123. La taille attendue des fragments est donc, dans l'ordre décroissant, de 563, 509,
310 et 51. On observe 4 fragments significatifs d'une longueur proche de 563, 509, 360
et 310. Le fragment de 360 indique une hydrolyse faible ou nulle du site n° 3.

N. glutinosa présente les mêmes fragments que le tabac. En revanche, le gluCMS
montre des fragments de 563, 361, 265 et 244, correspondant à l'existence d'un nou-
veau site Aval, confirmé par la disparition complète du fragment de 509.

L'hydrolyse avec Smal, dont le tabac possède 2 sites, aux mêmes sites 1 072 et
1 123 que Aval, devrait engendrer des fragments de 1 072, 310 et 51. On observe
1072 et 310.
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Figure 1. Électrophorèse sur gel d'agarose de 25 cm à 0,8 % des ADN chloroplastiques de Nico-
tiana tabacum, N.glutinosa, gluCMS et N.tabacum var. Samsun, cette dernière construite avec
N.glutinosa comme parent maternel. Les puits 1 à 4, hydrolyse avec Sali, 5 à 8 avec PstI, 9 à 12
avec Bgll ; l'échelle 1 kbp ; 13 à 16, hydrolyse avec Xhol.
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BamHI EcoRI

U "So
3 ^

Figure 2. ADN mitochondriaux de g/«CMS et de N. glutinosa, côte à
côte, hydrolyses, à gauche de l'échelle, par BamHI, et à droite, par
EcoRI.

N.tab gluCMS N.glu

Figure 3. Électrophorèse de fragments amplifiés du gène rbcL, chez N.tabacum, puits 3 à 4 ;
gluCMS, puits 5 à 8 ; N.glutinosa, puits 9 à 12. Les quantités d'ADN matrice varient de 1 ng à
long.
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Aval Sau3A HaelII H i n f I Smal

Figure 4. Électrophorèse des amplifiais du gène rbcL hydrolyses avec les enzymes de restriction.
Puits n° 1, 8, 18 et 19. : échelle 1 kbp BRL. Les échantillons sont dans l'ordre N.glutinosa, glu-
CMS, et N.tabacum. Puits 2, 3 et 4 : Aval ; puits 5, 6 et 7, Sau3A ; puits 9, 10, 11, HaelII ; puits
12, 13 et 14, Hinfl ; puits 15, 16 et 17, BamHI ; puits 20, 21 et 22, Smal.

Aval Smal
Hinfl Sau3A

Figure 5. Id. Figure 2 avec les plastotypes N. debneyi, debCMS, suavCMS, bigCMS, gluCMS.
Échelle 1 kbp aux positions 1 et 12. Puits 2 à 6, Aval ; puits 7 à 11, Smal ; puits 13 à 17, Hinfl ;
puits 19 à 22, Sau3A ; puits 23 à 27, HaelII.
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Chez TV. glutinosa, on observe aussi 1 072 et 310. Le gluCMS montre des fragments
de 1 072 et 360, comme les autres CMS sauf big. Cela correspond donc à la disparition
du site Smal 1 123 chez le gluCMS.

Voilà donc deux exemples : un site Aval supplémentaire et un site Smal en moins
chez le gluCMS par rapport aux espèces présumées parentales qui montrent l'origine
étrangère du CMS par rapport au deux parents cytoplasmiques présumés (Tableau III,
cartographie).

Les autres CMS étudiés, debneyi, suaveolens et bigelovii, sont toutes différentes de
glu CMS comme le montrent la Figure 5 ainsi que le Tableau 4.

Discussion - conclusion

La question posée était de savoir si le gluCMS, dont l'origine remonte à 1960, prove-
nant selon Burk d'une plante parmi quelque 150 plantes hybrides normalement consti-
tuées, résulte bien d'un remaniement de ses ADN cytoplasmiques à partir de celui de
ses deux parents présumés ou bien d'un cytoplasme étranger à celui de ces deux types
tabacum et glutinosa.

La divergence importante déjà observée pour les sites de restriction à six bases sur
les ADN chloroplastiques et mitochondriaux se trouve confirmée à l'échelle du kbp
(kilo-paires de bases) par l'utilisation de l'amplification spécifique de la séquence du
gène rbcL, obtenue grâce à la connaissance complète de la séquence de l'ADN plasti-
dial de N. tabacum.

De plus, l'identification de cinq plastomes différents, dont quatre sont cotransmis
avec la stérilité pollinique cytoplasmique, peut être faite rapidement par la« même
méthode d'amplification spécifique ou élective, suivie de l'hydrolyse avec des endonu-
cléases de restriction à coupures fréquentes.

En conclusion, il est très probable que gluCMS provient d'un cytoplasme différent
de tous ceux fournis par les espèces étudiées (debneyi, suaveolens, bigelovii et glutino-
sa, tabacum), et non pas d'une recombinaison qui aurait suivi une transmission pater-
nelle de plastes et de mitochondries par N. glutinosa.

Un tel plasmotype pourrait résulter d'une contamination de la population de plantes
hybrides par un individu présentant des anomalies florales, issu d'une autre espèce.
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Résumé

La sensibilité d'A. flava syn. erhrenbergiana et d'A. nilotica à Agrobacterium tumefa-
ciens a été testée afin d'évaluer les possibilités ultérieures de transformations géné-
tiques.

Les inoculations sont effectuées par coculture en milieu liquide de boutures de
xitto-plants, avec une souche binaire comportant le gène uid A codant pour la ß-glu-
curonidase, et un gène de résistance à la kanamycine. Il a d'abord été prouvé qu'il n'y
avait aucune activité GUS endogène chez A. flava et chez A. nilotica, et que le gène
uid A pouvait donc être considéré comme marqueur de transformation. Chez A. flava,
des précipités de diX-indigo ont été observés dans le cytoplasme des cellules de cals
formés sur les boutures inoculées, et mises en culture sur le milieu de sélection. En
revanche, aucune activité GUS n'a pu être mise en évidence après l'inoculation chez
A. nilotica. Ces résultats sont discutés, étant donné que le gène uid A s'exprime aussi
chez les bactéries. Cependant, l'étude cytologique chez A. flava montre que les cris-
taux de diX-indigo ont une localisation uniquement cytoplasmique, et sont absents des
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noyaux et des espaces intercellulaires. Chez A. nilotica, d'autres tests sur des tissus
plus juvéniles devront être conduits. L'introduction de gènes améliorant la résistance à
la salinité chez A. flava peut déjà être envisagée, afin de résoudre les besoins spéci-
fiques de Djibouti en manière de lutte contre la désertification.

Plusieurs stratégies existent pour améliorer les performances d'une espèce, la plus
ancienne est la sélection sur la variabilité naturelle. Plus récemment, les techniques de
transformation génétique se sont développées. Par rapport à la sélection, elles ont
l'avantage d'enrichir génétiquement une espèce par l'apport de gènes étrangers d'inté-
rêt agronomique. Ainsi, depuis 1981, date à laquelle la première plante transgénique a
été obtenue [35], des gènes codant pour des résistances aux maladies virales [11], aux
herbicides [4, 5] ou aux insectes [24] ont été introduits chez des plantes.

Djibouti, classé zone à climat aride [31], est confronté à un processus de désertifi-
cation [10]. Ce phénomène est dû à la surexploitation par l'homme des ressources natu-
relles et a pour conséquence, entres autres, une salinisation progressive des eaux et des
sols [28]. Le reboisement des zones affectées par la désertification doit donc être réali-
sé avec des végétaux résistants à la salinité. Une des possibilités est l'utilisation d'es-
pèces halophiles pour les zones les plus marginales [17]. Cependant, étant donné que la
quasi-totalité des terres affectées est constituée des terres de parcours [7], il est intéres-
sant d'améliorer la résistance à la salinité d'espèces locales fourragères utilisées tradi-
tionnellement par les populations nomades.

Les ligneux transgéniques ont actuellement été obtenus par l'introduction d'un seul
ou d'un nombre très faible de gènes : protection vis-à-vis des herbicides, des insectes
ou des maladies [21, 22]. Du fait que la tolérance au sel est considérée comme un fac-
teur polygénique dont l'ensemble des gènes impliqués n'est pas encore identifié, peu
de résultats concernant des plantes transgéniques résistantes au sel sont actuellement
disponibles. Cependant, il est reconnu depuis quelques années que des composés appe-
lés osmoprotecteurs permettent à la plante qui les accumule de résister à la salinité [6,
23]. Ainsi, des tabacs transformés possédant un gène codant pour la synthèse du man-
nitol sont plus résistants aux fortes concentrations de NaCl que les plantes normales
[29, 30].

Ces différents résultats permettent d'envisager l'amélioration de la résistance au sel
des espèces ligneuses de Djibouti grâce aux transformations génétiques. La méthode de
transformation la plus courante [33, 34] utilise les propriétés d'une bactérie, du genre
Agrobacterium, qui effectue une transformation génétique naturelle des cellules végé-
tales qu'elle infecte [12, 13]. Après la mise au point de milieux de callogenèse, cette
méthode a donc été testée sur des espèces ligneuses fourragères locales considérées
comme prioritaires pour Djibouti, A. flava et A. nilotica. Leur sensibilité à une souche
binaire à'Agrobacterium comportant le gène de la ß-glucuronidase (GUS) a été testée.
Après avoir montré que le gène GUS peut effectivement être considéré comme mar-
queur de la transformation chez ces 2 espèces, une étude cytoenzymologique est effec-
tuée afin de révéler les territoires transformés.
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Matériels et méthodes

Matériels

• Matériel végétal

A. flava (Forsk.) Schweinf. var. seyal (Del.), synonyme d'A. erhrenbergiana [20],
peuple des dépressions à sols argileux ou limoneux ; il supporte des sols modérément
salés. C'est un arbre à usages multiples : principalement fourrage, mais aussi bois de
chauffe, charbon, bois d'œuvre, production de tanins, clôtures sèches et pharmaco-
pée [2].

A Djibouti, les aires de peuplements naturels de l'A. nilotica sont des dépressions
temporairement inondées [2, 14, 20]. Son usage principal est le fourrage mais il sert
aussi à la production de tanins et pour la pharmacopée [3].

• Souche bactérienne

Une souche binaire d'A. tumefaciens, dérivée de la souche LBA 4 404, est utilisée pour
les tests de virulence. Cette souche, fournie par le laboratoire de génétique moléculaire
microbienne de TINS A-Lyon, contient un plasmide Ti désarmé porteur de la région vir,
et le plasmide binaire pBI121. L'ADN-T du plasmide pBI121 inclut le gène nptll
codant pour la néomycine transférase et le gène uidA codant pour la ß-glucuronidase
(Figure 1).

Les cellules transformées sont donc sélectionnées par leur résistance à la kanamyci-
ne due à l'expression du gène de la néomycine transférase et peuvent être mises en évi-
dence par la cyto-enzymologie grâce à l'activité GUS.

<RB ^ ^ ^ _ _ _ ^ ^ _ _ _ ^ ^ _ ^ ^ ^ _ _ _ ^ ^ ^ <LB
—iNOS-prol-fNPT n (Kan R)|-|NOS-ter | |CaMV 35S pTöllß-Glucuronidasc |-|NOS-ter |—

Figure 1. Schéma représentant la structure de l'ADN-T du plasmide pBI121. De la gauche vers
la droite : NOS-Pro : site promoteur de la nopaline synthétase ; NPT II (Kan R) : gène codant
pour la néomycine phosphotransférase et conférant la résistance à la kanamycine ; NOS-ter : site
de polyadénylation de la nopaline synthétase ; CaMV 35S promoter : site promoteur de CaMV ;
ß-glucuronidase : gène uidA codant pour la ß-glucuronidase ; NOS-ter : site de polyadénylation
de la nopaline synthétase. Les différents sites de restriction ne sont pas représentés [19].

