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Résumé

La réponse au choc thermique est un phénomène général dans le monde vivant,
caractérisé par la production rapide et transitoire de protéines spécifiques à une
température supra-optimale. Cette réorientation des synthèses protéiques implique
l'adoption par la cellule d'un programme d'expression génique original : répression
des gènes « constitutifs » et activation des gènes de choc thermique. L'implication
simultanée de processus de régulation transcriptionnelle, post-transcriptionnelle et
traductionnelle souligne le dynamisme de cette réponse. Chez les végétaux, le clonage,
la modification in vitro et la fusion de gènes par les technologies du DNA recom-
binant, combinés aux outils de transformation génétique, ont permis une analyse fine
des séquences impliquées dans ces processus de régulation génique.
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Introduction

La synthèse des protéines de choc thermique (HSP, Heat Shock Proteins) est une
réponse cellulaire très rapide, transitoire, stimulée lorsque la température excède
de 8-10 °C la température optimale de croissance. Elle implique la production de
polypeptides généralement classés en deux catégories de poids moléculaire et
localisés dans divers compartiments subcellulaires : cytoplasme, noyau, mitochon-
dries, plastes.

La parenté entre les protéines de choc thermique de bactéries, levures et
eucaryotes supérieurs végétaux et animaux est remarquable. Un degré de conser-
vation similaire à celui observé pour la protéine de choc thermique HSP 70 n'est
rencontré que dans de rares cas, parmi lesquels le cytochrome c, la sous-unité ß
du complexe ATP-synthétase et des serines proteases, suggérant une fonction
physiologique importante; celle-ci demeure obscure, même si des faits récents
éclairent quelque peu la signification fonctionnelle de ces protéines, sur lesquels
nous reviendrons. Cet apparent paradoxe peut être mieux compris si l'on considère
les premières motivations des biologistes à se pencher sur les protéines de choc
thermique. L'induction simultanée (du moins considérée comme telle dans les
limites des premières investigations) des produits d'expression de gènes dispersés
dans le génome apparut à l'origine comme un excellent modèle de régulation
génique coordonnée, tant chez les eucaryotes que chez les procaryotes.

La façon dont un génome peut répondre à un stimulus diffus comme une
élévation de température — par opposition à un stimulus hormonal par exemple,
moléculairement bien défini — aussi drastiquement et aussi rapidement (en moins
de quelques minutes) est d'un intérêt très général. Le fait que des organismes
distants répondent au choc thermique par l'induction de protéines semblables
permet de comparer les gènes dirigeant leur synthèse et d'en dégager des motifs
structuraux communs, potentiellement impliqués dans la fonction de leurs produits
d'expression et surtout dans leur régulation.

L'expression d'un gène est un processus à étapes multiples et chacune d'elles
peut agir comme levier de régulation. La réorientation des synthèses protéiques
induite par un stress n'est permise que par des processus de blocage-déblocage
impliquant une ou plusieurs de ces étapes. C'est sous cet angle que nous
envisagerons la réponse au choc thermique. Nous décrirons comment les processus
transcriptionnels, post-transcriptionnels, traductionnels et post-traductionnels sont
affectés par l'élévation de température et comment ils permettent de façon aussi
rapide une réorientation des synthèses cellulaires vers la production des protéines
de choc thermique (fig. 1).

Notre analyse sera focalisée sur les végétaux, mais fera largement appel aux faits
significatifs relevés dans les autres systèmes, dont la drosophile chez laquelle la
réponse HS est très bien connue. La signification physiologique et métabolique de
ces protéines et l'utilisation des gènes heat shock par génie génétique sera esquissée
en guise de conclusion.
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Figure 1. Représentation schématique des étapes de l'expression du gène dans une cellule
végétale : 1 transcription, 2 épissage des transcrits primaires, 3 traduction, 4
localisation intra-cellulaire accompagnée ou non de modifications post-traduc-
tionnelles. Les points d'interrogation situent les étapes affectées par un choc
thermique et permettant l'expression spécifique des protéines de choc thermique
et leur localisation intra-cellulaire correcte, ainsi que la répression des protéines
constitutivement exprimées.

Protéines et gènes heat shock (HS)

L'analyse électrophorétique des protéines synthétisées après un saut de température
(jusqu'à une température sublétale, mais de 10 °C au moins au-dessus de la
température normale de croissance) identifie de nombreuses protéines induites.
Celles-ci peuvent être typiquement classées en deux catégories de poids molécu-
laire (65-115 kDa et 15-25 kDa) (fig. 2). Ce type de réponse a été décrite chez de
nombreuses espèces appartenant à divers groupes taxonomiques importants : soja,
maïs, riz, blé et autres céréales (dont le blé dur), pois, carotte, tournesol, colza...

La catégorie des protéines de bas poids moléculaire est particulièrement bien
représentée chez les végétaux. Sur la base de leur poids moléculaire et de leur point
isoélectrique, on distingue une trentaine de protéines par espèce.

La diversité interspécifique des protéines de bas poids moléculaire contraste
avec la remarquable conservation des protéines de haut poids moléculaire. On
observe de façon caractéristique au moins un polypeptide de 90-110 kDa, un ou
deux de 80-90 kDa et deux ou trois de 68-75 kDa.
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Figure 2. Réponse des synthèses protéiques à un choc thermique chez le blé. Des explants
foliaires de Triticum aestivum cv Odèon ont été immergés dans une solution
contenant de la 35S-méthionine (25 uCi/ml) à 20 °C et 37 °C. Après 1,5 h, les
explants ont été rincés et les protéines solubles ont été extraites par broyage dans
un tampon en présence d'un inhibiteur de protéinases (Leupeptine). Après
dénaturation par ebullition en présence de sodium dodécyl sulfate et de ß-
mercaptoéthanol, les polypeptides ont été séparés par électrophorèse en gel de
polyacrylamide (15%)-SDS en tampon Tris-Glycine. Les polypeptides radio-
actifs ont été révélés par autoradiographie après traitement fluorographique. Les
marqueurs de poids moléculaire (kDa) sont positionnés à gauche. Les tirets à
droite indiquent les protéines de choc thermique. L'astérisque montre la zone
d'induction des protéines de bas poids moléculaire (pour des détails techniques
voir du Jardin et al, 1990).
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Plusieurs séquences cDNA et génomiques (gènes HSP) ont été clonées chez les
végétaux [31]. Le gène hsp70 de maïs a été cloné par homologie avec une séquence
hsp70 de drosophile [27]. La séquence en acides aminés déduite est homologue à
68 % avec celle d'HSP70 de drosophile. Les gènes végétaux codant pour les
protéines de bas poids moléculaire appartiennent à plusieurs familles multigéni-
ques, distinctes selon des critères de séquence nucléotidiques et contenant 3 à 13
gènes [14, 24]. Certains éléments de structure impliqués dans l'expression de ces
gènes seront décrits ultérieurement.

Niveaux de régulation de l'expression des gènes heat shock (hsp)

Transcription

Le choc thermique provoque l'accumulation de mRNA spécifiques (fig. 3). La
modification des taux de transcription des gènes correspondants rend compte pour
une bonne part de ces observations. Nous verrons toutefois, dans un second temps,
que la modulation de la stabilité des messagers participe à cette régulation.

Structure de la chromatine et initiation de la transcription

L'initiation de la transcription, la première des étapes menant au produit d'ex-
pression du gène, est soumise à un contrôle développemental et environnemental
étroit chez de nombreux gènes d'eucaryotes supérieurs. L'aptitude de l'ARN-
polymérase II à interagir avec le promoteur du gène est fonction de la configu-
ration de ce promoteur, de la structure de la chromatine dans la région considérée.

L'activation transcriptionnelle des gènes heat shock a très tôt été suggérée chez
la drosophile par l'observation cytologique de la redistribution des puffs (des
régions épaissies) au niveau des chromosomes polyténiques des glandes salivaires
au cours du stress thermique [25]. L'hypothèse faisant des puffs les sites de
transcription active fut confirmée dans le cas des gènes heat shock [26]. Le parallèle
fut établi entre les variations du puffing et celles des profils de protéines après le
choc thermique [39].

Cette décondensation des chromosomes associée à la transcription active des
gènes est observée dans de nombreux systèmes. Il apparaît toutefois que ces
structures relâchées sont une condition nécessaire à l'initiation de la transcription,
mais nullement une condition suffisante. Il y a lieu de parler de « compétence
transcriptionnelle » plus que d'activité transcriptionnelle. Cette accessibilité des
régions promotrices à l'ARN polymérase II peut être approchée expérimentalement
par l'utilisation de nucléases. La mise en évidence de leur plus ou moins grande
capacité à hydrolyser le DNA de la région promotrice considérée est une mesure
directe de son accessibilité à d'autres protéines (ARN-polymérase II et facteurs
protéiques de régulation). Les mêmes outils enzymatiques permettent d'ailleurs
d'identifier au nucléotide près les sites de liaison de ces facteurs au DNA
(techniques de DNA Footprinting).

Chez les végétaux, un remarquable exemple est fourni par le gène adh-1 de maïs
(alcool-déshydrogénase) activité en conditions anoxiques [9, 19]. L'utilisation
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Figure 3. Analyse de l'évolution de la population de mRNA après un choc thermique chez
le blé. Deux plantes entières ont été incubées aux températures constantes de
20 °C et 40 °C ; après 3 h, les feuilles ont été brutalement congelées, les RNA
totaux ont été extraits et traduits in vitro dans des lysats de réticulocytes de lapin.
L'analyse électrophorétique des produits a été réalisée comme décrit à la figure 2
(pour des détails techniques voir du Jardin et al., 1990). Les marqueurs de poids
moléculaire (kDa) sont positionnés à gauche. Les produits de traduction in vitro
des messagers induits par le choc thermique sont indiqués par des tirets. H2O
désigne le contrôle négatif (lysat sans RNA exogène).
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d'endonucléases (DNAsel et endonucléases de restriction) a permis de corréler
l'état transcriptionnel du gène à son hypersensibilité aux nucléases. Les noyaux de
différents tissus soumis ou non au stress anoxique sont purifiés, incubés avec ces
enzymes, lysés, et le DNA extrait et purifié est analysé par hybridation Southern
avec une sonde ADH marquée radioactivement. La fréquence et les sites de
coupure sont ainsi déterminés. L'hypersensibilité est ici liée à l'activation de la
transcription et tient probablement à la désorganisation et/ou au déplacement de
nucléosomes nécessaire à l'interaction d'éléments du promoteur avec des facteurs
de trans-activation.

La situation des gènes heat shock est différente de celle décrite, même si nous
retrouvons les mêmes acteurs : nucléases, éléments de promoteur, nucléosomes,
facteurs de transactivation.