Méthodes

• Germination et obtention de plantilles stériles

L'inhibition tégumentaire est levée par un traitement à l'acide sulfurique à 95 %
(10 mn pour A. flava et 45 mn pour A. nilotica). Les semences sont ensuite nettoyées
dans du papier filtre. La stérilisation est réalisée, sous hotte à flux laminaire, par de
l'alcool à 70° pendant 10 mn, puis par une solution d'hypochlorite de sodium commer-
ciale à 12° diluée à 50 % pendant 10 mn. Les semences sont finalement rincées 3 fois
à l'eau distillée et stérilisée, et mises à germer par lots de 40 dans des pots de germina-
tion contenant de l'eau gélosée (agar-agar à 6 g.l1), stérilisés à 110 °C pendant 30 mn.

La photopériode dans la chambre de culture est de 16 heures, avec une énergie
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lumineuse moyenne de 100 W.m2 dispensée par 4 lampes OSRAM L30W/20 Coolwhi-
te. La température est de 27 °C.

• Milieu de callogenèse

Les cotylédons et les boutures sont prélevés sur des plantules âgées de 20 jours. Tous
les méristèmes sont excisés et les explants sont mis en culture horizontalement. Le
milieu contient les éléments minéraux de Murashige et Skoog [25] et est additionné de
1 ml.l1 de la solution de vitamines de Nitsch et Nitsch [27] et de 50 g.l"1 de saccharose.
L'acide a-naphtylacétique est ajouté à raison de 1, 2 ou 3 mg.l1. Après 10 semaines de
culture, la callogenèse est évaluée par le rapport entre la surface du cal formé et la sur-
face de l'expiant à l'état initial.

• Entretien de la souche bactérienne

La souche binaire LBA 4 404 est cultivée à 26 °C, sur milieu de Luria-Bertani consti-
tué de 5 g.l"1 d'extrait de levure, de 10 g.l1 de chlorure de sodium et de 10 g.l"1 de tryp-
tone. Le pH est ajusté à 7,0 ± 0,1. Après la stérilisation à 110° pendant 30 mn, la kana-
mycine est ajoutée au milieu après la stérilisation à raison de 50 mg.l1.

• Inoculation du matériel végétal par A. tumefaciens

Les inoculations sont effectuées par la co-culture en milieu liquide du matériel végétal
avec les bactéries en phase exponentielle de croissance [16]. Les boutures prélevées sur
des vifro-plants âgés de 6 semaines sont blessées par l'excision de leurs méristèmes et
par des coupures superficielles au scalpel. Le matériel végétal est ensuite plongé pen-
dant 5 mn dans une culture de bactéries d'un jour (DO600 = 0,3 correspondant à
5.108 cfu/ml). Après séchage sur papier filtre stérile, les boutures sont déposées pendant
deux jours sur le milieu de callogenèse. Elles sont ensuite transférées sur le même
milieu additionné de kanamycine à 100 mg.l1 pour sélectionner les tissus transformés et
de céfotaxime à 250 mg.l1 pour éliminer les bactéries (Figure 2). Deux repiquages sur
un milieu de sélection neuf sont effectués, l'un après 10 jours, l'autre après 6 semaines.
Après 10 semaines, les échantillons sont prélevés et testés pour leur activité GUS.

• Détection cytoenzymologique de l'activité $-glucuronidase

La détection cytoenzymologique de l'activité de la ß-glucuronidase est réalisée selon le
protocole de Jefferson [20]. Le matériel végétal est incubé pendant 20 heures, à 37 °C
au bain-marie, dans une solution de X-Glu (Sigma) à 1 mM, préparée dans du tampon
phosphate pH 7 (Merck). Les coupes à main levée sont montées entre lame et lamelle
dans du glycérol, et sont observées en microscopie photonique.
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fragments de tiges blessés

témoins non inoculés fragments inoculés

5 mn dans culture liquide d'A. tumefaciens®

MS 3ANA® MS 3ANA®

ti
MS 3ANA®

cals non transformés

co-culture pendant 48 heures

MS 3ANA® MS 3ANA®

+ kanamycine + kanamycine

+ céfotaxime + céfotaxime

culture pendant 10 semaines

test histoenzymologique GUS

pas de cal cals transformés

Figure 2. Schéma du protocole expérimental pour l'obtention de tissus transgéniques. ® inocula-
tion avec la souche binaire LBA 4 404 contenant le plasmide pBI121. © Milieu de base Mura-
shige et Skoog (MS) additionné de 3 mg.l"' de ANA.

463



L. Bray, V. Lecouturier, M.N. Di Michele

Résultats

Influence de l'origine de l'expiant et de la concentration en ANA
sur la callogenèse

Chez A. flava et A. nilotica, la callogenèse des boutures augmente en fonction de la
concentration en ANA dans le milieu de culture (Figures 3a et b). A 3 mg.l1 d'ANA,
la totalité des boutures mises en culture ont formé des cals et le rapport entre la surface
du cal et la surface initiale de l'expiant est significativement supérieur à celui calculé
pour les témoins des 2 espèces testées.

En revanche, aucun des cotylédons d'A. flava ou d'A. nilotica déposés sur les diffé-
rents milieux de culture ne développe de cal, et, au bout de 10 semaines, 85 % des
cotylédons chez A. flava et 90 % chez A. nilotica sont nécrosés.

1 2

ANA (mg/1)

1 2 3

ANA (mg/1)

Figure 3. Influence de l'acide oc-naphtylacétique sur la callogenèse d'Acacia flava syn. erhen-
bergiana et d'Acacia nilotica. Le rapport entre la surface du cal et la surface initiale de l'expiant
est calculé 10 semaines après le repiquage sur le milieu de culture contenant les éléments miné-
raux de Murashige et Skoog et 50 g.l1 de saccharose.
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Absence d'activité GUS endogène chez A. flava et A. nilotica

Aucune activité ß-glucuronidase n'est mise en évidence chez les boutures d'A. flava
non inoculées et cultivées pendant 10 semaines sur un milieu de callogenèse non sélec-
tif, sans antibiotiques (Photo la). Chez A. nilotica, les résultats sont identiques
(Photo lb). Les 2 espèces testées sont donc naturellement dépourvues de toute activité
GUS endogène.

Expression du gène GUS chez les bactéries

Des bactéries prélevées sur leur milieu de culture sont directement mises à incuber
avec le X-Glu. Après 20 heures d'incubation, une coloration bleue apparaît, caractéris-
tique du produit de la réaction GUS (Photo 2). Le gène GUS porté sur le plasmide
binaire pBI121 s'exprime donc dans la bactérie.

Conséquences de l'inoculation par A. tumefaciens

• Callogenèse sur milieu de sélection

Pendant les 10 semaines de culture sur le milieu de callogenèse additionné d'antibio-
tiques (kanamycine et céfotaxime), aucune callogenèse n'est observée chez les boutures
d'A. flava et A. nilotica non inoculées (Tableau I).

En revanche, dès 10 jours, chez A. flava, des cals apparaissent aux sites de blessure
sur des explants inoculés. Chez A. nilotica, les cals n'apparaissent pas avant 30 jours.
Après 10 semaines de culture, le pourcentage d'expiants inoculés ayant développé un
cal est de 3,6 % chez A. nilotica et de 10 % chez A. flava (Tableau I).

• Activité GUS

Les boutures non inoculées d'A. flava, cultivées sur le milieu de callogenèse additionné
de kanamycine et de céfotaxime, ne montrent aucune activité GUS (Photo 3 a). En
revanche, une activité GUS est détectée dans les cellules de cals formés sur des bou-
tures inoculées (Photo 3b). Les précipités de diX-indigo sont absents des espaces inter-
cellulaires et des noyaux, et sont uniquement localisés dans le cytoplasme.

Chez A. nilotica, les tests GUS effectués sur les boutures témoins cultivées sur anti-
biotiques sont tous négatifs. De même, après 20 heures d'incubation, aucune coloration
bleue n'est visible sur les différentes coupes réalisées dans les cals d'A. nilotica formés
sur les sites de blessures des boutures inoculées.

Tableau I. Callogenèse obtenue chez A. flava et A. nilotica inoculés, après 10 semaines de
culture sur milieu de base additionné de 3 mg.H d'ANA, de 100 mg.H de kanamycine et
de 250 mg.H de céfotaxime.

Espèce Condition Nombre total Nombre d'expiants Pourcentage
d'expiants ayant formé un cal de callogenèse (%)

. „ inoculé 58 6 10
A. pava

témoin 9

„ ., . inoculé 56 2 3,6
A. nilotica

témoin 11 0 0
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Photographies la et Ib. Absence d'activité GUS endogène dans les cellules de cals formés chez
A. flava (la) et chez A. nilotica (Ib) cultivés 10 semaines sur milieu de callogenèse (a x 1 650 •
b x 1 650).
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Photographie 2. Mise en évidence de l'expression du gène GUS dans la souche binaire
d'A tumefaciens (plasmide pBI121) (x 1 650).
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/

Photographies 3a et 3b. A. flava incubé 20 heures avec X-Glu après 10 semaines de culture sur
milieu de callogenèse additionné de kanamycine à 100 mg.l ' et de céfotaxime à 250 mg.l '. 3a :
non inoculé ; 3b : inoculé avec la souche binaire d'A. tumefaciens contenant GUS (a x 1 650 •
b x 1 650).
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Discussions et perspectives

Les inoculations par une souche à1 Agrobacterium tumefaciens, contenant le gène GUS,
ont permis l'obtention de cals sur milieu de sélection chez les deux espèces testées,
A. flava et A. nilotica. Le gène GUS chez les 2 espèces peut être considéré comme
marqueur de la transformation étant donné que, contrairement à quelques espèces végé-
tales [26], le test GUS est négatif dans le matériel végétal normal non inoculé. D'autre
part, une activité GUS a pu être mise en évidence dans les cals formés chez A. flava
après l'inoculation par A. tumefaciens.

Cette activité GUS détectée après inoculation chez A. flava peut être discutée. En
effet, nous avons montré que la souche bactérienne utilisée exprimait elle aussi le gène
uid A. L'expression du gène GUS dans des souches à'Agrobacterium contenant des
plasmides GUS dérivés du pBIN19 a déjà été rapportée [15,20]. Selon Jefferson [20],
l'activité serait due à une transcription étendue jusqu'à la région GUS à partir du pro-
moteur de lac Z présent sur le plasmide BIN19. L'inversion de la cassette GUS par
rapport au promoteur de lac Z diminue de 20 fois l'activité GUS mesurée [20].

Selon Caissard et Chriqui [8], lorsque de telles souches sont utilisées, le caractère
transformé des cellules obtenues après inoculation ne peut être affirmé que par des
études ultrastructurales en microscopie électronique, grâce à un protocole associant la
cytoenzymologie ultrastructurale à des contrôles en microanalyse X. Avec ce protocole,
il est alors possible de déterminer si l'activité GUS provient des cellules transformées
ou des bactéries [9].

Pour éviter ce type d'analyse, des souches n'exprimant pas le gène GUS contenu
sur leur plasmide binaire ont été développées. Ainsi, l'insertion d'un intron dans le
gène de la ß-glucuronidase a permis à Vancanneyt et al. [32] d'obtenir une souche ne
montrant aucune activité GUS. En effet, seules les cellules eucaryotes sont capables du
phénomène d'épissage nécessaire pour produire une enzyme fonctionnelle à partir de
ce type de construction. Janssen et Gardner [18] ont également obtenu une construction
permettant l'expression exclusive dans les cellules végétales transformées, en utilisant
un gène GUS dépourvu de sites de fixation pour les ribosomes bactériens.

Cependant, la microscopie photonique nous a permis de montrer que la localisation
des précipités bleus dans les cellules de cals d'A. flava provenant de boutures inoculées
par A. tumefaciens était uniquement cytoplasmique, et qu'ils étaient absents aussi bien
des espaces intercellulaires que des noyaux.

Enfin, chez A. nilotica, aucune activité GUS n'a été mise en évidence dans les cals
formés sur milieu de sélection à partir des boutures inoculées. Deux hypothèses peu-
vent expliquer la non-détection d'une activité GUS : (1) A. nilotica n'est pas sensible à
A. tumefaciens et n'a pas été transformé ou (2) il y a eu transformation mais le niveau
d'expression du gène GUS dans les cellules des cals était trop faible pour permettre la
mise en évidence de la transformation. La 2e hypothèse permet d'expliquer la formation
de cals sur milieu de sélection chez les boutures inoculées d'A. nilotica. Cependant,
d'autres tests de sensibilité devront être effectués sur des tissus plus juvéniles considé-
rés comme plus sensibles à A. tumefaciens [1]. En effet, la juvénilité des tissus végé-
taux semble être un facteur important pour la sensibilité aux agrobactéries. Chez deux
espèces d'Eucalyptus, E. gunnii et E. tetrodonta, seuls des organes très juvéniles de
germination âgés au plus de 4 mois sont sensibles aux inoculations par A. tumefaciens
ou A. rhizogenes.

En conclusion, la sensibilité de certaines espèces d'Acacia à A. tumefaciens nous
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permet d'envisager la création de plantes fourragères transgéniques plus résistantes aux
contraintes environnementales, et répondant ainsi aux besoins des pays arides, comme
Djibouti, en matière de lutte contre le désertification.

Abréviations

ADN-T : ADN transféré ; ANA : Acide a-naphtylacétique ; CaMV : Virus de la
mosaïque du chou-fleur (cauliflower mosaic virus) ; diX-indigo : 5,5'-dibromo-
4,4'-dichloro-indigo ; DO600 : Densité optique à 600 nm ; cfu : colony forming
unit ; GUS : ß-glucuronidase ; MS : Milieu de Murashige et Skoog ; NOS :
Nopaline synthétase ; NPTII : Néomycine phosphotransférase ; vir : région de
virulence du plasmide Ti ; X-Glu : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide.
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Expression chez Brassica napus
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trois autres stérilités
mâles géniques
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Résumé

L'expression chez Brassica napus d'une stérilité mâle génique obtenue par transfert de
gène [20] a été comparée à trois autres stérilités mâles géniques [24] (Schuster, non
publié ; Rakow, non publié).

Dans les 4 cas, une réduction du filet des étamines et une indéhiscence des
anthères sont observées. Pour la stérilité mâle obtenue par génie génétique, le blocage
de la microsporogenèse se produit après la libération des microspores hors de la cal-
lose, et conduit à la présence d'un amas d'exines vides aplaties dans les anthères.
Cette situation est également observée pour les stérilités découvertes par Shuster et
Rakow. Pour la stérilité de Takagi, l'arrêt de la microsporogenèse se situe au stade
« microspores sous callose » et se traduit par la présence d'un amas de callose dans
les anthères.
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De par cette étude, il apparaît que la stérilité mâle génique obtenue par transfert
de gène s'exprime chez le colza de façon identique à des stérilités mâles géniques
apparues spontanément.

L'expression d'une stérilité mâle génique obtenue par génie génétique [20] a été étu-
diée chez Brassica napus. Le gène transféré consiste en un gène codant pour une ribo-
nucléase, sous le contrôle d'un promoteur spécifique du tapis des anthères. A titre com-
paratif, trois autres stérilités mâles géniques ont été étudiées chez Brassica napus :
deux stérilités apparues spontanément (découvertes respectivement par W. Schuster et
par G. Rakow, non publiés) et une stérilité induite par irradiation avec des rayons
gamma [24].

Matériels et méthodes

Matériels

Pour la stérilité obtenue par transfert de gène, la variété Drakkar (variété double zéro
de Colza de printemps) a été transformée selon la méthode de De Block et al. [3],
L'étude de la stérilité mâle a été réalisée sur la première génération (Tl) obtenue à par-
tir du rétrocroisèment de 7 transformants primaires avec des plantes de Drakkar fertile.
Les transformants primaires contiennent la construction \>TA29-RNAse Tl [20]. Le
gène transféré, RNase Tl, consiste en un gène codant pour une ribonucléase. Ce gène
est sous le contrôle d'un promoteur, pTA29, spécifique du tapis des anthères.

Les trois autres stérilités géniques se référant aux travaux de Takagi, Schuster et
Rakow ont été étudiées sur des plantes provenant de parcelles de rétrocroisement avec
les variétés de colza Bienvenu (lignée 0+), Jetneuf (lignée 0+), Darmor (lignée 00) et
Samouraï (lignée 00).

Dans tous les cas, les plantes fertiles de la variété Drakkar ont servi de témoin.

Conditions de culture

Les transformants, après germination, ont été placés pendant 3 semaines en serre, puis
pendant 3 semaines en chambre de vernalisation à 4 °C, 8h/4h jour/nuit. Après la phase
de vernalisation, les plantules ont été transférées dans des grands pots et placées en
serre jusqu'à la floraison.

Les stérilités mâles géniques, naturelles ou obtenues par mutagenèse, ont été étu-
diées sur des plantes en parcelles de rétrocroisement mises en place dans la pépinière
d'hiver 1989-1990 à l'INRA du Rheu.

Caractérisation morphologique et cytologique des plantes mâles stériles

• Observation par microscopie électronique à balayage

En complément de l'observation visuelle, les fleurs mâles stériles et fertiles ont été
comparées par microscopie électronique à balayage. Des pièces florales ou des fleurs
entières ont été fixées, déshydratées par la méthode du point critique et ensuite obser-
vées après metallisation des échantillons avec de l'or [13]. Cette technique a également
permis d'observer le contenu des anthères.
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• Étude de la microsporogenèse

La coloration Alexander [1] a été utilisée pour déterminer rapidement le stade de bloca-
ge de la microsporogenèse chez les plantes mâles-stériles. Les étamines ou les boutons
ont été écrasés entre lame et lamelle dans une goutte du colorant Alexander, et obser-
vés au microscope photonique directement ou après une nuit à 30 °C.

Pour l'observation d'échantillons fixés dans la résine, les anthères à différents
stades de développement ont été fixées dans le glutaraldéhyde (2,5 %, w/v) pendant
14 h à 4 °C. Après lavage au tampon cacodylate 0,1 M, les pièces ont été post-fixées
dans du tétroxyde d'osmium (1 %, w/v) pendant 2 h puis relavées au tampon cacodyla-
te. Après déshydratation dans une série d'alcool à concentration croissante puis d'oxy-
de de propylène, les échantillons ont été déposés de façon orientée dans de l'épon flui-
de additionné de catalyseur. Les blocs de résine polymérisée ont été obtenus en 48 h à
60 °C. Les coupes semi-fines (lu.m) obtenues à partir de chaque échantillon ont été
colorées au bleu de toluidine et montées dans de la résine pour l'observation au micro-
scope photonique [19].

Résultats

Observation visuelle

Dans les quatre cas de stérilités mâles, les plantes mâles-stériles peuvent être reconnues
avant floraison du fait que leurs boutons floraux présentent un plus petit diamètre par
rapport à ceux des plantes fertiles. A floraison, l'observation des fleurs entières montre,
pour le colza fertile, que les étamines déhiscentes sont de longueur égale ou supérieure
au stigmate. Cela n'est pas le cas pour les fleurs mâles stériles qui pour les 4 stérilités
montrent une réduction de longueur du filet des étamines et une indéhiscence des
anthères.

Observation au microscope électronique à balayage (MEB)

Les observations au MEB confirment les observations visuelles. Elles ont permis égale-
ment d'observer qu'il n'y avait pas de différences de développement des nectaires entre
les fleurs mâles-stériles et mâles-fertiles.

A l'anthèse, l'observation du contenu des anthères par MEB montre la présence de
grains de pollen arrondis dans les anthères fertiles. Les épaississements de l'assise
mécanique ainsi que les 3 apertures des grains de pollen sont facilement discernables.

Pour la stérilité obtenue par génie génétique, les anthères contiennent un amas
d'exines vides aplaties. La coloration Alexander confirme l'absence de cytoplasme. Ce
même type d'amas dans les anthères est également observé pour les stérilités de Schus-
ter et de Rakow. Alors que pour la stérilité de Takagi, des masses arrondies sont obser-
vées dans les sacs polliniques et correspondraient à des tétrades de microspores sous
callose.

Microsporogenèse

L'étude de la microsporogenèse par l'observation de coupes semi-fines colorées au
bleu de toluidine a permis de définir le stade de blocage de la microsporogenèse pour
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les quatre stérilités mâles. La microsporogenèse chez le colza fertile a été décrite par
Grant et al. [12]. Le blocage de la microsporogenèse pour la stérilité mâle obtenue via
le transfert de gènes (Figure 1) se situe au stade « microspores vacuolisées ». Les cel-
lules tapétales sont hétérogènes de par leur forme et leur coloration au bleu de toluidi-
ne. Une lyse précoce du contenu du tapis parallèle à celle du contenu des microspores
conduit à la présence d'exines vides et aplaties dans les anthères. Ces phénomènes sont
similaires à ceux observés pour les stérilités de Schuster et de Rakow. La stérilité de
Takagi (Figure 2) est marquée par une vacuolisation importante du tapis au stade
« tétrade » et une irrégularité dans la forme des tétrades. Par la suite, il y a dégénéres-
cence des microspores sous callose et du tapis conduisant finalement à la présence d'un
amas callosique dans les anthères.

Étude de la stabilité de la stérilité mâle

Au cours des précédentes manipulations, une instabilité de la stérilité mâle a été obser-
vée pour certains transformants ayant le gène RNAse Tl et pour quelques génotypes,
pour les stérilités mâles découvertes par Schuster et Rakow.

Cette instabilité est liée à une augmentation de la température pour la stérilité
RNAse Tl et à une diminution de la température pour les stérilités de Schuster et de
Rakow [4].

Cette instabilité dans les trois cas s'exprime par une elongation du filet des éta-
mines, une déhiscence des anthères, et la présence d'un mélange de 3 types de grains
de pollen dans les anthères : des grains d'apparence normale, des grains de petite taille
et des exines aplaties. De plus, en cas d'instabilité de la stérilité mâle de Rakow, cer-
taines exines et certains pollens sont recouverts d'un manteau d'aspect granuleux. La
coloration Alexander a montré la présence de cytoplasme dans les grains de pollen
d'apparence normale.