Les faits sont tirés de la drosophile [8]. A la température normale de croissance,
une protéine est fixée sur la TAT A-box, un élément de promoteur situé directement
en amont du site d'initiation de la transcription. Plus en amont, un nucléosome
est très précisément positionné. Entre les deux, la région du DNA est trop courte
pour permettre le positionnement d'un deuxième nucléosome; la région est
constitutivement hypersensible à la DNAse I. Une molécule d'ARN polymérase II
est associée au complexe formé par la TAT A-box et sa protéine de liaison, sans
pouvoir toutefois initier son activité de synthèse. Après un choc thermique, la
position du facteur lié à la TATA-box est légèrement altérée. Au niveau du site
constitutivement hypersensible à la DNAse I, entre la TATA-box et le nucléosome,
une nouvelle protéine est fixée, le facteur heat shock, dont nous reparlerons.
Au-delà du nucléosome maintenu dans sa position initiale après le choc thermique,
un deuxième site hypersensible constitutif fixe un deuxième facteur heat shock. Les
deux sites de liaison au facteur heat shock sont probablement proches l'un de
l'autre, via la formation d'une boucle stabilisée par le nucléosome. Les deux
facteurs HS fixés sont en interaction. Cette configuration spatiale de la région en
amont du gène de structure peut expliquer l'action coopérative de facteurs
transactivateurs fixés en position distale par rapport au site d'initiation de la
transcription. La situation décrite et correspondant au gène HSP26 de drosophile
rejoint les premières observations relatives aux gènes HSP70 et HSP83 de la même
espèce [46].

Le modèle attire donc l'attention sur l'importance du positionnement précis du
nucléosome, celui-ci délimitant avec le facteur de liaison à la TATA-box une région
exposée capable, après choc thermique, d'interagir avec le transactivateur HS dont
la fixation seule permet l'initiation de la transcription. Par rapport à d'autres
modèles d'activation transcriptionnelle impliquant la déstabilisation et le déplace-
ment de nucléosomes au niveau de la région promotrice, le modèle heat shock
permet peut-être une réponse particulièrement rapide. Il faut moins d'une minute
pour détecter les mRNA-HS après un saut de température.

Compte tenu de la parenté de ces gènes de drosophile avec les gènes végétaux,
il y a de bonnes raisons de penser que des mécanismes similaires sinon identiques
opèrent chez les plantes, en l'absence de données expérimentales directes. La
présence de consensus oligonucléotidiques dans les promoteurs végétaux et de
drosophile et correspondant précisément au site de fixation du facteur HS
suggèrent fortement l'existence de mécanismes communs d'activation transcrip-
tionnelle.
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Régulation positive de l'initiation de la transcription par le facteur de transactivation
HSTF (Heat shock transcription factor)

La comparaison des régions promotrices de gènes thermo-induits de différentes
origines taxonomiques permet de dégager un consensus de 14 pb et situé à distance
variable de la TAT A-box et du site d'initiation de la transcription. Ce consensus
est appelé motif HSE (Heat Shock Element). Parallèlement à l'analyse des
séquences, l'étude de l'activité de promoteurs tronqués d'HSP70 de drosophile
transfectés en cellules COS (des cellules de singe contenant une portion du génome
viral de SV40 et permettant un taux de replication élevé d'un plasmide vecteur)
permit l'identification d'un segment de DNA indispensable à l'expression thermo-
induite d'HSP70 dans ce système, comprenant la TATA-box et un court fragment
de moins de 20 pb [20]. Ce segment comprend précisément un motif HSE.

Chez la drosophile, en utilisant un système de transformation basé sur l'élément
transposable P pour introduire en système homologue des promoteurs heat shock
deletes, Dudler et Travers [6] démontrent qu'un segment plus long est ici nécessaire
à une activité du gène comparable à celle d'HSP endogènes. La présence d'un
deuxième motif HSE sur ce segment explique cette observation.

Les gènes heat shock comprennent tous plusieurs motifs HSE. La fonction
participative des motifs situés en position distale par rapport à la TATA-box serait
plus nette dans des situations où le motif proximal est moins bien conservé ou
particulièrement éloigné de la TATA-box.

L'activation thermique d'HSP70 de Xenopus transfecté en cellules de mammifè-
res n'est pas influencée par la séparation du motif HSE et de la TATA-box. Inséré
en amont du gène de la ß-globine humaine, ce motif stimule nettement la
transcription en hyperthermie. La duplication de séquences HSE dans la région
flanquante 5' d'HSP70 de drosophile augmente l'effet d'induction thermique en
système homologue [2]. Enfin, l'orientation du motif HSE par rapport à la
TATA-box n'est pas critique [37]. De telles évidences (effet « additif », grande
liberté de localisation et d'orientation) incitent à considérer ce motif HSE comme
un enhancer typique, analogue à ceux décrits initialement chez les mammifères et
impliqués dans la spécificité tissulaire de l'expression des gènes et dans leur
régulation par les facteurs de l'environnement, ainsi que dans l'expression de gènes
viraux. Chez les végétaux de telles séquences à activité enhancer sont décrites chez
les gènes photo-inductibles [38].

La fonction du motif HSE est d'interagir avec le facteur protéique de transac-
tivation HSTF. La technique de DNA footprinting permettant de définir les sites
nucléotidiques protégés de l'action des nucléases par la fixation de protéines de
régulation identifie jusqu'à dix segments résistants chez les gènes hsp de drosophile
[18] et tous partagent précisément le consensus HSE C-GAA-TTC-G identifié par
l'analyse comparée des gènes hsp. Par Chromatographie d'affinité avec oligonucléo-
tides fixées, plusieurs candidats HSTF ont été purifiés, chez la drosophile [47], la
levure [33] et chez l'homme (à partir de cellules HeLa) [12].

Leur fonction d'activateur transcriptionnel de gènes HS a pu être mise en
évidence in vitro et in vivo (voir les mêmes références). Malgré la grande similitude
des gènes hsp et de leurs produits d'expression chez la drosophile et la levure, il
apparaît dès à présent que les mécanismes de régulation transcriptionnelle diffèrent
chez ces deux organismes. Il semble en effet que HSTF se lie au promoteur HS
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à la température normale de croissance chez la levure et que la transcription est
stimulée par modification post-traductionnelle (phosphorylation) du facteur HSTF
lié au DNA, permettant probablement une interaction efficace de ce facteur avec
d'autres composantes de l'appareil de transcription [34]. Ceci contraste avec la
situation déjà décrite chez la drosophile et corrélant l'activation transcriptionnelle
avec la liaison de HSTF au DNA. La différence entre les poids moléculaires des
facteurs HSTF des différentes origines taxonomiques est compatible avec cette
apparente divergence des mécanismes d'activation. Il est toutefois à noter que les
facteurs HSTF de levure et de cellules HeLa semblent manifester les mêmes
spécificités quant aux séquences reconnues [33].

Chez les végétaux

Le séquençage des régions 5'-flanquantes des gènes hsp végétaux codant pour les
protéines de bas et haut poids moléculaire [27, 24] révèle la présence de motifs
homologues au consensus HSE de drosophile, en copies multiples et à une distance
variable de la TATA-box, mais concentrés dans la région de 150 pb en amont de
celle-ci. La présence de motifs HSE homologues suggère d'identiques mécanismes
d'activation transcriptionnelle.

Les techniques de transformation ont permis de tester directement cette
hypothèse. Le gène marqueur nptll codant pour la néomycine phospho-transférase
fusionné au promoteur heat shock d'HSP70 de drosophile a été introduit dans le
génome du tabac via Agrobacterium tumefaciens [35]. La démonstration de l'inducti-
bilité thermique de l'expression du marqueur dans cette construction souligne le
rôle clé du contrôle transcriptionnel de la réponse au choc thermique et l'extraordi-
naire conservation des mécanismes d'activation entre des organismes aussi distants
que le tabac et la drosophile. Rien d'étonnant dès lors qu'un promoteur HS de maïs
fonctionne chez le pétunia [27] ou qu'un promoteur de soja fonctionne chez le
tournesol [29].

Tout comme pour les gènes hsp de drosophile et de Xenope, les régions
promotrices essentielles à l'inductibilité thermique de l'expression des gènes
végétaux ont été analysées par deletions partielles des promoteurs heat shock et
détermination de l'activité de ces promoteurs tronqués dans des plantes transgéni-
ques [1, 13]. Les résultats convergent et soulignent à nouveau le rôle essentiel des
motifs HSE dans la transcription thermo-inductible des gènes heat shock.

L'analyse des séquences nucléotidiques des régions 5'-flanquantes des gènes
codant pour les protéines HS de bas poids moléculaire [28] révèle la présence de
répétitions très riches en bases A + T en amont de la région du promoteur
comprenant les motifs HSE. Cette observation est sans précédent chez les gènes
heat shock d'autres organismes. Si cette région riche en A+T n'est pas indispen-
sable à la stimulation de la transcription par l'hyperthermie, sa présence assure un
haut niveau de transcription [1]. La fonction précise de ces séquences n'est pas
encore connue. La complexion de cette région avec des protéines nucléaires [30]
est en toute probabilité impliquée dans son activité enhancer.

Notons toutefois que les régions SAR (S caff old-Attached Region) chez les
eucaryotes contiennent des motifs riches en A + T [10]. Il s'agit de séquences
extragéniques étroitement associées à des unités de transcription, jouant un rôle
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structural dans l'organisation nucléaire et qui permettrait une interaction optimale
des cis-éléments de régulation des gènes avec l'appareil de transcription.

Processus post-transcriptionnels

Chez la drosophile, il a été suggéré que la réorientation rapide des synthèses
protéiques en hyperthermie et le retour à une situation normale après le stress était
permise par l'intervention de processus post-transcriptionnels [21]. Ceux-ci impli-
quent les modifications après synthèses des transcrits primaires des gènes et en
particulier l'excision des introns (épissage). Ces modifications interviennent lors-
que le RNA forme avec des protéines nucléaires un complexe appelé « particule
ribonucléoprotéique » (hnRNP : heterogeneous nuclear ribonucleic protein particle).

Pendant le stress thermique, le blocage de l'assemblage de ces particules hnRNP
serait responsable de celui de processus post-transcriptionnels et plus particulière-
ment de l'épissage. Les transcrits heat shock ne seraient pas concernés puisqu'ils
ne contiennent pas de séquences introniques. Le seul gène heat shock de drosophile
contenant un intron, HSP83, est transcrit à la température contrôle et la synthèse
d'HSP83 serait régulée au niveau traductionnel. Les gènes hsc {heat shock cognate)
sont des gènes tout à fait homologues aux gènes hsp, mais qui ne sont pas régulés
par la chaleur. Ils ont précisément pour particularité de contenir des introns. Aussi
séduisant que paraisse ce modèle de blocage post-transcriptionnel de l'expression
des gènes interrompus, il ne peut être appliqué aux plantes : quelques gènes hsp
végétaux contiennent des introns. Le gène HSP70 de maïs contient un intron
localisé à l'endroit précis de celui du gène hscl de drosophile, l'homologue hsc
d'HSP70 chez l'insecte [27]. Chez le soja, une séquence codant pour un polypeptide
heat shock de 27 kDa reconnaît deux transcrits, dont l'un serait un précurseur non
épissé [3]. Chez le pétunia, des transcrits HSP70 non-épissés sont induits par un
traitement au cadmium [45].

A côté du problème de la répression des synthèses protéiques constitutives après
le saut de température, il y a celui de la répression des synthèses heat shock après
retour à une température normale. Chez la drosophile, la répression de la synthèse
d'HSP70 est opérée partiellement au niveau post-transcriptionnel, par déstabili-
sation des HSP70-mRNA, un processus auquel les protéines HS participent
elles-mêmes [5].

Une grande instabilité des messagers HS est en partie responsable de leur très
bas niveau à la température normale de croissance. Il a été démontré que le
HSP70-mRNA produit sous le contrôle d'un promoteur métallothionéine (induc-
tible par les métaux lourds) est hautement instable à 25 °C et stabilisé en
hyperthermie [22].

Avant, pendant et après le stress, les processus régissant la maturation et la
stabilité des messagers participeraient donc activement à l'expression sélective et
étroitement régulée des gènes hsp.

Traduction

Chez les eucaryotes, la traduction du mRNA peut également être sujette à une
régulation fine au cours du développement et en réponse aux stimuli de l'envi-

84



Les protéines de choc thermique

ronnement. Dans certains cas, la traduction sélective de mRNA implique la
reconnaissance par des facteurs d'initiation d'une structure particulière au niveau
de la séquence leader non traduite du messager (cette région est comprise entre
l'extrémité 5' du messager et le codon d'initiation).

Les messagers HS ont la particularité d'avoir une séquence leader relativement
longue (200 nucléotides en moyenne) et riche en résidus A. Cette structure est
probablement impliquée dans l'initiation sélective de la traduction des messagers
HS observée en hyperthermie. Les messagers constitutivement exprimés ne sont pas
dégradés après le saut de température, ils sont au contraire particulièrement stables,
mais non reconnus par la machinerie de traduction [15].

Des essais de traduction in vitro de mélanges de messagers constitutifs et HS
dans des lysats cellulaires préparés à partir de cellules de drosophile « contrôle »
ou soumises à un choc thermique ont démontré que le système de traduction est
modifié par l'hyperthermie et reconnaît spécifiquement les messagers induits [36].
Cette modification toucherait les ribosomes puisque l'ajout de ribosomes purifiés
de cellules incubées à température normale à des lysats préparés à partir de cellules
stressées rétablit la traduction des messagers constitutifs dans ces derniers [11]. La
déphosphorylation de la protéine ribosomique 6S joue peut-être un rôle incompré-
hensible, bien que chez la tomate l'absence de synchronisme strict entre cet
événement et la réorientation des synthèses protéiques tende à nier un lien causal
direct [28].

L'importance de la séquence leader des messagers HS dans l'expression des
gènes thermo-induits a été remarquablement mise en évidence chez les végétaux.
Schôffl et ses collaborateurs [31] ont fusionné le gène rapporteur CAT (chloram-
phenicol acétyl transferase) à un promoteur heat shock de soja, ces deux séquences
étant ou non séparées par le leader du gène HS. Ils ont transformé N. tabacum avec
ces constructions et ont analysé comparativement les niveaux des transcrits et
l'activité CAT lors d'un choc thermique et du retour à des conditions normales.
De façon tout à fait intéressante, l'activité CAT n'est pas détectée en hyperthermie
chez les plantes contenant la construction dépourvue de leader, et ce malgré la
présence du messager CAT, contrairement à la situation observée avec la
construction incluant le leader et caractérisée par une nette stimulation thermique
de l'activité CAT chez les plantes transgéniques. La séquence leader est donc
essentielle à la traduction efficace du messager CAT en hyperthermie.

Localisation intra-cellulaire et modification post-traductionnelle des protéines de
choc thermique

La localisation intra-cellulaire des protéines de choc thermique peut être analysée
par fractionnement d'un lysat cellulaire après marquage radioactif in vivo des
polypeptides synthétisés au cours d'une incubation à température supra-optimale.
Les polypeptides marqués sont extraits des différentes fractions et analysés par
électrophorèse. Cette approche [4, 16] impose la prudence : le fractionnement de
polypeptides avec un type particulier d'organites cellulaires peut résulter d'une
fixation non spécifique de protéines à la surface de ces organites ; de plus certaines
protéines HS forment, chez les végétaux, de grands agrégats avec des coefficients
de sédimentation proches de ceux d'organites cellulaires [17].
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Une autre approche qui fut appliquée à l'analyse de la localisation chloroplasti-
que de protéines HS, consiste à synthétiser des précurseurs par traduction in vitro
de mRNA polyadénylé et à analyser l'importation de tels précurseurs dans des
chloroplastes purifiés [41]. Le clivage protéasique de l'extension amino-terminale
nécessaire au transport dans le plaste, mis en évidence par l'analyse de mobilités
électrophorétiques des précurseurs et des produits, est un critère fiable de locali-
sation intra-chloroplastiques. Un tel système d'importation in vitro est également
applicable aux mitochondries. Enfin, les techniques d'immunodétection et en
particulier l'immunofluorescence indirecte, ont été utilisées pour la localisation
cytologique in situ des protéines HS [40]. HSP70 a une localisation nucléaire et plus
particulièrement nucléolaire, chez la drosophile [40] et le soja [16].

Parmi les protéines de bas poids moléculaire, certaines sont transportées dans
le chloroplaste ; leur localisation à l'intérieur de l'organite n'est pas claire, certains
les associant à la fraction soluble, d'autres aux thylakoïdes [41, 42]. Les précurseurs
de ces protéines contiennent des extensions amino-terminales présentant certaines
propriétés typiques de celles des séquences-transit décrites (richesse en résidus
Serine, absence de résidus acides) [42].

A côté des protéines HS de bas et haut poids moléculaire, un groupe de
protéines intermédiaires (56-62 kDa) a plus récemment attiré l'attention. Ubiquis-
tes, codées par le génome nucléaire, elles sont localisées dans les plastes et les
mitochondries et joueraient un rôle essentiel à une température de croissance
normale.

Si certaines protéines sont irréversiblement associées aux organites comme les
protéines HS de bas poids moléculaire transportées dans les chloroplastes et les
mitochondries, il est particulièrement intéressant d'observer qu'un retour rapide à
une température normale peut entraîner, comme dans le cas d'HSP70, une
dissociation du compartiment subcellulaire. Un choc thermique ultérieur provoque
à nouveau le transport d'HSP70 dans le noyau [40]. Autre argument en faveur de
la dépendance de la localisation à l'égard de la température : un traitement à
l'arsenite induit HSP70 chez le soja, mais la protéine n'est pas transportée dans
le noyau. Un choc thermique appliqué dans un second temps provoque la
pénétration dans le noyau [16]. La même observation a été réalisée chez la
drosophile. Toutefois, la stricte dépendance du transport nucléaire d'HSP70 à
l'égard de la température est niée par l'observation de Velazquez et Lindquist [40]
relative à l'induction et à la localisation nucléaire correcte d'HSP70 lors du
rétablissement d'une situation normale après un stress anoxique chez la drosophile.

La formation de grands agrégats périnucléaires par des protéines HS de bas
poids moléculaires semble dépendre également de la température, ces protéines
étant présentes sous forme soluble dans le cytoplasme en conditions thermiques
normales.

Conclusion et perspectives

La réponse moléculaire au choc thermique est un phénomène tout à fait remarqua-
ble tant par son dynamisme que par son caractère ubiquiste.
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Cette réponse n'est pas spécifique de l'hyperthermie, d'autres stress chimiques
(arsenite, cadmium) et physiques (anoxie, stress hydrique, etc.) induisent parfois
les mêmes protéines, poussant même certains auteurs à proposer les séquences hsp
clonées comme sondes moléculaires permettant de diagnostiquer un état général
de stress physiologique [3]. D'autres assimilent le stress thermique à un stress
oxydatif, argumentant que bon nombre d'agents inducteurs ont pour point
commun de perturber les conditions normales d'oxydo-réduction au sein de la
cellule. A côté de ces relations entre stress abiotiques, la découverte de séquences
homologues au consensus HSE dans les régions promotrices de gènes PR-1 [23],
induits par de nombreux stimuli environnementaux et dont l'expression (produc-
tion des protéines PR ou Pathogenesis Related) est plus particulièrement associée
aux réactions d'hypersensibilité et à la résistance à des parasites viraux bactériens
et fongiques, et permet d'établir un parallèle entre la réponse heat shock et celle
aux stress biotiques. Le parallèle doit probablement être limité aux seuls mécanis-
mes d'activation transcriptionnelle, les structures primaires des protéines HS et PR
ne présentant pas d'homologie.

La signification physiologique de ces protéines reste mal perçue. Des arguments
plaident en faveur de leur implication dans la thermotolérance, mais les cas
d'acquisition de thermotolérance sans que soient détectée la moindre protéine de
choc thermique sont pour le moins intrigants. Seule une connaissance approfondie
de leur signification moléculaire, peut-être très diverse comme le sont les protéines
elles-mêmes, permettra d'évaluer leur importance dans les différentes conditions
physiologiques.

A cet égard, des observations récentes ouvrent de nouvelles voies d'investigation.
Des protéines HS codées par les gènes de la famille d'HSP70 et HSP60 s'avèrent
indispensables à certains transports transmembranaires ainsi qu'à l'édification de
complexes protéiques multimériques comme la ribulose biphosphate carboxylase/
oxygénase chez les plantes. L'idée centrale qui émerge de ces observations est que
les protéines HS interviendraient activement dans l'adoption par d'autres poly-
peptides des configurations spatiales indispensables à leur interaction efficace avec
les systèmes de transport ou avec d'autres polypeptides avec lesquels ils s'associent
en complexes fonctionnels. Chez les procaryotes, on connaissait depuis longtemps
le rôle indispensable des protéines thermoinductibles dans l'assemblage des virions
de Lamdba. Des homologies existent entre ces protéines et des protéines HS en
caryotiques. Lors d'un choc thermique, les protéines HS joueraient un rôle de
stabilisation des structures protéiques.

Une connaissance approfondie des cibles moléculaires et cellulaires des
protéines HS, et des mécanismes auxquels elles participent doit précéder toute
tentative d'utilisation de leurs gènes de structure en amélioration des plantes.

L'efficacité grandissante des techniques de transformation et la grande conserva-
tion des gènes HSP permettant un clonage aisé et fondant les espoirs de voir un
gène isolé fonctionner en système hétérologue, devraient faciliter l'utilisation de
ces gènes par génie génétique. Reste toutefois à identifier les gènes HSP hypothéti-
quement responsables d'une meilleure tolérance varietale à l'égard de la chaleur,
à les isoler et à analyser les conditions de leur expression phénotypique. Là
(presque) tout est à faire.

Les séquences de régulation ont un intérêt plus immédiat. Pour s'insérer dans
les techniques d'amélioration des plantes cultivées, le génie génétique est confronté
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à la nécessité de contrôler l'expression des gènes introduits au cours du dévelop-
pement et en réponse aux stimuli environnementaux; le clonage de séquences de
régulation répondant à des stress physiologiques et parasitaires apparaît dès lors
comme une étape importante dans cette perspective.

Enfin, la réponse au choc thermique n'est pas qu'un remarquable modèle
théorique de la dynamique d'expression du génome; elle attire l'attention du
biologiste et de l'améliorateur sur les bases moléculaires complexes de l'homéos-
tasie, cette aptitude des organismes à maintenir l'intégrité et l'activité de leurs
structures moléculaires et cellulaires dans un environnement en continuelles
fluctuations.