Figure 1. Microsporogenèse de la stérilité mâle obtenue par transfert de gène. Les coupes obser-
vées représentent des coupes transversales de loge pollinique. A : tétrade de microspores (TE) x
370. B : tétrades à côté du tapis ; 3 des 4 microspores sous callose sont visibles ; les cellules
tapétales sont binuclées (T) (É : epidemie, AM : assise mécanique) x 930. C : microspores à
petites vacuoles (MI) ; les cellules tapétales sont de forme régulière (T) x 370. D : détail de la
photo précédente ; les plastes autour du noyau du tapis sont très petits comparés à Drakkar fertile
x 930. E : microspores à noyau excentré et à grande vacuole (V) ; les microspores ont pris une
forme arrondie ; les cellules tapétales (T) sont de forme irrégulière x 370. F : début de la dégéné-
rescence du contenu des microspores, le tapis a diminué fortement de taille (T) et son contenu
commence à dégénérer x 370. G : les micropores commencent à se déformer, la dégénérescence
de leur contenu s'accentue ainsi que celle du tapis (T) x 930. H : exines vides aplaties (EX) dans
une loge pollinique affaissée, le tapis a totalement disparu ; aucun épaississement n'est visible
dans la couche sous-épidermique x 930.
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Discussion

Le gène transféré dans Brassica napus conduit à une stérilité mâle qui, de par la mor-
phologie florale, le blocage de la microsporogenèse et l'instabilité de la stérilité mâle
chez certains transformants, s'exprime identiquement à des stérilités mâles géniques
naturelles.

La réduction du filet des étamines est fréquente chez les plantes de colza mâles-sté-
riles [25], et est certainement corrélée avec l'arrêt de la microsporogenèse. La réduc-
tion du filet des étamines et l'indéhiscence des anthères ont été également observées
par Gourret et al. [11] dans les cybrides de B. napus, dans le cas de la stérilité mâle
cytoplasmique ogu.

L'indéhiscence des anthères chez les 4 stérilités mâles étudiées pourrait être corré-
lée avec l'absence d'épaississement de lignine de l'assise mécanique, assise qui est
impliquée dans la déhiscence des anthères [23].

Dans trois des quatre stérilités mâles étudiées, l'arrêt de la microsporogenèse se
produit après la libération des microspores hors de la callose. Cela conduit à une masse
d'exines vides aplaties dans les anthères. Cette accumulation d'exines vides a été éga-
lement observée pour d'autres stérilités mâles de colza telles que chez la CMS Rapha-
nus, les lignées Janpol, NPZ [25] et chez la CMS ogu [11]. Pour la stérilité mâle de
Takagi, il apparaît que le blocage de la microsposrogenèse se situe plus précocement
que dans le cas des trois autres stérilités mâles étudiées. Cet arrêt précoce se traduit par
un amas de callose dans les anthères. Une semblable dégénérescence de la microsporo-
genèse a été observée chez le tournesol par Horner [17].

Il devient évident que les lésions du tapis jouent un rôle important dans l'avorte-
ment du pollen [9, 10, 11, 16, 17]. Un rôle trophique a été attribué au tapis [5, 6, 14,
21, 26] ; ce dernier produit nombre de protéines et de substances qui aident au dévelop-
pement du pollen et/ou deviennent des composés de la paroi du pollen [7, 18].

Chez la stérilité mâle obtenue par transfert de gène, l'arrêt de la microsporogenèse
est liée à l'activité du gène chimère TA29-RNAse Tl. L'activité ribonucléasique au sein
du tapis perturbe le métabolisme cellulaire dont la synthèse protéique de celui-ci, et
engendre, par conséquent, une dégénérescence précoce du tapis. Ce dernier ne peut
plus alors jouer son rôle vis-à-vis des microspores, ce qui conduit à leur dégénérescen-
ce. Dans ce cas, il est supposé que la dégénérescence du tapis est la cause de la dégé-
nérescence des microspores ; mais il est également possible que, en plus de ce phéno-

Figure 2. Microsporogenèse de la stérilité obtenue par mutagenèse. Les coupes observées repré-
sentent des coupes transversales de la loge pollinique. A : massif sporogene (E : épidémie, Am :
assise mécanique, AT : assise transitoire, T : tapis, S : cellule sporogene) x 370. B : méiocytes en
prophase 1 (m) x 930. C : tétrades (TE), les tétrades sont de forme irrégulière et le tapis est forte-
ment vacuolisé (V) x 370. D : le tapis (T) de plus en plus important envahit la loge pollinique
coinçant au centre les tétrades x 370. E : le contenu des microspores sous callose commence à
dégénérer (T : tapis) x 370. F : détail de la photo précédente, la flèche indique le contenu d'une
microspore x 930. G : le contenu des microspores sous callose a pratiquement disparu (flèche), le
tapis (T) toujours présent commence à dégénérer x 930. H : loge pollinique affaissée avec au
centre un amas de callose (flèche), le tapis a disparu, les épaississements de l'assise mécanique
ne sont pas visibles x 370.
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mène, il y ait transfert de la ribonucléase du tapis dans les microspores accélérant ainsi
le processus de dégénérescence de celles-ci.

Une instabilité de la stérilité mâle a été observée pour trois des quatre stérilités
mâles géniques. Dans les trois cas, l'instabilité s'exprime morphologiquement de façon
identique. L'instabilité a été notée pour des températures élevées dans le cas de la stéri-
lité mâle obtenue par transfert de gène [4]. Fan et Stefansson [8] ont observé que la
même instabilité apparaît pour les CMS nap et pol dans les mêmes conditions de cultu-
re. Au contraire, chez les stérilités de Schuster et de Rakow, l'instabilité de la stérilité
mâle a été observée à des températures basses (11°-16 °C). Bien que Salako [22] ait
calculé une corrélation de 0,85 entre le test de fertilité et la coloration Alexander, la
fertilité des pollens produits par les plantes instables devrait être étudiée plus en détail
à l'aide d'autres techniques [2, 15] et de croisements.

Dans le cas de la stérilité obtenue par génie génétique, nous sommes incapables à
ce jour de savoir sur quelles causes repose l'instabilité ; les facteurs environnementaux
influencent-ils l'activité du promoteur ou déstabilisent-ils la ribonucléase ? Il est à
noter que l'instabilité a été observée pour certains transformants et qu'il a été possible
d'isoler des transformants ayant une stabilité de la stérilité mâle dans toutes les condi-
tions étudiées.
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Résumé

Des chicorées mâles-stériles ont été obtenues par fusion de protoplastes de mésophylle
de chicorée fertile et de protoplastes d'hypocotyles de tournesol mâle-stérile. Ces
plantes mâle s-stérile s présentent quatre types de morphologie florale. L'analyse du
génome mitochondrial de 10 plantes mâles-stériles par hybridation moléculaire avec
des sondes spécifiques de ce génome met en évidence qu "il y a eu des recombinaisons
mitochondriales entre la chicorée et le tournesol. Ces plantes sont toutes différentes les
unes des autres d'un point de vue mitochondrial et l'intensité des réarrangements peut
être corrélée avec le degré de stérilité des plantes. L'analyse des descendances montre
qu'une stabilisation du génome mitochondrial s'effectue au cours des générations et
qu'à la quatrième génération, des fragments spécifiques du tournesol mais aussi de
nouveaux fragments qui témoignent de la recombinaison des génomes mitochondriaux
sont encore présents.

La stérilité mâle cytoplasmique est un caractère qui s'exprime par une déficience dans
le processus de la gamétogenèse mâle, elle aboutit à un avortement des organes repro-
ducteurs mâles. Elle présente un grand intérêt agronomique car elle permet d'éviter la
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castration manuelle nécessaire à la création d'hybrides dont les rendements sont très
nettement supérieurs à ceux des lignées parentales. Son hérédité est de type maternel,
elle permet donc la protection des nouvelles obtentions. Elle peut théoriquement appa-
raître spontanément dans la nature ou être obtenue par croisements intra- ou interspéci-
fiques, et comme elle résulte d'interactions entre le génome mitochondrial (mt) et le
génome nucléaire, il est possible de l'obtenir par fusion de protoplastes.

Chez la chicorée, la stérilité-mâle cytoplasmique n'existe pas et tous les essais de
croisements intra- ou interspécifiques qui ont été entrepris jusqu'à présent n'ont jamais
abouti (M. Desprez, communication personnelle). Nous avons donc décidé de l'induire
en faisant fusionner les protoplastes de chicorée avec ceux d'une autre espèce. Des chi-
corées mâles-stériles ont été obtenues ; leur caractérisation moléculaire ainsi que l'étu-
de de la transmission de ce caractère dans les descendances ont été entreprises dans le
but de déterminer l'origine de cette stérilité-mâle.

Choix d'un partenaire de fusion

II a fallu choisir un partenaire de fusion qui soit susceptible d'induire la stérilité chez la
chicorée. Bien que la stérilité mâle cytoplasmique ne soit pas attribuable à un gène spé-
cifique, nous avons choisi un partenaire de fusion qui possède des lignées mâles-sté-
riles cytoplasmiques. Notre choix a aussi été déterminé par la distance phylogénétique
entre les deux espèces à fusionner. Il fallait trouver une espèce qui soit suffisamment
proche de la chicorée pour permettre la recombinaison des deux génomes mitochon-
driaux, mais il fallait aussi que cette espèce soit suffisamment éloignée de la chicorée
pour empêcher la fusion des deux noyaux. Nous avons donc choisi le tournesol comme
partenaire de fusion. Le tournesol présente un autre avantage ; ses protoplastes sont en
effet incapables de régénérer des plantes dans nos conditions de culture.

Optimisation des conditions de régénération
des protoplastes de chicorée

Les protoplastes de chicorée sont obtenus à partir de feuilles de jeunes plantules culti-
vées in vitro. Les conditions de culture de ces plantes ont été étudiées dans le but d'op-
timiser les rendements en divisions des protoplastes, mais aussi les rendements en cals
et en plantes régénérées.

Les rendements les meilleurs (6 % de cals après 2 mois de culture) ont été obtenus
en cultivant les plantules dans les conditions suivantes :

- photopériode : 16 h de lumière/8 h d'obscurité,
- intensité lumineuse : 150 |J.mol.m2.s ', c'est-à-dire le plus près possible de la sour-

ce lumineuse,
- qualité de la lumière : tubes fluorescents DeLuxe Cool White.

L'âge des plantes est aussi un facteur déterminant ; plus les plantules sont jeunes,
meilleurs sont les rendements. Des plantules âgées de 11 à 13 jours sont donc utilisées
pour la préparation des protoplastes de chicorée.

La composition des milieux de culture a aussi été étudiée [4] et des conditions opti-
males ont été déterminées.
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Technique de fusion et sélection des hétérocaryons

Nous utilisons une méthode classique de fusion au polyethylene glycol (PEG) associé à
des ions Ca2+ ; mais c'est notamment grâce à l'addition de diméthylsulfoxide (DMSO)
dans la solution de PEG que les rendements en hétérocaryons obtenus sont de l'ordre
de 25 %.

Pour sélectionner les hétérocaryons des protoplastes non fusionnés, les produits de
fusion sont prélevés manuellement à Taide d'une micropipette et cultivés à faible den-
sité, dans des petits puits de culture renfermant 100 ul de milieu de culture modifié [5].
Des cals, puis des plantes ont ainsi pu être régénérés.

Caractérisation des plantes obtenues

Par cette technique, nous avons obtenu environ 600 plantes qui sont toutes des chico-
rées et parmi lesquelles 16 présentent une stérilité qui s'exprime différemment selon les
plantes.

Quatre types de fleurs ont été observés (Figure 1 ) :
- des fleurs avec des anthères brunes non déhiscentes et qui renferment du pollen

non viable, mis en évidence par le test d' Alexander [1],
- des fleurs avec des anthères brunes avortées et qui ne renferment pas de pollen,
- des fleurs sans anthères,
- des fleurs sans anthères et dont les styles sont soit réduits, soit complètement

inexistants, ces fleurs sont complètement stériles.