La connaissance du déterminisme moléculaire et génétique de l'homéostasie
apparaît donc comme essentielle au progrès d'une agriculture plus soucieuse de
stabiliser les rendements que de les amener aux plus hauts niveaux potentiels.
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Résumé

Les végétaux ont un potentiel génétique considérable pour la tolérance des stress
environnementaux. En particulier, le rendement des plantes cultivées présente
différents degrés de sensibilité aux stress salin et hydrique. La variabilité intraspécifi-
que pour la tolérance aux stress permet d'envisager une amélioration varietale. Bien
que les effets des stress dépendent du stade de développement de la plante, des
techniques culturales et des conditions climatiques et édaphiques, plusieurs critères
physiologiques et biochimiques ont été proposés pour un tri à grande échelle avant
les essais de rendement au champ. Cet article présente les plus usuels de ces critères,
concernant essentiellement les stress salin et hydrique. Une première catégorie
correspond à des tests qui reposent sur le pari que certains traits précis de la biochimie
et de la physiologie cellulaire sont directement córreles à la tolérance aux stress :
viabilité cellulaire, perméabilité membranaire, accumulation de certaines substances
organiques, induction de protéines spécifiques, perturbation des photosystèmes. La
possibilité de rendre tolérantes aux stress salin ou hydrique des cellules en culture
suggère que ce comportement physiologique est déterminé par des paramètres
cellulaires. Mais de nombreuses études montrent que la faculté de supporter la salinité
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et le stress hydrique est associée au fonctionnement intégré de l'organisme. La seconde
catégorie de tests s'adresse au comportement de l'organisme entier, en général à un
stade juvénile : aptitude à la germination ou à la croissance végétative, taux de survie
des plantilles, transport et utilisation des ions majeurs du milieu. Toutefois, dans la
majorité des cas, les résultats de ces tests n'ont été mis en relation qu'avec la tolérance
aux stress de très jeunes plantes élevées dans des conditions très éloignées de celles
de la culture au champ. La valeur prédictive des tests précoces pour le rendement réel
des cultures reste encore à préciser, par des approches physiologiques et agronomiques
conjointes.

Introduction

Dans les régions arides et semi-arides, la disponibilité des eaux, leur salinité et celle
des sols sont parmi les principaux facteurs limitant la productivité végétale. Les
sols salés occupent une superficie de 950 millions d'hectares et 76,7 millions
d'hectares de périmètres irrigués sont affectés par le sel (Eckholm, 1975, cité par
Epstein [12]). Dans les cultures sous abris, la fertilisation et l'irrigation très
localisées conduisent à élever exagérément la concentration des sels dans les
supports de culture. Même pour les agricultures les plus modernes, les stress salins
et hydriques constituent une limitation sérieuse des rendements. Aux Etats-Unis,
par exemple, le rendement moyen des huit principales plantes de grande culture
était en 1975 seulement égal à 20 % du rendement potentiel, évalué par les
rendements records enregistrés [7]. Sur ces 80 % de pertes de rendement, moins de
10 % sont attribuables aux maladies, ravageurs et mauvaises herbes. Le reste traduit
l'impact des mauvaises conditions de climat et de sol, parmi lesquelles sécheresse
et salinité.

Il existe de nombreuses indications chez les végétaux d'un potentiel génétique
considérable pour la tolérance des stress environnementaux [64]. En particulier, les
plantes cultivées présentent différents degrés de résistance à la salinité et au stress
hydrique, bien établis sur la base de critères agronomiques (rendement). La
connaissance de cette variabilité interspécifique repose essentiellement sur la
pratique agricole, et dans une moindre mesure sur des essais comparatifs systé-
matiques au champ [31].

Plus intéressante ici est la variabilité intraspécifïque que les plantes cultivées
manifestent pour la tolérance aux stress. Elle permet d'envisager la sélection de
génotypes résistants. Cette création varietale nécessite des tests suffisamment
simples et rapides pour permettre un tri à grande échelle avant les essais de
rendement au champ. Or, la résistance aux stress dépend fortement du stade de
développement de la plante, des techniques culturales, des conditions climatiques
et édaphiques [50]. Elle ne peut donc être ni définie ni prévue de façon absolue,
mais doit être regardée comme un paramètre relatif. Néanmoins, plusieurs critères
physiologiques et biochimiques ont été dégagés, à l'échelle de la cellule, ou de la
plante entière, et utilisés dans un but de discrimination entre espèces ou variétés
pour la résistance aux stress. Cet article en présente les plus importants, concernant
essentiellement le stress salin et dans une moindre mesure, le stress hydrique.
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Dans la variété des critères étudiés, on peut distinguer deux catégories. Certains
tests s'adressent au comportement de l'organisme entier, en général à un stade
juvénile : aptitude à la germination ou à la croissance végétative des plantules,
utilisation des ions majeurs du milieu, etc. D'autres tests reposent sur le pari que
certains traits précis de la biochimie et de la physiologie cellulaire sont directement
córreles à la tolérance aux stress : perméabilité cellulaire, accumulation de
substances organiques caractéristiques des stress, induction de protéines spécifi-
ques, perturbation des photosystèmes, etc. La possibilité de faire acquérir la
résistance au sel ou au stress hydrique par des cellules ou tissus en culture [2, 3,
4, 6, 10, 21, 23, 34] supporte l'hypothèse que ce comportement physiologique est
sous la dépendance de paramètres cellulaires. Pourtant, nombre d'études montrent
que la faculté de supporter la salinité du milieu est associée à un schéma précis
d'intégration des transports à l'échelle de la plante entière. Ceci suggère que les
critères basés sur la mesure de paramètres cellulaires peuvent peut-être permettre
de détecter des facteurs limitants élémentaires, conférant à eux seuls une forte
sensibilité aux stress, mais qu'on ne peut attendre qu'ils identifient les meilleurs
génotypes assurant l'optimisation des performances des plantes stressées.

Tests des caractères cellulaires

Résistance protoplasmique

La résistance protoplasmique permet de définir la capacité de la cellule à supporter
les fortes concentrations internes de sel [47]. Ce test a été appliqué à différentes
espèces ornementales par Monke et Wlebe [39]. Il consiste à faire séjourner des
coupes fines de tiges dans des solutions à différentes concentrations de NaCl
(jusqu'à 1,5 M) pendant 24 h, puis dans une solution hypertonique de saccharose
1,5 à 2 M pendant encore 24 h. Le taux de cellules plasmolysées est ensuite
déterminé après examen en microscopie optique. La concentration de NaCl pour
laquelle 50 % des cellules restent vivantes mesure leur degré de résistance au sel.
Le dénombrement des cellules survivantes peut être facilité par l'utilisation du
chlorure de triphényltétrazollum, qui permet de détecter les cellules conservant une
activité respiratoire. Malgré ses difficultés d'interprétation, le test plasmolytique
donne une bonne indication de la résistance des plantes entières au sel.

Perméabilité cellulaire

Stabilité des membranes

L'augmentation de la perméabilité cellulaire sous l'effet d'un stress salin ou
hydrique peut être estimée par la fuite d'électrolytes hors de la cellule. Le principe
du test est d'immerger des disques foliaires à basse température dans une solution
dont le potentiel osmotique a été abaissé par du polyéthylèneglycol. La perte
d'électrolytes est mesurée par l'augmentation de la conductivité électrique du
milieu d'exsorption. Appliqué à la tomate, ce test révèle curieusement une
meilleure stabilité membranaire chez l'espèce sensible, Lycopersicon esculentum,

93



E. Zid, C. Grignon

que chez les espèces tolérantes au sel (L. cheesmanii, L. peruvianum et Solarium
pennella). La possibilité de l'exploitation de cette corrélation négative entre la
stabilité des membranes et la résistance au sel est alors envisagée comme critère
d'identification de génotypes de tomate résistants au sel [66].

Lipides membranaires

La perméabilité membranaire peut être testée par les modifications quantitatives
des classes lipidiques racinaires sous l'effet du stress salin. Ainsi, trois espèces de
P. Plantago présentant différents degrés de résistance au sel, sont cultivées pendant
trois semaines sur des solutions contenant jusqu'à 300 mM NaCl, puis analysées. Chez
P. media (sensible au sel), les teneurs des racines en phospho-, galacto- et
sulfolipides diminuent fortement en présence de NaCl, suggérant une désorgani-
sation de la barrière de perméabilité des cellules racinaires sous l'effet du sel. Chez
les espèces tolérantes au sel (P. marítima et P. coronopus ), les lipides membranaires
restent comparables à ceux des plantes témoins cultivées en absence de NaCl et
ne diminuent qu'aux doses supérieures à 75 mM NaCl [15].

Marqueurs moléculaires

Synthèse de protéines

Le sel induit des modifications qualitatives et quantitatives dans la synthèse des
protéines, détectables par électrophorèse sur gel de polyacrylamide. L'application
de cette technique à deux variétés d'orge permet de mettre en évidence une
différence de comportement entre la variété sensible au sel (Prato) et la variété
résistante (California Mariout). Cette différence se manifeste seulement au niveau
des feuilles. Dans ces organes, le sel induit la synthèse de cinq nouvelles protéines
de Mr 20 à 40 Kd et de pi 6,3 à 7,2. Trois d'entre elles sont spécifiques de la variété
sensible et les deux autres communes aux deux variétés. Au niveau des racines,
six nouvelles protéines sont synthétisées par les deux variétés [45].

L'effet du stress salin sur les teneurs en polypeptides et en ARNm des racines
a été étudié sur deux variétés d'orge (Prato, sensible et CM72, résistante).
L'électrophorèse des polypeptides marqués in vivo ou des produits de traduction
d'ARNm in vitro montre que la culture des plantules sur 200 mM NaCl pendant
six jours provoque chez les deux variétés des changements spécifiques quantitatifs,
mais n'induit ni la synthèse ni la disparition d'aucun polypeptide particulier à l'une
des deux variétés [29].

Fragments de restriction (efficience de l'eau)

L'efficience de l'eau est une composante importante de la résistance à la salinité
et à la sécheresse. Elle est définie par la quantité de biomasse produite (ou de moles
de C incorporées dans la matière sèche) par gramme d'eau absorbée. Il existe une
variabilité considérable entre espèces et variétés pour ce paramètre, mais l'amé-
lioration pour l'efficience de l'eau n'a pu être réalisée en raison de la difficulté
de son évaluation en conditions de plein champ. Chez la tomate, ce paramètre peut
être prédit correctement par la détermination de la composition de la matière
organique en isotopes stables I3C et 12C, ainsi que par trois fragments de restriction
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(RFLPs) qui sont des marqueurs génétiques pour des séquences discrètes d'ADN
à l'intérieur du génome. La combinaison des deux types de technique peut aider
dans l'identification de gènes associés à l'efficience de l'eau et dans l'étude de ses
mécanismes [36].

Accumulation de proline

L'accumulation de proline est l'une des manifestations les plus remarquables du
stress salin et hydrique. Aussi a-t-on cherché à mettre en évidence une corrélation
positive ou négative entre l'accumulation de proline dans les feuilles et la résistance
à la salinité ou à la sécheresse. Le rôle de la proline dans la résistance au stress
salin n'est pas encore élucidé. Il peut s'agir d'un osmoticum dont l'accumulation
cytoplasmique permet de neutraliser les effets ioniques et osmotiques de l'accumu-
lation du sel dans la vacuole [62]. Selon un autre point de vue, l'accumulation de
proline n'est pas une réaction d'adaptation au stress, mais plutôt le signe d'une
perturbation métabolique [10, 22].

L'existence d'une variabilité génétique intraspécifîque pour le potentiel d'accu-
mulation de proline a été mise en évidence chez l'orge. Elle suggère la possibilité
d'une sélection pour ce caractère, en particulier chez les céréales. Singh et al.
montrent, sur cinq variétés d'orge, qu'il y a une relation entre la survie des feuilles
et leur teneur en proline, lorsque les plantes sont exposées à une solution de
polyéthylèneglycol à — 2,0 MPa. Cependant, à l'intérieur de la tribu des Triticées,
cette corrélation est loin d'être générale [76] et il serait hasardeux d'envisager une
sélection sur la base de l'accumulation de proline.

L'accumulation foliaire de proline est également observée chez des plantules de
tomate cultivées sous stress salin (100 et 200 mM NaCl) ou hydrique (—5 et -10
bar polyéthylèneglycol 6000). L'accumulation de proline en présence de NaCl est
plus faible chez les espèces sauvages tolérantes (L. peruvianum et S. pennella) que
chez l'espèce cultivée sensible (L. esculentum). Ceci laisse penser que la proline ne
joue pas un rôle essentiel dans la résistance au sel [67].

A l'image des plantes entières, des cals cellulaires issus de feuilles de tomate
accumulent de la proline en présence de sel : les cals de l'espèce sensible,
L. esculentum, accumulent plus de proline que ceux de l'espèce tolérante,
L. peruvianum [26]. Le même type de réponse est obtenu avec des lignées cellulaires
de Nicotlana sylvestris cultivées in vitro sur un milieu à 1,5 % NaCl : la proline
s'accumule plus rapidement dans la lignée sensible que dans la lignée résistante
au sel [10]. Chez Nicotiana tabacum, cependant, l'accumulation de proline est
positivement corrélée à la survie des lignées cellulaires sur 100 mM NaCl [3,74].

Accumulation de sucres

Les teneurs en saccharose et en amidon des racines et des feuilles semblent
indicatrices du degré de résistance des espèces à la salinité. Une étude comparative
a été menée sur le haricot (très sensible), le riz (sensible), le soja (moyennement
résistant) et le cotonnier (tolérant). Les analyses de sucres ont été faites sur des
plantes de 21 à 35 jours, cultivées pendant sept jours sur des solutions contenant
40 à 60 mM NaCl [46]. Les résultats révèlent que la teneur en saccharose des
feuilles augmente considérablement chez le haricot et plus faiblement chez le riz.
Par contre, elle diminue légèrement chez le soja et plus fortement chez le cotonnier.
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La teneur des racines en saccharose augmente en relation inverse avec la résistance
au sel : l'espèce la plus sensible est celle qui présente la plus forte accumulation
racinaire de saccharose. La teneur en amidon des feuilles est augmentée chez le
haricot, alors qu'elle diminue chez le cotonnier.

Il est possible que ces modifications dans les teneurs en sucres, induites par le
sel, constituent un test commode de prédiction de la résistance au sel des espèces.
Au niveau varietal, la validité du test reste encore à vérifier.

Culture in vitro

La culture in vitro offre la possibilité de caractériser, à un niveau cellulaire, des
marqueurs physiologiques associés à la résistance au sel. Cette technique présente
l'avantage d'un meilleur contrôle des conditions de nutrition, tout en autorisant
la manipulation d'un grand nombre de cellules, ce qui augmente la probabilité
d'obtention de variants avec les caractéristiques souhaités de résistance au sel.

En culture de tissus, des cals cellulaires de feuilles, tiges et racines des deux
espèces sauvages de tomate tolérantes au sel (L. peruvianum et L. pennella) et de
l'espèce cultivée sensible (L. esculentum) présentent les mêmes caractéristiques de
résistance à NaCl que les plantes mères : les cals provenant des espèces tolérantes
se développent mieux sur NaCl et accumulent plus de Na+ et Cl~ que les cals issus
de l'espèce sensible [66]. D'autre part, plusieurs exemples d'acquisition de la
tolérance à la salinité ou au stress hydrique par des lignées cellulaires provenant
de plantes sensibles ont été publiés (Voir Introduction).

La différence de sensibilité au sel de neuf variétés de vigne se retrouve aussi
au niveau de fragments apicaux de tige cultivés in vitro sur des milieux contenant
jusqu'à 100 mM NaCl [1]. De même, des cals d'ovaires immatures prélevés sur deux
espèces d'orge (Hordeum vulgäre et H. jubitatum) expriment in vitro des degrés de
résistance au sel en rapport avec la résistance relative au sel des plantes entiè-
res [42].

La résistance au sel des plantes entières et des cals cellulaires a été également
comparée chez une glycophyte sensible (haricot), une glycophyte tolérante (bette-
rave à sucre) et deux halophytes (Atriplex undulata et Suaeda australis). Les cals
de betterave et de haricot manifestent le même degré de résistance au sel que les
plantes dont ils proviennent. Mais, paradoxalement, les cals des deux halophytes
se développent très peu en présence de sel, ce qui suggère que la résistance au sel
dépend de la complexité anatomique et physiologique de l'organisme entier [61].
A l'inverse, des cellules de riz (Oryza sativa) cultivées in vitro survivent à des
concentrations de 600 mM NaCl, alors que la plante entière supporte difficilement
50 mM NaCl [79].

Ces différents exemples montrent bien que le degré de résistance au sel, exprimé
in vitro, ne reflète pas toujours correctement le degré de résistance au sel de la
plante entière. Par ailleurs, il reste à vérifier que le caractère de résistance exprimé
in vitro se retrouve chez la plante entière régénérée. Actuellement, ceci limite
l'utilisation de la culture in vitro en tant que méthode de sélection pour la résistance
au sel.
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Tests des caractères liés à l'intégration des fonctions physiologiques

Germination et émergence

La germination et l'émergence des plantilles en conditions de stress salin sont
révélatrices d'un potentiel génétique de tolérance à la salinité, au moins à ce stade
de développement de la plante. Chez les céréales, l'émergence est repérée lorsque
la première feuille perce le coléoptile et que les racines séminales atteignent 1,5 cm
de long. Des différences marquées dans la capacité à émerger en milieu salé
apparaissent à l'examen de quatre variétés de triticale. Mais l'étude du compor-
tement de ces variétés au champ ne révèle aucune relation claire entre la
performance au stade jeune et la résistance au sel au stade adulte [41]. Des résultats
similaires sont obtenus sur le blé et l'orge. Dans le cas de l'orge, la comparaison
du test d'émergence des plantules en présence de 400 mM NaCl avec le rendement
au champ des plantes donne un coefficient de corrélation de 0,12 [40], ce qui met
en cause la validité de ce test chez les espèces dont la sensibilité au sel varie avec
le stade de développement.

Croissance, développement et survie

La tolérance au sel s'exprime habituellement en termes de croissance, de rendement
ou de survie. Pour la plupart des plantes étudiées, elle peut être définie par une
équation linéaire simple du type YR = 100 - B (Ke — A), où Yr représente la
croissance ou le rendement, K* la conductivité électrique du sol, A le seuil de
conductivité électrique à partir duquel on observe une baisse de croissance, et B
le pourcentage de réduction de croissance par unité d'augmentation de conductivité
électrique au-delà du seuil A [31, 32].

Chez la laitue (Lactuca sativa), cultivée sous serre sur un milieu sableux et
arrosée avec des solutions nutritives contenant 30 mM NaCl + 15 mM CaCl2, la
production de matière fraîche présente une forte variabilité entre les 85 génotypes
testés [52]. Le même type de réponse est obtenu après un et deux mois de culture
sur sel, ce qui confère à ce test une certaine fiabilité pour l'évaluation de la
résistance au sel aux stades de développement ultérieurs.

Chez le riz, 14 caractères morphologiques ont été mesurés sur six variétés,
cultivées sous serre sur du sable fin à trois niveaux de salinité. Là aussi, les variétés
montrent des différences significatives pour les caractères étudiés. Les interactions
variété/salinité indiquent la possibilité d'une sélection de variétés résistantes au sel
sur la base de trois caractères : poids du chaume, poids de la paille et nombre de
panicules. Le caractère précoce susceptible d'être utilisé dans la prévision du
rendement serait le nombre de talles au stade plantule, en raison de la corrélation
hautement significative qu'il présente avec la longueur et le poids du panicule [29].

Dans les tests de survie, le taux de mortalité est mesuré en fonction de la
concentration de sel dans le milieu. Il permet de définir le paramètre D5o, qui est
le temps nécessaire pour observer 50 % de mortalité. Chez le riz, le D50 varie
suffisamment d'une variété à l'autre pour fournir un critère valable de résistance
au sel. De plus, ce paramètre semble bien corrélé au rendement en grain [17].
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Déterminé sur quatre variétés de riz, il est de 11 jours chez la variété la plus sensible
et de 60 jours chez la plus résistante [77].

Epstein et al. ont testé 5 000 accessions de blé sur la base de la survie des
plantules sur l'eau de mer diluée de moitié [13]. Ils constatent l'existence d'une
variabilité intraspécifique importante. Les variétés les plus sensibles meurent sept
semaines après la germination, alors que les variétés les plus résistantes survivent
plus longtemps, se développent plus vigoureusement, et certaines d'entre elles
arrivent à produire des semences viables. Le test de survie sur eau de mer diluée
montre aussi, chez la tomate, l'indice d'une meilleure performance de l'espèce
sauvage L. cheesmanii en comparaison de l'espace cultivée L. esculentum [40].

Malgré sa fiabilité, l'approche basée sur la survie ou la production de biomasse
pose le problème du choix du critère de sélection pour la résistance au sel.
L'interaction entre le génotype et l'environnement implique que le génotype le plus
performant à une concentration donnée de sel n'est pas nécessairement le meilleur
génotype à une autre concentration, d'où la nécessité d'adopter des critères
appropriés à chaque cas. Aux concentrations salines modérées, le critère de
sélection pourrait être la croissance (cas de la laitue); aux fortes doses, le critère
de survie est plus approprié (cas de la tomate). On peut également se demander
si la sélection doit se faire sur la base d'une haute performance sur sel, ou sur la
base de la stabilité de cette performance aux différentes concentrations de sel
[51,52].