Pour connaître l'origine de ces stérilités, pour savoir si elles sont bien dues à la
fusion de protoplastes ou tout simplement à des variations somaclonales mais aussi
pour savoir si elles sont d'origine nucléaire ou cytoplasmique, un programme de croi-
sements a été entrepris par les sélectionneurs (Ets Florimond-Desprez) dans le but de
connaître le mode de transmission de ce caractère dans les descendances. Parallèle-
ment, la stérilité-mâle cytoplasmique étant attribuable au génome mt, nous avons entre-
pris une caractérisation moléculaire de ces différentes plantes mâles-stériles obtenues
par fusion de protoplastes.

Dans le but de rechercher du polymorphisme dans les fragments de restriction de
l'ADN mt, nous avons réalisé des hybridations moléculaires avec 6 sondes spécifiques
de ce génome (coxl, coxll, coxIII, atpA, atp6 et cob). L'analyse a été faite sur de
l'ADN total de chicorée fertile, de tournesol mâle-stérile et de 10 plantes obtenues par
fusion de protoplastes. Divers résultats ont été obtenus : lorsque l'on hybride avec le
gène coxl, on n'observe aucune différence entre la chicorée fertile et les chicorées
mâles-stériles quelle que soit l'enzyme utilisée. Les résultats sont totalement différents
lorsque l'on hybride avec les 5 autres sondes. Les couples d'enzyme/sonde EcoRVcoxII
et BamWVatpô permettent de résumer la situation [6].

Il ressort de cette analyse que ces 10 chicorées mâles-stériles obtenues par fusion de
protoplastes sont toutes différentes les unes des autres et sont différentes de la chicorée
fertile d'un point de vue ADN mt. Chez les plantes mâles-stériles, des fragments
d'ADN mt spécifiques du tournesol sont présents, ce qui prouve que ces plantes sont
bien issues de la fusion des protoplastes de tournesol et de chicorée. L'ADN mt de ces
plantes est également caractérisé par la présence de nouveaux fragments d'ADN qui ne

485



C. Rambaud, A. Bellamy, J. Vasseur

Figure 1. Différents types de fleurs observés chez les plantes obtenues par fusion de proto-
plastes. a. fleur fertile ; b. fleurs mâles-stériles avec anthères non déhiscentes renfermant du pol-
len non viable ; c. fleurs mâles-stériles avec anthères brunes sans pollen ; d. fleurs mâles-stériles
sans anthères ; e. fleurs stériles avec styles avortés et sans anthères.
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sont présents ni chez la chicorée fertile, ni chez le tournesol et qui témoignent de la
recombinaison des 2 génomes mitochondriaux du tournesol et de la chicorée fertile.
Cette analyse a aussi permis de montrer qu'il existe une relation entre la vigueur des
plantes et l'intensité des recombinaisons : plus les recombinaisons sont importantes
(c'est-à-dire perte de fragments spécifiques de la chicorée fertile) moins les plantes
sont vigoureuses.

L'analyse des croisements entrepris par les sélectionneurs a permis de confirmer
que l'origine du caractère de stérilité-mâle était bien cytoplasmique. Elle a été faite
plus particulièrement sur une plante ; parmi les 16 qui ont été obtenues par fusion de
protoplastes, cette plante est la plus vigoureuse et elle a l'avantage de présenter une
stérilité-mâle de type « sans anthères ». Cela est un avantage pour les sélectionneurs
qui ne doivent pas faire de test de viabilité pour confirmer la stérilité des plantes. Cette
plante a été croisée avec divers pollinisateurs.

En première génération, une descendance très hétérogène d'un point de vue phéno-
typique a été observée (Tableau I). Sur 373 plantes, on a dénombré 21,7 % de plantes
fertiles, 64,6 % de plantes mâles-stériles mais présentant 2 types de morphologies flo-
rales : « avec anthères brunes » ou « sans anthères » et aussi 13,7 % de plantes complè-
tement stériles. Dans les générations suivantes, les différents types de morphologie flo-
rale ont été retrouvés mais dans des proportions différentes : en troisième génération,
sur 2 695 plantes observées, la proportion des plantes fertiles n'est plus que de 2,2 %,
et la majorité des plantes (52,8 %) présente une stérilité-mâle de type « sans anthères ».
Ces résultats vont dans le sens d'une stabilisation du caractère mâle-stérile.

Tableau I. Répartition des différents types de morphologie florale dans les plantes de lre, 2e

et 3e générations issues d'une chicorée mâle-stérile obtenue par fusion de protoplastes (plan-
te n° 6).

Fleurs Fleurs
Fleurs fertiles mâles-stériles mâles-stériles Fleurs stériles

avec anthères brunes sans anthères

lre génération
373 plantes 21,7% 34% 30,6% 13,7%
2e génération
5 689 plantes 4,3 % 36 % 44,4 % 15,3 '

3e génération
2 695 plantes 2,2% 36,3% 52,8% 8,7%

Analyse RFLP des descendances

Dans le but de confirmer la stabilisation du caractère mâle-stérile dans les descen-
dances, une analyse RFLP a été entreprise sur ces plantes. Une première étude
(Figure 2) a été faite sur des plantes prélevées au hasard dans les deuxième et troisième
générations et en les comparant à la plante mère obtenue par fusion de protoplastes et
maintenue par culture in vitro.

Dans la première analyse effectuée sur 10 produits de fusion mâles-stériles, le gène
cob s'hybridait avec 5 fragments BamHl chez la plante n° 6 (Figure 2). Une nouvelle
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produits de fusion
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Figure 2. Analyse des descendances par RFLP. ADN total digéré par Baniffl et hybride avec le
gène cob.
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Figure 3. Analyse de la descendance d'une plante mâle-stérile de 3e génération. ADN total digé-
ré par EcoRV et hybride avec le gène atpA.

analyse entreprise chez cette plante a mis en évidence que le maintien du clone de cette
plante pendant 3 ans en culture in vitro a été accompagné de remaniements du génome
mt puisque le gène cob ne s'hybride plus qu'avec 2 fragments Bamñl. Des réarrange-
ments se sont aussi effectués au cours des générations ; on observait de la variabilité en
2e génération, mais en 3e génération le génome mt avait tendance à se stabiliser.

Le nombre de plantes étudiées dans cette analyse étant trop faible pour en tirer des
conclusions quant à la stabilité du génome mt, nous avons entrepris d'analyser la des-
cendance d'une seule plante de 3e génération. Les premiers résultats vont dans le sens
d'une stabilisation du génome. Deux constatations importantes émergent de cette analy-
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se : les plantes mâles-stériles de 4e génération ont conservé des fragments d'ADN mt
spécifiques du tournesol et elles ont aussi conservé des séquences d'ADN qui leur sont
propres et qui sont spécifiques de la recombinaison. C'est le cas d'une région du géno-
me mt renfermant le gène atpA (Figure 3).

L'hybridation moléculaire des plantes de 4e génération avec le gène atpA met en
évidence une zone de recombinaison située dans la région du gène atpA et caractérisée
par un fragment EcoRV de 7 kb (Figure 3). Cette zone de recombinaison est présente
chez toutes les plantes de 4e génération que nous avons analysées, ce qui confirme la
stabilisation du génome mt.

Conclusion

Des chicorées mâles-stériles ont donc été créées par fusion de protoplastes. L'origine
de ce caractère est cytoplasmique comme l'ont prouvé les analyses des descendances et
les hybridations moléculaires. L'état actuel de nos recherches ne nous permet pas de
déterminer si le gène responsable de ce caractère est le même que celui qui a été mis
en évidence chez le tournesol [2, 3] ou si un nouveau gène chimérique a été créé par
recombinaison des génomes mitochondriaux.

L'acquisition de ce caractère chez cette espèce représente un gain important pour la
production de lots de semences avec des taux d'hybridité optimaux.
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Résumé

L'utilisation du canon à particules représente une méthode supplémentaire de transfor-
mation génétique des espèces végétales. Au sein des céréales, le système de transfor-
mation exploitant les propriétés naturelles i/'Agrobacterium tumefaciens est inopérant.
Dans le cas précis du blé, la technique dite biolistique, en offrant la possibilité de déli-
vrer de l'ADN dans des amas cellulaires, permet de contourner la difficulté à régéné-
rer une plante fertile au départ d'une cellule unique, pré-requis aux méthodes de trans-
fert direct d'ADN dans des protoplastes (électroporation, traitement au polyethylene
glycol, choc osmotique ou microinjection).

Nous appliquons cette technologie en vue de l'obtention de transformants stables de
blé. A cet effet, des embryons immatures ainsi que des agrégats cellulaires d'embryons
matures sont utilisés comme cibles en vue de générer des plantules par voie d'embryo-
genèse, embryogenèse somatique ou organogenèse.

De plus, dans le souci d'accroître l'efficacité de la méthode de transformation,
nous testons l'effet de la juxtaposition d'une séquence d'ADN génomique de froment à
un gène marqueur.

Le présent travail s'inscrit dans la volonté d'offrir à la sélection classique l'opportunité
d'insérer un ou plusieurs gènes dans le génome de variétés existantes, de concevoir un
outil supplémentaire permettant de créer des cultivars qui ne pourraient pas être obte-
nus par les méthodes traditionnelles de croisement.
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Le succès de la méthode de transformation génétique repose sur la définition de la
meilleure combinaison d'un vecteur de transformation et d'une méthode de régénéra-
tion à haute fréquence. Cette combinaison est couplée à des techniques efficaces de
sélection des transformants et de validation du phénomène de la transformation
(Tableau I). Cette dernière repose sur des analyses moléculaires prouvant l'insertion
des séquences exogènes au sein du génome nucléaire, des tests biochimiques démon-
trant la présence des protéines correspondantes et leur activité éventuelle, ainsi que sur
la vérification de la ségrégation du caractère selon le schéma attendu.

Tableau I. Principe de la transformation génétique des végétaux.

Vecteur de transformation Matériel régénéré
A. tumefaciens Protoplastes
(spectre plante-hôtes réduit) Cellules

agrégats cellulaires
Transfert direct ADN nu tissus
(fréq. de transformants stables faible) organe

Électroporation
PEG, cations divalents (Ca, Mg)
Liposomes
polycations
microinjection
canon à particules

T
Sélection des transformants

Validation du phénomène de transformation

Le choix de cette combinaison idéale pour les monocotylées en général, et les
céréales en particulier, reste très ardu. Le vecteur de transformation le plus communé-
ment employé, Agrobacterium tumefaciens, présente un spectre de plantes-hôtes qui se
réduit presque exclusivement aux dicotylées. Cette bactérie du sol peut transformer
génétiquement les cellules des plantes qu'elle infecte par transfert dans le génome
nucléaire de celles-ci d'un fragment de son propre matériel génétique : le T-DNA.
Selon l'hypothèse de Potrikus [22], le succès de l'utilisation de ce vecteur repose sur la
faculté de réponse à la blessure des cellules-hôtes, inexistante chez les plantes monoco-
tylées. Quoique l'on ait signalé la transformation du riz [23] et celle du maïs [11] par
l'emploi d'Agrobacterium tumefaciens, ce dernier est généralement peu efficace chez
les céréales.