Transports ioniques

Sensibilité à Na+

Chez les glycophytes, certains (le haricot et le riz en sont des exemples classiques)
restreignent le transport de Na+ dans les parties aériennes et maintiennent ainsi
des niveaux de sel relativement bas dans les tissus photosynthétiques. D'autres,
comme le cotonnier ou l'orge, transportent et accumulent de grandes quantités de
Na+ dans leurs feuilles. Ces deux comportements opposés traduisent un paradoxe
apparent : en effet, le premier, qui correspond à une protection des organes aériens
contre l'envahissement par NaCl, s'observe chez les glycophytes les plus sensibles
au sel. Le second, qui autorise l'accumulation de NaCl dans les feuilles, est
caractéristique des espèces les plus résistantes. Ainsi, ce sont les espèces qui
paraissent a priori les mieux armées pour protéger leur appareil photosynthétique
qui supportent le moins bien l'agression saline. Le paradoxe se complique encore
lorsqu'on compare les variétés dans une même espèce : là, on retrouve l'association
que l'on attendait, entre le degré de tolérance et l'aptitude à empêcher Na+

d'envahir les feuilles. Des exemples de ces situations sont donnés ci-après.
En fait, la clé de cette complexité est qu'il existe deux grands schémas de

comportement concernant la distribution de Na+ dans les plantes, permettant de
classer les espèces. A ce niveau (interspécifique), la situation est simple. Les espèces
incapables de transporter facilement Na+ dans leurs feuilles sont nettement plus
sensibles que les autres, car leur inaptitude à exporter Na+ est probablement moins
un caractère protecteur que le reflet d'une déficience des systèmes de compartimen-
tation cellulaire [58]. En effet, ces espèces semblent peu efficaces pour abaisser le
niveau cytoplasmique de Na+, ce qui est peut-être l'une des causes profondes de
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leur sensibilité au niveau cellulaire. Mais l'incapacité à débarrasser le cytoplasme
de Na+ a pour conséquence que cet ion est facilement transporté dans le phloème
chez ces plantes [30, 58]. Il est donc continuellement ramené vers le bas de la
plante, ce qui se traduit par le comportement classique d'exclusion. Ce système
n'est évidemment efficace que si le niveau de salinité du sol reste faible. Mais tant
que cette condition est respectée, la tolérance au sel est d'autant meilleure que
moins de Na+ est exporté vers les parties aériennes. C'est la raison pour laquelle,
à l'intérieur d'une espèce construite sur ce modèle, les comparaisons variétales
montrent que les meilleures tolérances correspondent aux génotypes qui confèrent
au système racinaire une bonne efficacité pour limiter l'accès de Na+ aux feuilles.

La seconde catégorie d'espèces (dites includers) associe la résistance à la salinité
et l'aptitude à transporter de grandes quantités de NaCl dans les feuilles. Il semble
que ces comportements résultent d'une bonne compartimentation cellulaire de
Na+, ce qui explique la tolérance à l'accumulation foliaire, et aussi la faible
conduction de cet ion dans le phloème. Mais ce schéma de tolérance suppose
évidemment un contrôle des quantités accumulées dans les feuilles, qui ne doivent
pas perturber l'équilibre osmotique. Ceci explique que dans une espèce includer
les variétés les plus tolérantes soient celles qui sont les plus aptes à contrôler le
transport de NaCl dans les parenchymes assimilateurs.

En résumé, bien que l'accumulation de Na+ dans les feuilles soit la marque
caractéristique des espèces les plus tolérantes, au niveau varietal, le degré de
résistance au sel est défini par le contrôle exercé sur cette accumulation : pour une
espèce donnée, les variétés les plus tolérantes sont celles qui limitent le plus
efficacement le transport de Na+ dans les feuilles.

Les tomates offrent un premier exemple de la règle selon laquelle les espèces
les plus tolérantes sont celles qui accumulent Na+ dans leurs feuilles. Les espèces
du genre Lycopersicon présentent différents degrés de résistance au sel [64, 65].
L'espèce sauvage, tolérante au sel, L. cheesmanii, est accumulatrice de Na+ dans
ses parties aériennes, alors que l'espèce cultivée sensible, L. esculentum, exclut Na+

de ses limbes [49].
En culture sur sable, des espèces de Lycopersicon et de Solanum, ainsi que des

hybrides Fi de L. esculentum x S. lycopersicoïdes, arrosés avec des solutions
additionnées de 0 à 294 mM NaCl, manifestent des différences dans la croissance
et l'accumulation ionique. L. peruvianum, espèce tolérante au sel, présente les
teneurs les plus élevées en Na+ (1,5 % de la matière sèche foliaire), alors que
5. Lycopersicoïdes et son hybride Fi, sensibles, ont de faibles teneurs en Na+ (0,29
et 0,38 %). L. esculentum, moins sensible, présente des teneurs intermédiaires [44].

Tal et Shannon [69] ont également conduit une étude sur trois espèces sauvages
de tomate (L. cheesmanii, L. peruvianum et Solanum pennella), trois variétés
cultivées de L. esculentum et différents hybrides Fi, cultivés sur des milieux à 100
et 150 mM NaCl. S. pennella montre la plus forte accumulation de Na+ dans ses
feuilles, et L. esculentum les teneurs les plus faibles." Chez les hybrides, les teneurs
sont intermédiaires, avec soit une dominance partielle des parents cultivés, soit une
expression intermédiaire entre parents sauvages et parents cultivés, selon le cas.

Dans le cas du plantain (plantules cultivées pendant 3 semaines sur 0 à 300 mM
NaCl), les vitesses d'absorption de Na+ par la racine sont les mêmes pour l'espèce
tolérante (Plantago marítima) et pour l'espèce sensible (P. media) [14]. Mais le
transport de Na+ dans les parties aériennes est immédiat chez la première, alors
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qu'il présente un temps de latence chez la seconde. La différence essentielle entre
les deux espèces réside au niveau du système de sécrétion des ions dans le xylème
de la racine qui favorise l'exportation de Na+ chez l'espèce résistante au sel.

La comparaison de deux espèces de lupin sur des milieux à 10 et 100 mM NaCl
montre que les plantules de Lupinus luteus sont plus résistantes à NaCl et exportent
plus de Na+ dans leurs feuilles que celles de L. angustifolius [70]. Ce comportement
halophytique est observé paradoxalement chez le Citrus, plante très sensible au sel.
Des plants de 8 mois ont été cultivés pendant 10 à 30 jours sur 50 et 100 mM NaCl.
L'espèce la plus résistante (Citrus reticulata, Mandarinier Cléopatre) accumule plus
de Na+ dans ses feuilles que l'espèce sensible Poncirus trifoliata [72].

Néanmoins, il existe des exceptions à la règle d'une association entre l'impor-
tance du transport de Na+ dans les feuilles et le degré de tolérance dans les
comparaisons d'espèces. Par exemple, le trèfle d'Alexandrie (T. alexandrinum)
présente une meilleure résistance à NaCl que T. pratense dont la croissance est
fortement réduite à 50-100 mM NaCl. Les teneurs en Na+ sont plus faibles chez
l'espèce résistante que chez l'espèce sensible, en raison probablement du contrôle
exercé par la tige sur le transport de Na+ dans les feuilles [75].

Au niveau varietal, la corrélation entre la tolérance et l'aptitude à limiter le
transport de Na+ dans les feuilles est bien illustrée chez le riz. Ce dernier est
considéré comme la plus sensible des céréales à la salinité. En effet, des concen-
trations de NaCl aussi faibles que 50 mM provoquent chez le riz une certaine
mortalité et réduisent de moitié le rendement en grain [32]. Néanmoins, le degré
de résistance au sel diffère selon les variétés. Une corrélation négative existe entre
la survie de plantules de 34 jours, cultivées sur des milieux à 50 et 150 mM NaCl
et leur teneur foliaire en Na+, suggérant que la toxicité du sel est due à
l'accumulation excessive de Na+ dans les feuilles [77]. Cette corrélation, sans être
parfaite, apparaît aussi à l'examen de dix-neuf variétés de riz, testées au stade
plantules, après 6 jours de traitement sur 50 mM NaCl [78].

L'analyse de différents niveaux foliaires, chez quatre variétés de riz, montre que
les variétés les plus résistantes au sel sont celles qui compartimentent Na+ dans
les vieilles feuilles, protégeant ainsi les jeunes feuilles contre les effets nocifs de
ce cation. Les variétés sensibles, en revanche, laissent rapidement envahir par Na+

leurs jeunes feuilles en croissance. Ces différences variétales dans la répartition de
Na+ sur les différents niveaux foliaires posent le problème de la fiabilité des tests
de résistance basés sur la teneur globale des feuilles en Na+, qui ne reflète pas
correctement le comportement de la plante à l'égard du sel [77].

Chez le blé comme chez le triticale [5, 75], la relation résistance au sel/exclusion
de Na+ est confirmée : les variétés les plus résistantes sont celles qui transportent
le moins de Na+ dans leurs feuilles. Il en est de même pour le sorgho, chez lequel
des variétés résistantes au sel ont été sélectionnées sur la base d'une faible teneur
foliaire en Na+ et d'une forte sélectivité en faveur de K+ [43].

Des lignées hybrides de tomate issues du croisement entre L. esculentum et
S. pennella ont été testées pour leur résistance au sel en milieu hydroponique (sable
arrosé avec une solution de Hoagland diluée de moitié et enrichie ou non en NaCl).
Six des 31 lignées étudiées tolèrent une concentration de 100 mM NaCl. Leur
production de matière sèche représente au moins 80 % de celle des plantes cultivées
sur milieu témoin sans NaCl. Toutes les lignées présentent une accumulation de
Na+ dans leurs feuilles, mais à des degrés divers. L'indice de régulation ionique
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(IRI), défini par le rapport des teneurs foliaires en Na+ en présence et en absence
de NaCl, est corrélé négativement à la performance relative des différentes lignées :
les plus résistantes sont celles qui limitent l'accumulation foliaire de Na+ [50].

D'autres tomates hybrides ont été étudiées en case lysimétrique sous serre et à
quatre niveaux de salinité (1,8 à 9,5 dS.m"1). Tout en présentant différents degrés
de sensibilité au sel, ces hybrides se sont révélés plus sensibles au sel que des
variétés plus anciennes de tomate. La production de fruits est bien corrélée
négativement aux teneurs foliaires en Na+ et Cl" [37].

En résumé, la corrélation positive ou négative entre la teneur des feuilles en Na+

et la résistance de la plante au sel permet de considérer la teneur foliaire en Na+

comme un bon critère de tolérance à la salinité, à la condition de distinguer les
comparaisons interspécifiques (corrélation positive) et variétales (corrélation
négative). Cependant, cette relation n'est pas stricte, en raison de l'interaction entre
la vitesse de croissance des tissus et leur vitesse d'absorption de Na+. Par ailleurs,
la compartimentation de ce cation, à l'échelle de la cellule, du tissu ou de la plante
entière, empêche toute corrélation simple entre la teneur moyenne en Na+, la
réduction de croissance et l'apparition de symptômes de toxicité par le sel [8, 79].
La relation entre la teneur moyenne en Na+ dans les feuilles et la performance
sur sel ne peut donc avoir qu'une valeur prévisionnelle pour les dommages que
peut causer l'accumulation de Na+ dans les parties aériennes des glycophytes
sensibles à ce cation.