Devant l'incapacité d'exploiter les propriétés naturelles d'A tumefaciens, et suite au
développement de la biologie cellulaire et des techniques de régénération de plantes, on
a développé des méthodes de transfert direct d'ADN. Ces méthodes requièrent une tech-
nologie qui permette le passage de l'ADN au travers des structures cellulaires : au tra-
vers du plasmalemme dans le cas de protoplastes, au travers du plasmalemme et de la
paroi cellulaire dans le cas de cellules, d'agrégats cellulaires ou de tissus. Cela est pos-
sible par le traitement des cellules par des voies chimiques, électriques ou physiques.
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Parmi les trois céréales majeures (riz, maïs, froment) qui couvrent presque la moitié
de l'alimentation mondiale, les méthodes conduisant de manière reproductible à l'ob-
tention de plantes transgéniques sont, comme le résume le Tableau II, celles qui appli-
quent une méthode de transfert direct d'ADN :

- transfert direct d'ADN dans des protoplastes par la production d'un choc osmo-
tique ou électrique dans le cas du riz, et régénération subséquente de plantules au
départ des protoplastes transformés ;

- transfert direct d'ADN dans des cellules intactes dans le cas du maïs, du riz et
tout récemment dans le cas du blé également, au moyen du canon à particules.

La technique dite biolistique est une méthode physique de transfert direct d'ADN
qui utilise des microprojectiles métalliques enrobés d'ADN. Ceux-ci sont soumis à une
grande vélocité en direction des tissus ou des cellules isolées choisis comme cible pour
y délivrer l'information génétique dont ils sont porteurs. Depuis que le concept en a été
décrit par Sanford [24], cette méthode a démontré son efficacité pour réaliser l'intro-
duction d'ADN dans un matériel biologique très varié appartenant tant aux procaryotes
qu'aux eucaryotes, qu'il s'agisse de cellules bactériennes [25], de levures [2], de cham-
pignons [6], de cellules animales [16, 30, 3] ou végétales [4]. De même, le type d'ex-
plant manipulé peut être très diversifié : cellule unique, agrégat cellulaire indifférencié
ou tissu organisé, organe.

Dans le domaine de la transformation génétique des végétaux, depuis le premier
rapport décrivant l'observation de l'expression transitoire d'informations génétiques
étrangères dans les cellules épidermiques d'oignon [17], l'intérêt du bombardement de
particules est clairement établi pour délivrer l'ADN dans des espèces végétales d'inté-
rêt agronomique récalcitrantes aux techniques classiques. Dans le cas précis du blé,
l'avantage réside dans la possibilité d'introduire l'ADN dans des amas cellulaires, nous

Tableau II. Résumé des méthodes permettant l'obtention de manière reproductible de
céréales transgéniques.

Vecteur de transformation

A. tumefaciens

Transfert direct
dans des protoplastes
Choc osmotique
(PEG)
Choc électrique

Transfert direct
dans des cellules
au moyen du canon
à particules
Suspensions
cellulaires
Cals embryogènes
Scutellum
d'embryons immatures

Riz

[23]

[7]
[13]
[26-28,

[5]

Maïs

[11]

31]

[9]
[10]

Blé

[29]
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permettant de contourner la difficulté à régénérer une plante fertile au départ d'une cel-
lule unique. Vasil [29] décrit pour la première fois l'obtention de blés transgéniques en
faisant appel à cette méthode : l'auteur utilise comme cible des cals embryogéniques
desquels il induit la formation, et ensuite la germination, d'embryons somatiques.

Matériel et méthode

La technique biolistique

Dans l'appareillage qui nous permet de contrôler les caractéristiques balistiques de
cette méthode, l'accélération des projectiles est produite par la détente d'un gaz
(hélium).

Le dispositif est muni (Figure 1) :
- d'une chambre à dépression ;
- dans laquelle est introduit un tube d'accélération, connecté à une bonbonne d'ali-

mentation en hélium comprimé ;
- celui-ci déclenche, pour une valeur déterminée de la pression, la rupture d'une

membrane (disque de rupture) ;
- la vélocité des particules est acquise suite à la propulsion d'un support (macrocar-

rier) ;
- le macrocarrier portant à sa face inférieure les particules métalliques sur les-

quelles est précipité l'ADN est brutalement arrêté dans sa course par une plaque d'ar-
rêt, tandis que les microprojectiles poursuivent leur trajectoire avec une vitesse qui est
déterminée par : leur masse, l'impulsion initiale, elle-même fonction de la pression de
rupture, et enfin, les positions relatives du macrocarrier et de la plaque d'arrêt par rap-
port à l'échantillon.

Tube d'accélération

Disque de rupture

Macrocarrier
Microprojectiles

Plaque d'arrêt

Cellules cible

_L

Figure 1. Schéma du canon à particules.
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Construction plasmidique

La construction utilisée porte, comme gène marqueur sélectionnable, le gène bar, isolé
en premier lieu à partir du champignon Streptomyces hygroscopicus [8], codant pour la
phosphinotricine acétyle transí érase (PAT), inséré dans le plasmide pUC (Figure 2).
L'enzyme PAT catalyse la réaction de détoxication par acétylation de la phosphinotri-
cine (PPT), matière active constitutive de l'herbicide Basta. A ce marqueur nous avons
associé le gène bactérien gus [15], codant pour l'enzyme ß-glucuronidase, comme gène
rapporteur.

35S pro ^ 3 5 S t e r Nos ter
Pue 18

bar

Figure 2. Construction plasmidique 1.

Méthodologie de travail

Des embryons zygotiques immatures et des agrégats cellulaires d'embryons matures
sont utilisés comme tissus-cibles en vue de générer des plantules par voie d'embryoge-
nèse, d'embryogenèse somatique ou d'organogenèse.

L'utilisation du canon à particule est couplée à l'un de ces trois modes de régénéra-
tion (Tableau III), dans le souci de définir la meilleure combinaison, c'est-à-dire celle
qui conduira à l'obtention du plus grand nombre de candidats transformés, tout en
induisant le moins de mutations. On sait en effet que les processus de dédifférenciation
et de régénération occasionnent des dommages génétiques. Ce dernier aspect sera
contrôlé par le dénombrement chromosomique dans les cellules méristématiques des
extrémités de jeunes racines bloquées en métaphase par du oc-bromonaphtalène et colo-
rées au réactif de Schiff et au carmin acétique [14].

Selon l'option de la régénération par embryogenèse somatique, des agrégats cellu-
laires d'embryons matures sont obtenus par extrusion de ces derniers au travers d'un
fin tamis en nylon en conditions aseptiques. Les explants sont mis en culture pour
induire la formation d'embryons somatiques en présence d'auxine et leur germination

Tableau III. Schéma de la méthodologie de travail.

Vecteur de transformation Méthode de régénération

Canon à particules Embryogenèse
[24] Embryogenèse somatique

Organogenèse

Taux des transformants

Stabilité génotypique
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en présence de cytokinines. Ces phases de culture successives sont effectuées sous la
pression de sélection du sel d'ammonium de la PPT, dont la concentration est graduel-
lement accrue de 1 à 5, 10, 20 et finalement 40 mg/1.

Dans le cas de la régénération par embryogenèse et organogenèse, les tissus méris-
tématiques d'embryons immatures et les agrégats cellulaires d'embryons matures res-
pectivement sont traités pour la transformation, puis mis en culture en présence de
cytokinines pour la régénération immédiate d'une jeune plantule, sans le passage par
une phase cal indifférencié. Les plantules sont initiées sur un milieu de culture dépour-
vu de toute pression de sélection pendant 5 à 20 jours, cette étape correspondant à une
période de remise en condition de division cellulaire comme suggéré par Christou [5].
La culture de ces tissus est ensuite effectuée sous la pression de sélection de la même
matière active dont la concentration est graduellement accrue de 1 à 5 et 10 mg/1.

Les plantules initiées en boîte de Pétri sont transférées en tube pendant la phase de
sélection, repiquées ensuite en terrine de tourbe pour leur acclimatation, et enfin trans-
plantées en pot pour la croissance.

Le Tableau IV décrit les conditions de culture utilisées pour chacun des procédés de
régénération.

De plus, dans le souci d'accroître l'efficacité de la méthode de transformation, nous
testons l'effet de la juxtaposition d'une séquence d'ADN génomique de blé à un gène
marqueur. Dans ce dernier cas, la construction utilisée porte le gène marqueur sélec-
tionnable nptll codant pour la néomycine phosphotransférase (NPT) jouxtant ou non
des séquences d'ADN génomique de blé (Wl, W5, W10, Wll) [1]. Celles-ci sont
fonctionnelles en tant qu'origines de replication chez la levure et sont généralement des
séquences hautement répétées dans le génome du froment. Elles pourraient accroître
l'efficacité de la transformation, soit par le maintien de la construction dans la cellule-
hôte, soit en favorisant l'intégration des séquences adjacentes dans le génome-hôte par
recombinaison homologue.

Tableau IV. Tableau récapitulatif des conditions de culture et pressions de sélection appli-
quées pour chacun des procédés de régénération.

Procédés de régénération

Tissu d'origine
Explant traité
Millieux et
hormones
de croissance

Pression
de sélection
PPT-glufosinate

Embryogenèse somatique

embryon mature
agrégats cellulaires

induction :

(1)
2,4 D IO5

germination :
(2)

IAA 10-6

Zeatine 1O6

40 mg/1
NH4

Embryogenèse

embryon immature
embryon

régénération :

(D
IAA 106

5-10 mg/1

Organogenèse

embryon mature
agrégats cellulaires

régénération :

(2)
IAA IO6

Zeatine 10"6

5-10 mg/1

(1): [21]
(2): [20]
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pLGV neo 1103 ADN génomique

7.5 M)
[12] [1]

Eco RI Eco RI Eco RI
Nos pro Oes poly A

a W1

npt II npt I amp r VmmmmmÁ W5

WT

Figure 3. Construction plasmidique 2.

Des agrégats cellulaires d'embryons matures bombardés avec cette construction
sont l'objet d'une pression de sélection en présence de l'antibiotique kanamycine à des
concentrations graduellement accrues de 50 à 100 et 150 mg/1.

Résultats

Selon la régénération par embryogenèse somatique, des plantes ont été obtenues lors
des essais préliminaires d'induction et de germination d'embryons somatiques, en l'ab-
sence de toute manipulation génétique et de sélection : 0,7 % des explants ont conduit
à une plante enracinée fertile. Les graines récoltées seront mises à germer afin d'effec-
tuer le comptage chromosomique. Après le traitement de transformation, nous avons
obtenu de nombreux cals résistant à la pression de sélection finale de 40 mg/1 de PPT
depuis plusieurs mois. Cependant, aucune plantule n'a encore pu être générée au départ
de ces cals. L'essai est à reproduire en réduisant la période de sélection afin de préser-
ver la compétence à la régénération de ces tissus.

Dans le cas de la régénération par embryogenèse, 118 plantes enracinées ont été
obtenues au départ de 2 757 embryons immatures bombardés et sélectionnés : 4,2 %
des embryons ont donné naissance à une plantule qui a résisté aux différentes phases
de sélection, d'enracinement et d'acclimatation. Ce taux est supérieur à celui obtenu
dans le cas des témoins non bombardés mais soumis à la même pression de sélection.

L'activité enzymatique de la ß-glucuronidase a été observée de manière transitoire
dans des cals produits selon le mode de régénération par embryogenèse somatique et
dans les feuilles de plantes générées par embryogenèse, 15 jours après le traitement de
transformation.

Selon la régénération par organogenèse, 11 % des explants conduisent à une plante
enracinée. Deux plantes résistantes à la pression de sélection ont été obtenues par ce
procédé.
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Discussion

II est à noter que la nature du système de régénération influence l'ampleur des phéno-
mènes de variation génotypique et détermine également le degré de chimère qui sera
observé dans les candidats à la transformation.

Le procédé de régénération par embryogenèse somatique donne l'avantage d'espé-
rer observer la croissance préférentielle des cellules modifiées avant l'induction de
l'embryogenèse, et ainsi, la régénération de plantules au départ d'un matériel non chi-
mérique. Cependant, la durée de culture qu'il suppose est relativement longue et peut
produire un effet négatif sur la compétence à la régénération et la stabilité génotypique.
De plus, on a montré dans d'autres systèmes que toutes les plantes générées au départ
de tissus embryogéniques sélectionnés ne sont pas nécessairement transformées : il
semble que, lorsque des cellules transformées sont capables de détoxifier l'agent de
sélection, les tissus adjacents non transformés bénéficiant de cette capacité survivent et
donnent naissance également à une plantule. Pour la même raison, on n'est pas à l'abri
de générer des plantes chimériques [5].

Selon les méthodologies de travail impliquant la régénération par embryogenèse et
par organogenèse, on peut s'attendre à un degré de chimérisme élevé. On sait par les
travaux de Christou et McCabbe chez le soja [19] et de McCabbé chez le coton [18]
qu'il est possible d'obtenir des plantes transgéniques par voie d'organogenèse, suite au
bombardement de tissus méristématiques. Un très grand nombre de plantes sont chimé-
riques, néanmoins quelques plantes clónales ont été obtenues. La fréquence de transfor-
mation de la lignée germinale de ces plantes chimériques est relativement faible, la
transmission du caractère se fait de manière non mendélienne de RO à RI, cependant,
l'analyse de R2 indique une héritabilité conforme aux lois de Mendel [4],

Conclusion

L'utilisation du canon à particules est une méthode physique de transfert direct d'ADN
qui représente une approche supplémentaire pour réaliser la transformation génétique
d'espèces végétales d'intérêt agronomique récalcitrantes aux autres techniques. Le type
d'expiant manipulé peut être très diversifié.

Trois méthodes de régénération sont couplées à cette méthode afin de définir la
combinaison qui conduise à l'obtention du plus grand nombre de transformants tout en
réduisant au minimum les problèmes de variations génétiques inhérents aux conditions
de culture.

La vérification de l'intégration des séquences exogènes dans le génome nucléaire
par la méthode Southern et l'analyse de l'expression du caractère ainsi que de son héri-
tabilité mendélienne seront suivies du comptage chromosomique dans les cellules
méristématiques racinaires afin d'apprécier l'impact des différentes méthodes de régé-
nération sur la stabilité chromosomique.
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Des plants de vignes transgéniques
obtenus par embryogenèse somatique
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Moët et Chandon, 20, avenue de Champagne, BP 140, 51333 Epernay, France.

La vigne est une des cultures fruitières la plus largement cultivée dans le monde, mais
aussi l'une des cultures la plus chimiquement traitée.

Dans le cas du virus du court-noué {grapevine fanleaf virus (GFLV)) par exemple,
les méthodes utilisées actuellement, comme la sélection sanitaire, la désinfection des
sols ou la thermothérapie, ont parfois une efficacité limitée. Dans tous les cas, la recon-
tamination ne peut être évitée.

De plus, les produits nématicides utilisés pour lutter contre le nématode vecteur du
virus présentent des risques importants de pollution des eaux souterraines, et leur utili-
sation est déjà interdite dans plusieurs pays viticoles.

Plusieurs voies de recherche sont actuellement à l'étude pour lutter contre cette
maladie virale. Parmi les plus récentes : la prémunition et l'introduction de gènes de
résistance dans le génome de la vigne. C'est cette dernière voie biotechnologique que
le laboratoire de Moet & Chandon a choisi de développer.

Des publications récentes rapportent la possibilité de transformer génétiquement des
cellules, des embryons ou des bourgeons de vigne [1, 3, 6], plus rarement d'obtenir la
régénération des plantes transformées [7, 8].

Dans cet article, nous décrivons le système de régénération de la vigne qui nous a
permis de mettre au point une technique de transformation génétique reproductible et
applicable à deux porte-greffes, le 41B et le SO4, ainsi qu'à un cépage, le Chardonnay.
L'obtention de plants de vigne transformés avec les gènes GUS et NPTII pour ces trois
génotypes est ici mise en évidence.
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Résultats

La technique d'embryogenèse somatique

La technique d'embryogenèse somatique développée par le laboratoire de Moët &
Chandon a été améliorée grâce à la collaboration de plusieurs laboratoires de recherche
publique dans le cadre de programmes français soutenus par le ministère de la
Recherche et de l'Espace.

Cette technique a d'abord été mise au point pour le porte-greffes 41B (Vitis vinifera
x Vitis berlandieri). Des suspensions cellulaires embryogènes de ce génotype sont
entretenues en milieu liquide depuis cinq ans sans perte du pouvoir embryogène de la
culture. Ces cellules produisent en moyenne cent embryons somatiques par JJ.1 de cel-
lules embryogènes.

Cependant, la qualité des embryons peut varier. Elle serait surtout liée à l'excrétion
dans le milieu de culture par les embryons de protéines inhibitrices à leur développe-
ment [5]. D'où l'idée d'éliminer ces protéines en renouvelant chaque jour le milieu de
culture des embryons [4]. Cela permet d'obtenir un développement en plants des
embryons avec un taux de 70 %.

Ce protocole a été appliqué à différents clones de 41B avec le même taux de réussite.
Pour un autre porte-greffes, le SO4, et un cépage, le Chardonnay, le nombre

d'embryons somatiques obtenus par |o.l de cellules est inférieur à celui du 41B
(60 embryons/fil de cellules). Cependant, ce nombre d'embryons et leur bon dévelop-
pement, ensuite, en plantules reste suffisant pour développer une technique de transfor-
mation génétique.

La transformation génétique par l'intermédiaire d'Agrobacterium tumefaciens

• La coculture et la sélection des cellules transformées

La souche d'Agrobacterium tumefaciens utilisée pour la mise au point de la technique de
transformation nous a été fournie par L. Willmitzer [10]. Le plasmide vecteur renferme le
gène GUS sous le contrôle d'un promoteur 35S et le gène NPTII sous le contrôle d'un
promoteur NOS. Le gène marqueur GUS permet, deux à trois jours après la coculture des
cellules embryogènes avec les bactéries, de visualiser le pourcentage de cellules transfor-
mées. Pour les trois génotypes, 41B, SO4 et Chardonnay, des pourcentages de cellules
transformées de l'ordre de 70 % à 80 % peuvent être obtenus. En moyenne, ce pourcenta-
ge est de 80 % pour le 41B, 45 % pour le SO4, et 22 % pour le Chardonnay. Deux mois
après la coculture, ce pourcentage se stabilise autour de 40 % à 50 %. Ce taux peut être
progressivement augmenté par l'ajout de paromomycine dans les milieux de culture. Les
cellules embryogènes de vigne sont très sensibles à cet antibiotique, et une dose de 5 mg/1
est suffisante pour inhiber la multiplication des cellules non transformées. Nous possé-
dons maintenant une culture embryogène de 41B dont 90 % des cellules sont transfor-
mées. Cette culture se multiplie depuis un an de façon comparable à une culture témoin.

• La régénération d'embryons somatiques et de plants

La technique classique de régénération d'embryons et de plants est appliquée aux cel-
lules transformées. L'antibiotique à la concentration de 5 mg/1 est ajouté le premier
jour de la culture. Alors que des embryons témoin produisent les premières plantules
après cinq semaines de culture, pour le matériel transformé, il faudra deux semaines de
plus, soit sept semaines pour obtenir les premières plantes.
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Le nombre d'embryons obtenus est également inférieur. Pour cent embryons régé-
nérés par (il de cellules témoin, 52 embryons en moyenne seront obtenus à partir d'un
microlitre de cellules transformées de 41B. En revanche, le pourcentage d'embryons se
développant en plantes reste le même pour le matériel témoin et pour le matériel trans-
formé, soit 70 %.

• L'analyse des plants transformés
Des tests GUS ainsi que des enracinements de microboutures sur des milieux supplé-
mentés en kanamycine ont été réalisés.

Pour le 41B, soixante-neuf plants issus de trois expériences différentes donnent res-
pectivement au test GUS, 87 %, 65 % et 57 % de plants positifs. Des analyses d'ADN par
Southern réalisées sur une dizaine de plants confirment la présence de ce gène (Figure 1).

LO o r̂  co
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Figure 1. Autoradiographie d'une hybridation Southern d'ADN extrait de plants de 41B.
GUS-I : fragment d'ADN correspondant à la sonde utilisée pour cette hybridation.
41BT : ADN de plants témoins.
1 à 8 : ADN de plants transformés.
Les nombres de gauche indiquent la taille des fragments d'ADN en paires de bases (pb).
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L'enracinement de microboutures sur des milieux Supplementes en kanamycine
(10mg/l, concentration inhibant tout enracinement du témoin) a été réalisé pour
38 plants positifs au test GUS. 90 % sont résistants à la kanamycine et émettent, après
10 à 12 jours de culture, des racines à la base des microboutures.

Pour le Chardonnay, sur 31 plants testés, 22 (71 %) présentent une activité du gène
GUS. En ce qui concerne le SO4, les premiers plants obtenus jusqu'alors présentent
également une coloration bleue en présence de X.Gluc.

Conclusion

La technique de transformation mise au point pour le 41B peut être appliquée au SO4
et au Chardonnay. Dans ces trois cas, des suspensions embryogènes de cellules trans-
formées sont obtenues et se multiplient. Les performances embryogènes des trois géno-
types sont différentes, mais suffisantes pour obtenir de façon reproductible des
embryons somatiques et des plants exprimant les nouveaux gènes intégrés.

La première application agronomique de ces techniques est l'introduction du gène
de la capside du GFLV isolé par Serghini et al. [9] dans le génome du 41B. L'INRA
de Colmar et l'IBMP de Strasbourg participent à ce programme soutenu par l'ANVAR.
300 plants environ ont été régénérés dont 86 % résistent à la kanamycine. D'autres
analyses se poursuivent ainsi que des essais en serre, afin de confirmer le meilleur
comportement de tels plants en cas d'attaque par le virus.
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Résumé

Deux méthodes sont présentées qui permettent la transformation de céréales. Dans la
première méthode, des fleurs, avant la fertilisation, sont imbibées d'un mélange de cul-
tures tTAgrobacterium induits, portant l'un, sur son ADN-T, un gène de transposase
Ac sans bordures de transposon et l'autre, sur son ADN-T, le gène à introduire, flan-
qué par les bordures du transposon Ac. Dans la seconde méthode, des microcals, pro-
venant de microspores, sont bombardés avec un mélange de gènes de transposase Ac
sans bordures de transposon et le(s) gène(s) à introduire, flanqués par les bordures du
transposon Ac.

En 1982, le président de l'IBA (International Breeders Association), M. L. Matton,
nous a posé la question de savoir s'il n'y avait pas moyen de transformer les céréales,
dans le but d'augmenter leur résistance aux maladies.

A cette époque, le rêve de manipuler le génome des plantes venait d'être réalisé
chez le tabac.