Recirculation de Na+ par le phloème

Comme on l'a évoqué plus haut, la recirculation de Na+ des feuilles vers les
racines, via le phloème, ainsi que l'efflux de Na+ des racines vers le milieu
contribuent au maintien d'une faible teneur en Na+ dans les feuilles des espèces
sensibles au sel. Selon Lessani, Marshner et Slama, l'importance de cette recir-
culation est un critère fiable pour classer les espèces et variétés selon leur degré
de sensibilité ou de résistance à NaCl [30, 58, 59]. Ainsi, l'application foliaire de
22Na permet de détecter une forte recirculation de Na+ chez des espèces particuliè-
rement sensibles au sel comme le haricot. En revanche, chez les espèces tolérantes
(betterave à sucre), la recirculation de Na+ est pratiquement absente. Meilleure est
la corrélation entre la sensibilité au sel et l'efflux de Na+ dans le milieu. D'une
manière générale, cet efflux augmente avec la sensibilité à NaCl [30]. Mais ni le
maïs, ni le riz, espèces sensibles au sel, ne présentent ce phénomène [30, 77]. Slama
a proposé un test simple de la conduction descendante de Na+ basé sur l'inter-
ruption du transport phloémien par une application de CN~ à la base de la
tige [58].

Sensibilité à Cl~

Chez un certain nombre d'espèces cultivées (soja, orge, citrus), la résistance au sel
est associée à l'exclusion de Cl" des parties aériennes. Dans le cas des Citrus, qui
regroupent des espèces très sensibles au sel, il est admis que les porte-greffes les
plus résistants (mandarinier Cléopatre et lime Rangpur) sont ceux qui limitent le
plus efficacement l'accumulation de Cl" dans leurs feuilles. Les plus sensibles, par
contre (Poncirus trifoliata), absorbent et accumulent d'importantes quantités de Cl"
dans ces organes. C'est ce qui se dégage à l'examen de 12 porte-greffes âgés de
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8 mois et cultivés pendant 6 semaines sur des milieux sableux arrosés avec une
solution à 50 mM NaCl [20]. Cependant, l'expression de la résistance relative sur
la base du rapport des vitesses de croissance en présence et en absence de sel ne
présente pas toujours une bonne correspondance avec le degré d'exclusion de Cl".

Le même type d'approche, conduit sur d'autres porte-greffes de Citrus, confirme
l'existence de différences marquées entre génotypes dans la capacité d'exclusion
de Cl" des feuilles, ainsi que d'une relation satisfaisante entre la réduction de
croissance sur 100 mM NaCl et la teneur foliaire en Cl". La lime Rangpur,
résistante au sel, maintient une faible concentration foliaire de Cl" (68 mM),
contrairement au citronnier Etrog, sensible, chez lequel la concentration de Cl"
atteint 416 mM dans les feuilles [73]. Dans une étude comparative de deux
porte-greffes, cultivés à l'âge de 2 à 3 mois sur des solutions nutritives enrichies
en NaCl, Chérif et al. [9] montrent que les teneurs foliaires en Cl" sont plus élevées
chez le citrange Troyer (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis) que chez le bigaradier
(Citrus aurantium). Or, le premier est réputé plus sensible au sel que le second.

Sur plants de Citrus greffés, la résistance au sel dépend étroitement des
caractéristiques ioniques du porte-greffe, et en particulier de son aptitude à limiter
l'exportation de Cl" dans les feuilles. Ainsi, déjeunes pamplemoussiers Resblush,
arrosés avec une eau salée, présentent des teneurs foliaires en Cl" variables avec
le porte-greffe (0,32 à 2,63 % du poids de matière sèche). La meilleure résistance
et les plus faibles teneurs en Cl" sont obtenues sur le mandarinier Cléopatre et
sur 20 hybrides qui se révèlent aussi résistants au sel que ce dernier [47]. Même
chez les espèces résistantes au sel, comme l'orge, la résistance apparaît fortement
liée à la capacité d'exclusion de Cl" des parties aériennes [63].

Les légumineuses sont considérées comme des espèces sensibles au sel, puisque
leur croissance est généralement diminuée à des concentrations de 50 mM NaCl.
De plus, elles présentent une grande variabilité pour la résistance au sel et plusieurs
d'entre elles répondent à la salinité par l'exclusion de Cl" des parties aériennes.
Selon Läuchll, ce critère peut être pris en considération pour la sélection d'espèces
ou variétés résistantes au sel [27]. Effectivement, chez le soja, la variété résistante
(Lee) maintient ses teneurs foliaires en Cl" à un niveau assez faible, en compa-
raison de la variété sensible Jackson [28]. Chez le trèfle, l'espèce résistante Trifolium
alexandrinum retient plus de Cl" dans ses racines que l'espèce sensible
T. pratense [75]. La réponse du lupin est différente : Lupinus luteus, plus résistant
que L. angustifolius, est pourtant moins efficace dans l'exclusion de Cl" [71].

Déficit anionique

En milieu salé, Cl" inhibe l'absorption et le transport à longue distance des anions
indispensables à la croissance (NOj~ en particulier). Il en résulte un déficit
d'alimentation de ces organes en anions qui peut être estimé par la différence entre
la teneur globale en cations majeurs (Ca2+ + K+ + Mg2+ + Na+) et la teneur
en Cl". Or, la sensibilité au sel des espèces et variétés semble être en relation avec
ce paramètre [58]. Ceci est illustré par l'exemple du blé, chez lequel les variétés
les plus sensibles au sel présentent les valeurs les plus élevées de déficit anionique
foliaire [59].
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Sélectivité ionique : efficacité d'utilisation du potassium en présence d'excès de NaCl

A l'interface racine/sol, l'excès de sel peut limiter l'approvisionnement de la plante
en macroéléments essentiels tels que K+. Mais, la capacité d'absorption ionique,
déterminée génétiquement, diffère considérablement avec les espèces et les variétés.
Une deuxième composante nutritionnelle est l'efficacité avec laquelle l'élément
nutritif absorbé est utilisé pour les besoins de la croissance. Là aussi, une grande
variabilité se manifeste au sein des espèces et des variétés permettant d'envisager
une sélection pour l'efficacité nutritionnelle [18]. L'efficacité d'utilisation de K+

est définie par Makmur et al. comme la quantité de biomasse produite par unité
de K+ absorbé [35].

La comparaison de différentes espèces de tomate, cultivées en conditions
limitantes de K+ (0,5 mM), montre que les espèces tolérantes au sel, L. peruvianum
et L. pennella, ont une plus grande efficacité d'utilisation de K+ que l'espèce
sensible L. esculentum, sans que cette caractéristique soit associée à une plus grande
efficacité de prélèvement de K+ sur le milieu [70].

L'orge présente aussi des différences variétales importantes dans l'efficacité
d'utilisation de K+. Comme chez la tomate, ce paramètre n'est pas lié à l'influx
de K+ dans la racine. Chez 11 variétés d'orge, testées au stade 6 jours sur des
solutions à 3 mM K+, la représentation de la production de biomasse en fonction
de la teneur des organes en K+ montre, après une semaine de culture, une
corrélation hautement significative entre les deux paramètres [25].

L'influx de K+, ainsi que ses paramètres cinétiques KM et Vmax, sont mesurés
sur 10 variétés d'orge en conditions de croissance limitée par K+ (5 uM), dans un
but de prédiction de la performance à plus long terme. L'analyse des paramètres
liés à l'absorption de K+ révèle des différences significatives entre variétés. L'influx
de K+ n'est pas corrélé à la croissance. Par contre, les corrélations KM/poids de
matière fraîche et Vmax/poids de matière fraîche sont significatives et indicatrices
des performances relatives de 7 variétés [18].

Toujours aux faibles doses de K+ (5 à 100 (¿M), des différences nettes dans la
croissance s'observent très précocement entre variétés de blé. Une corrélation
positive existe entre la croissance, la vitesse d'absorption de K+ et son efficacité
d'utilisation [53]. Des résultats similaires sont obtenus chez l'avoine [55].

Dans la racine d'orge, la corrélation entre l'influx de K+ et l'efflux de H+ peut
être à la base d'un test de sélection de variétés d'orge à forte capacité d'absorption
de K+. Des plantules de 5 jours sont mises à absorber pendant 24 h dans des
solutions à 60 \iWÍ K+. L'influx de K+ est mesuré par le traceur 86Rb+, et l'efflux
de H+ à l'aide d'un pH mètre ou d'un indicateur coloré (rouge de méthyle). Cette
technique permet de mettre en évidence, après 15 min d'absorption, des différences
marquées entre 24 variétés testées. Il reste cependant à vérifier que les différences
variétales au stade plantule se retrouvent aux stades de développement ulté-
rieurs [19].

Aptitude de la plante à protéger le système photosynthétique : fluorescence de la
chlorophylle

Les mesures de fluorescence de la chlorophylle constituent une méthode sensible
et très rapide de comparaison entre génotypes pour la résistance à la salinité [60].
Les feuilles sont échantillonnées après 23 jours de traitement sur 100 mM NaCl,
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et les mesures de fluorescence effectuées sur des rondelles de 2 cm de diamètre.
La montée de la fluorescence, induite par irradiation avec la lumière rouge,
correspond à la réduction des accepteurs du PSII, son extinction à la réoxydation
de ces accepteurs. L'évolution de la fluorescence au cours du temps permet de faire
la distinction entre une espèce tolérante au sel (betterave à sucre), une espèce
moyennement résistante (tournesol) et une espèce sensible (haricot).

Conclusion

La résistance au sel apparaît comme un caractère polygénique contrôlé à différents
niveaux d'organisation, de la cellule à la plante entière. La grande variabilité
manifestée par les espèces et les variétés pour ce caractère permet d'envisager la
sélection de génotypes particulièrement bien adaptés au stress salin. Par ailleurs,
la diversité des effets du sel offre une gamme étendue de critères physiologiques
et biochimiques qui peuvent être à la base de tests rapides, utilisables pour un tri
à grande échelle. Aux tests classiques de germination et de croissance (émergence,
production de biomasse, survie) et de nutrition minérale (accumulation foliaire de
Na+ et de Cl", efficacité d'utilisation de K+), s'ajoutent des tests biochimiques plus
récents (accumulation foliaire de proline, de saccharose et d'amidon, fluorescence
de la chlorophylle, synthèse de polypeptides et protéines). La culture in vitro offre
une méthode alternative de sélection de lignées cellulaires résistantes au sel. Enfin,
les techniques de la biologie moléculaire (fragments de restriction) ouvrent de
nouvelles voies pour l'amélioration de l'efficience de l'eau par les plantes.
Néanmoins, la majorité de ces tests manque de fiabilité et des marqueurs
phénotypiques précoces, mais indicateurs d'une performance à des stages onto-
géniques avancés, restent encore à identifier.

Pour des raisons évidentes, les sélectionneurs demandent des tests simples,
applicables à de jeunes plantes. Cet article montre qu'il existe de nombreux tests
répondant à ces critères. Toutefois, dans la majeure partie des cas, l'utilité pratique
des tests n'est pas établie, essentiellement parce que leurs résultats ne sont mis en
relation qu'avec le comportement de très jeunes plantes au stade végétatif, élevées
dans des conditions très éloignées de celles de la culture au champ. Il est clair que
la valeur prédictive de ces tests pour le rendement réel des cultures ne peut être
encore évaluée. Cette évaluation nécessitera la conduite simultanée des tests en
laboratoire et des expérimentations agronomiques.
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Problèmes soulevés par les tests précoces
de la productivité

B. KOUAMÉ

Chargé de recherche, Station principale de la ME 13. BP 989 Abidjan 13, PK30,
Côte-d'Ivoire

Résumé

L'amélioration varietale est une voie génétique longue, délicate et complexe, en
particulier pour les plantes perennes.