Concernant les céréales, on ne trouvait, dans la littérature que quelques articles
décrivant des techniques susceptibles de faciliter la transformation des céréales et
notamment, des techniques permettant la régénération de céréales à partir de cellules
isolées : la culture de microspores et d'ovules.
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Notre premier but était de mettre au point la régénération de l'orge à partir de
microspores, par la technique de culture d'anthères. Les techniques décrites en 1982
pouvaient en général être utilisées avec un nombre limité de lignées d'orge de prin-
temps et il fallait donc améliorer cette méthode afin de permettre la régénération de
toutes les lignées, aussi bien d'orge de printemps que d'orge d'hiver. Cette mise au
point nous a pris presque dix ans, mais on est maintenant capable de régénérer la ma-
jorité des orges par culture de microspores.

Une fois que la culture d'anthères commençait à donner des plantes vertes et fer-
tiles, vers les années 1985, nous avons abordé le problème de la transformation géné-
tique des céréales.

Malheureusement, à part la micro-injection, nous n'avions pas alors à notre disposi-
tion d'autres méthodes de manipulation génétique qui pouvaient être pratiquées sur
microspores directement.

Entre-temps, la transformation par Agrobacterium était déjà bien établie. Cette tech-
nique ne pouvait pas être appliquée aux monocotylédones, à part quelques exceptions,
qui, d'ailleurs, se sont avérées difficilement reproductibles.

Quelques observations faites par l'équipe de B. Hohn à Bâle et de R. Flavell à
Cambridge [1, 4] permettaient d'affirmer qu'Agrobacterium était capable de délivrer
son ADN-T dans des cellules de maïs et de blé, et que cet ADN-T était dirigé vers le
noyau, puisque le virus à ADN, WDV (wheat dwarf virus), se multipliait dans des
plantules de blé infectées avec une bactérie Agrobacterium, portant une copie du géno-
me viral sur son ADN-T.

Comme les expériences de transformation de céréales avec Agrobacterium n'avaient
jamais donné de résultats concluants, nous avons émis l'hypothèse que c'était le méca-
nisme moléculaire de l'intégration de l'ADN-T d'Agrobacterium qui ne fonctionnait
pas bien dans les monocotylédones, pour une raison inconnue.

Dès lors nous avons essayé de combiner la capacité d'Agrobacterium de transférer
son ADN-T dans le noyau des cellules de céréales, avec la capacité d'un transposon
comme Ac (Activator) de se transposer d'une section d'ADN à une autre, c'est-à-dire à
s'exciser et à s'intégrer ailleurs. Le transposon Ac a été isolé et caractérisé en 1984 par
l'équipe de N. Fedoroff à New York et de P. Starlinger à Cologne [2, 7].

Des expériences réalisées à base de cette méthode ont donné des résultats positifs,
mais ils nous ont montré en plus une technique à suivre pour la transformation géné-
tique des microspores de céréales.

La découverte d'un système pour accélérer des particules métalliques couvertes
d'ADN (bombardement biolistique), par Klein et al.[5], permet un transfert d'ADN
indépendant d'Agrobacterium, en même temps que le transfert dans un grand nombre
de cellules.

Une combinaison du bombardement biolistique et du système d'intégration de
transposons, utilisée sur microspores, promet beaucoup pour la transformation de
monocotylédones.

Expériences utilisant le transfert d'ADN par Agrobacterium
et l'intégration par la transposase Ac

L'infection par Agrobacterium est réalisée par micro-injection dans le méristème apical
de germes, comme décrit par Grimsley et al. [4] ou par injection de bactéries dans les
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fleurs, quelques jours avant la fertilisation. Les bactéries sont induites pour le trans-
fert par culture en milieu minimum contenant de l'acétosyringone. Sur l'ADN-T se
trouvent le gène de transposase et le gène à transférer. Nous avons utilisé le clone
Ac9Wx.

Dans les constructions finales, le gène de transposase n'est pas encadré par les bor-
dures du transposon, tandis que le gène à transférer l'est. En d'autres termes, nous utili-
sons pour l'intégration un système à deux composantes : un transposon chimérique,
dans lequel le gène de transposase a été remplacé par le gène à introduire, et un gène
de transposase sans bordures de transposon. Le gène de transposase peut se trouver sur
l'ADN-T d'un Agrobacterium, tandis que le transposon chimérique peut se trouver sur
l'ADN-T d'un autre Agrobacterium. Dans ce dernier cas, on utilise un mélange des
deux Agrobacterium pour faire la transformation et les bactéries non-mélangées peu-
vent servir de contrôle.

Dans les premières expériences, nous avons testé l'expression du gène uidA d'Es-
cherichia coli, dans une cassette d'expression p-35S de CAMV (Cauliflower mosaic
virus) et pA-nos (GUS, reçu de R. Jefferson), 7 jours après l'infection, avec un mélan-
ge à'Agrobacterium (A) portant le transposon Ac complet, et d'Agrobacterium (B) por-
tant un transposon chimérique, contenant le gène GUS.

Dans environ 5 % à 7 % des germes injectés nous avons trouvé une activité ß-glu-
curonidase en utilisant le substrat X-gluc (bromo-chloro-indolyl-ß-D-glucuronide).
Cette activité se montrait dans les cellules, aussi bien par analyse en microscopie fond-
noir, qu'en microscopie électronique. Une analyse dans la génération suivante montrait
un nombre de plantes (0,5 %) avec des expressions de ß-glucuronidase localisées, sous
forme de secteurs, dans lesquels nous avons pu démontrer l'activité enzymatique
intracellulaire en microscopie fond-noir et électronique.

En 1990 nous avons infecté les fleurs d'un grand nombre de lignées de blé et des
dihaploïdes d'orge, obtenues par culture d'anthères, avec un mélange d'Agrobacterium
(A) contenant le gène de transposase sous contrôle de son propre promoteur
(TPNptpn), le promoteur 35S du virus ADN CAMV (cauliflower mosaic virus)
(TPNp35S) ou le promoteur pTRl' de 1*ADN-T d'Agrobacterium du type mannopine
(TPNpTR), et d'Agrobacterium (B) contenant un transposon chimérique, constitué soit
du gène GUS, soit du gène bar de Streptomyces hygroscopicus (reçu de Plant Genetic
Systems) dans une cassette d'expression p-TR, pA-gène-7 (BAR).

Les semences ont été récoltées et resemées en 1991. Les plantules FI traitées avec
le gène GUS en F0 ont été analysées avec le substrat X-gluc. L'expression de GUS se
manifeste surtout autour du système vasculaire du coléoptile (contraste bleu/blanc),
mais aussi dans les feuilles (après décoloration). Les plantes FI traitées avec le gène
BAR ont été arrosées trois fois avec l'herbicide Basta (Hoechst) (1/2 dose, 1 dose et
2 doses) et la semence des plantes survivantes a été resemée en 1992.

L'ADN des feuilles de plantes positives a été analysé plus en détail par PCR (poly-
merase chain reaction) et par hybridation moléculaire du type Southern.

Dans la majorité des plantes positives pour GUS ou BAR, un fragment correspon-
dant au gène utilisé pour la transformation peut être amplifié en utilisant des amorces
spécifiques pour uidA ou bar et nous avons pu montrer que les fragments générés après
digestion par des enzymes de restriction, à partir du gène d'origine et du gène amplifié
par PCR des orges transformés, sont identiques. Une analyse pour le gène bar est mon-
trée dans la Figure 1.

L'hybridation moléculaire Southern montre que dans le cas de plantes résistantes au
Basta, l'ADN des feuilles contient les gènes bar et nptll (deuxième gène de sélection).
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Screening of F2 plants:

A.PCR

Barley Wheat A.tum.

402 bp

B.Digest of PCR fragments

Barley Wheat A.tum. MW

Apal 263bp
139bp

Hinfl 223bp
179bp

Sail 225bp
177bp

Figure 1. Analyse par PCR du gène bar dans l'ADN de plantes résistantes au Basta et dans
l'ADN de ÏAgrobacterium utilisé pour la transformation de céréales par injection des fleurs. A.
PCR. B. Digestion des fragments obtenus par PCR.
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probe Nptll Ac Bar

digest Ncol Seal Styl
Figure 2. Analyse par hybridation Southern des gènes introduits dans les orges résistant au
Basta.

Longueur des fragments:

Gène

nptll

bordures Ac

bar

Sonde

1, 2 Kbp

1, 8 Kbp

1, 4 Kbp

Orge

8 Kbp

4, 5 Kbp

4, 5 Kbp

A. tumef.

9, 5 Kbp

7, 3 Kbp

4, 8 Kbp
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Des séquences bordures d'Ac et la longueur des fragments indiquent que l'intégration
s'est faite par transposition (Figure 2).
En conclusion, il semble que la combinaison à'Agrobacterium pour le transfert, et Ac
pour l'intégration donne lieu à une transformation génétique chez l'orge. La méthodo-
logie par injection des fleurs est applicable, en principe, sur toutes les plantes en flo-
raison. Pour les autres plantes la micro-injection de méristèmes est la méthode de
choix.

Expériences utilisant le transfert d'ADN
par bombardement biolistique et intégration par transposase Ac

Dans ces expériences, nous avons utilisé des microspores d'orge « Igri » et de blé
« Jo » pour la mise au point de la technique de bombardement et la sélection des plan-
tules transformées.

Le stade de développement des microspores pour cette mise au point n'était pas
idéal pour l'obtention de plantes transformées. Nous avons donc pris des cals et des
embryons en développement, passé le stade de 32 cellules.

Les gènes utilisés ont été pourvus d'une séquence d'amplification d'expression shl-
exl-inl (exint) provenant du gène de la sucrose synthase 1 de maïs [6]. Cette séquence
permet une expression 1 000 fois plus élevée d'un ARNm dans les céréales. Le gène
de transposase Ac, le gène uidA et le gène bar ont été mis sous contrôle du promoteur
35S et leur traduction sous contrôle de shl-exl-inl. La partie terminale des gènes n'a
pas été modifiée.

Des microcals embryogènes, provenant de microspores d'«Igri», sont filtrés sur
une membrane de fibre de verre et bombardés avec des particules d'or de 1,6 microns
sur lesquels un ADN plasmidique, contenant le gène GUS (exint), est fixé. En utilisant
une pression de 1 300 psi (90 bars) et une distance de 6 cm, jusqu'à 25 % des micro-
cals développent des taches bleues lors d'une incubation avec X-gluc, 24 ou 48 heures
après le bombardement.

Il s'agit, dans ce cas, d'une expression transitoire.
Des microcals embryogènes, provenant de microspores de Jo, ont été traités de la

même manière avec un mélange d'ADN plasmidique contenant (A) le gène
BAR35S(exint) encadré des bordures d'Ac et (B) contenant le gène de transposase Ac
TPN35S (exint). Une semaine après le bombardement, les microcals sont mis sur un
milieu sélectif contenant 10 ng/ml de phosphinotricine (substance active du Basta).

Après un mois, 3/40 (7 %) des cals ont développé des feuilles vertes, les autres
étant complètement nécrosés. On n'a pas observé de racines.

Cette dernière expérience montre qu'il est possible de transformer efficacement une
partie du tissu embryogène par un bombardement biolistique, si l'on utilise un système
de transposition et des promoteurs forts, combinés avec des amplificateurs de traduction.

Dans le futur, le bombardement de microspores sera effectué avant la première divi-
sion, afin d'éviter la production de plantes chimères qui ne sont que partiellement
transformées.

Cette méthodologie est applicable, en principe, à toutes les plantes qui peuvent être
régénérées à partir d'une seule cellule. Dans le cas de microspores, on peut obtenir, en
une seule étape, des plantes, homozygotes pour le gène introduit.
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