Les critères de sélection habituellement utilisés sont nombreux; cependant, dans
les tests précoces, seuls les caractères physiologiques et les caractères causaux
directement liés à la production ou à un caractère agronomique sont considérés comme
critères véritables.

Les tests précoces utilisant ces caractères comme paramètres constituent donc un
moyen de prédiction efficace de la productivité.

Cependant, la mise au point de ces tests doit obéir à certaines contraintes
expérimentales (randomisation, répétabilité, conformité, validité statistique). Ainsi,
les problèmes peuvent apparaître :

-au niveau des conditions expérimentales;
- au niveau de la conformité et de la validité des résultats;
- au niveau de l'automatisation des mesures expérimentales;
- au niveau des comparaisons des résultats obtenus en laboratoire et ceux en

champs.
Ces contraintes peuvent être néanmoins levées en suivant, une procédure systémati-

que. Ce qui paraît important en utilisant les tests précoces, c'est que ceux-ci rendent
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la sélection plus efficace (résultat par rapport au coût) et qu'ils puissent influer sur
le choix d'un schéma d'amélioration.

Les résultats espérés sont difficiles à apprécier dans l'immédiat dans le cas des
plantes perennes, compte tenu du temps nécessaire pour obtenir des données repré-
sentatives de la valeur génétique des croisements.

Introduction

L'amélioration varietale est un mécanisme délicat et long qui tient compte de divers
facteurs : génétiques, physiologiques, et pédoclimatiques.

Cette amélioration peut utiliser les techniques de la génétique, du génie
génétique, de la biochimie, de la physiologie et de la biotechnologie.

L'objectif final de cette amélioration est d'obtenir un matériel performant haut
producteur et tolérant aux stress environnementaux. Les voies utilisées pour y
parvenir peuvent être plus ou moins longues et différentes selon que nous avons
affaire, à des plantes autogames ou allogames, et annuelles ou perennes.

Compte tenu de la longueur des cycles de sélection chez les espèces perennes,
un certain nombre de tests sont recherchés en vue d'accélérer le processus
d'amélioration et de raccourcir ainsi la durée des cycles.

Des difficultés pratiques peuvent apparaître au cours de l'application et
l'interprétation des résultats de ces tests sur le terrain.

La présente note a donc pour but de présenter et de discuter des problèmes
soulevés par les tests précoces de productivité en général et en particulier chez le
palmier à huile.

Notre exposé comportera cinq points :
— but du test précoce ;
— critères de sélection;
— dispositifs expérimentaux;
— application : exemple du palmier à huile;
— problèmes liés au test;
— conclusion.

But du test précoce

Le test précoce est un moyen technique rapide utilisé par les sélectionneurs pour
prédire et anticiper les conclusions d'une expérimentation. En matière d'amélio-
ration des plantes, c'est la technique qui permet de prédire la valeur d'un génotype
pour un caractère agronomique. Le test doit s'intégrer parfaitement dans un schéma
d'amélioration et pouvoir augmenter l'efficacité de la sélection.

Divers moyens techniques peuvent être utilisés :

— mesure des caractères physiologiques (croissance, vigueur, caractères structu-
raux) ;

— dosage d'activités enzymatiques (vitesse de réaction, affinités, activités
spécifiques) ;
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— analyses électrophorétiques (isoenzymes, polymorphisme),
— dosages chimiques d'oligoéléments ;
— analyses chromatographiques ;
— test d'inoculation en champ.

Ces différentes techniques permettent d'obtenir des données expérimentales
susceptibles d'être analysées statistiquement.

Les résultats obtenus par le test précoce sont à comparer à ceux attendus de
l'expérimentation à grande échelle.

Les critères de sélection précoce

En 1966, Polinière et d'Auzac ont étudié divers caractères structuraux, physiolo-
giques, techniques et ont proposé de classer les caractères potentiels utilisés à la
sélection de l'hévéa [10] :

— caractères causaux, en relation de cause à effet avec la production (c'est le
cas de l'indice d'éclatement des lutoïdes et de l'activité de l'invertase) ;

— caractères corrélatifs liés au métabolisme de la production (c'est le cas des
teneurs en magnésium et en saccharose et de la proportion d'extrait sec);

— caractères de vocation sans rapport connu avec le métabolisme.

Dans ce contexte, un caractère ne pourra être retenu comme critère de sélection
précoce que si sa liaison avec des caractères agronomiques a une validité statistique
prouvée; ce qui se produira avec une forte probabilité s'il s'agit d'un caractère
ayant une signification biologique, c'est-à-dire un caractère causal [9].

Dans le cas spécifique du palmier à huile, les activités respiratoires des
mitochondries, les activités photosynthétiques d'une part, les structures protéiques,
la teneur en potassium (K+), les poids de régimes ou d'huile, les caractères de
tolérance ou de résistance aux maladies et aux stress d'autre part, constituent les
causes ou les conséquences d'une activité métabolique intense.

Ainsi, les paramètres mitochondriaux, en particulier le rapport ADP/O, sont les
conséquences des activités physiologiques et biochimiques qui se déroulent non
seulement au niveau des mitochondries, mais également au niveau de la plante
entière.

Les liaisons étroites entre activités mitochondriales et production de régimes
démontrées chez le palmier à huile plaident en faveur de la classification des
paramètres déterminés en caractères causaux et corrélatifs, car ils sont liés à la
biologie même de la plante [4, 5]. La possibilité de discrimination par analyse
statistique des données biologiques prouve bien leurs caractères causaux.

La validité des critères de sélection repose sur un dispositif expérimental qui
devra rendre crédible le test précoce envisagé.
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Dispositifs expérimentaux

Dans une expérience, l'expérimentateur a une idée a priori sur le phénomène à
étudier et il doit choisir un modèle statistique. Cependant, quelles que soient les
précautions prises, il subsiste toujours des facteurs non maîtrisés, qui constituent
des causes d'erreurs. Il en résulte un écart entre la valeur mesurée, qui n'est qu'une
estimation, et la valeur réelle des paramètres. Son importance s'évalue par
I'« erreur résiduelle ». Afin de réduire les conséquences de cette erreur résiduelle
sur l'estimation des paramètres, l'expérimentateur est tenu de prendre des dispo-
sitions qui sont de deux ordres :

Différentes étapes doivent être nécessairement suivies :
— choix du nombre de répétitions par objet;
— choix du nombre d'échantillons par répétition;
— choix du nombre d'individus par échantillon;
— randomisation systématique de l'échantillonnage, quels que soient les fac-

teurs pris en compte, afin d'éviter les effets liés à la subjectivité de l'opérateur ou
aux facteurs systématiques non maîtrisés.

Plusieurs précautions au cours de l'expérimentation doivent être également prises :

— recherches et utilisations des conditions standardisées (milieux, pH, pression
osmotique) ;

— acquisitions correctes des données car une erreur commise sur une mesure
ne doit pas influencer l'erreur faite sur une autre.

Ainsi, dans le cadre des mesures des activités respiratoires des mitochondries
de palmier [4], un certain nombre de critères sont pris en compte pour réduire au
maximum la variabilité :

— un choix et une utilisation d'organes végétaux ayant le même état physiologi-
que (apex de racines de plants de pépinière élevés dans les mêmes conditions);

— une quantité toujours égale de matière fraîche (10 g) quel que soit le
croisement;

— préparation d'une seule solution de substrat de réaction et d'un milieu de
broyage unique valable pour une série d'essais au cours de l'année constituant la
campagne de mesure;

— un même manipulateur pour le broyage qui est manuel ;
— un même manipulateur pour les mesures faites à l'oxygraphe ;
— un dosage des protéines le même jour pour les échantillons d'une même

répétition ;
— la détermination des paramètres sur les tracés oxygraphiques par le même

manipulateur pour une série de mesure;
— la standardisation des données des tracés oxygraphiques afin que l'erreur

standard n'excède pas 10%, performance acceptable comme pour la plupart des
études quantitatives sur les mitochondries isolées [2].

Cependant, la standardisation des tracés oxygraphiques n'est pas matériellement
possible si la concentration en protéines mitochondriales est trop élevée dans le
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milieu [9]. Dans ce cas, la vitesse de la consommation d'oxygène est tellement
rapide qu'il est impossible d'enregistrer plusieurs cycles successifs avant anaéro-
biose totale du milieu.

Par ailleurs, les mitochondries végétales présentent un phénomène d'autosti-
mulation du transfert d'électrons au cours des additions successives d'ADP [9].

Dans le cas des mesures effectuées sur les mitochondries isolées de racines de
palmier à huile, les valeurs les plus homogènes et les plus reproductibles ont
généralement été enregistrées au cours des cycles 2, 3 et 4 correspondant à 60 %
d'oxygène consommé dans le milieu réactionnel (fig. 1) [4].

Le prélèvement de quantités identiques de protéines mitochondriales peut
entraîner également des erreurs si les prises d'essais sont trop petites. Mais le
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problème a été résolu en homogénéisant la suspension à l'aide d'un pinceau doux
et en prélevant 500 microlitres de cette suspension par prise d'essai.

Ainsi, pour que l'analyse statistique soit valable, il faut que les mesures soient
répétées au moins six fois. En fait, pour la comparaison des hybrides, on a
déterminé que douze répétitions constituaient un optimum.

La détermination de la moyenne (m) des répétitions et de l'écart type correspon-
dant permet d'apprécier la variabilité et la répétabilité des mesures.

L'analyse de variance sur les mesures obtenues est un test d'égalité des
moyennes à partir d'une probabilité donnée. Lorsque la statistique F (Snedecor)
est significative, on conclut à une différence des moyennes ; dans ce cas, on utilise
le test de Duncan [1], au seuil 5 % pour comparer ces moyennes.

Application : exemple du palmier à huile

Exploitation statistique

Toutes les dispositions expérimentales et statistiques étant prises, nous avons pu
mettre en évidence l'hétérosis mitochondriale. La possibilité d'application des
résultats dans le tri précoce de plusieurs croisements a été tentée [4, 6].

L'établissement d'un test précoce fait intervenir deux étapes essentielles : la mise
au point du test et sa validation.

La mise au point est caractérisée par le respect des dispositifs, un nombre
relativement élevé d'essais, l'étude de la répétabilité des mesures ainsi que la mise
en évidence de corrélations positives entre les mesures expérimentales effectuées
dans plusieurs essais différents et les caractères agronomiques connus.

La validation du test consiste en la confrontation des résultats expérimentaux
obtenus en laboratoire avec les résultats physiques et agronomiques obtenus en
champ. Dans notre cas, les résultats expérimentaux doivent être en relation positive
avec les caractères agronomiques mesurés sur les mêmes matériels quelques années
plus tard.

Premiers résultats

Rappelions que le test exploite la relation entre la production des arbres adultes
en poids de régimes (moyenne 6-9 ans) et les paramètres mitochondriaux observés
sur des plants de pépinière [4].

Le test mitochondrial a été effectué en 1983 sur 38 croisements appartenant à
l'essai LMGP43 dont le but est d'améliorer des croisements interrorigines (Dura
dèli x T ou Pisifera de la ME). Les mesures ont été réalisées sur des plants de
pépinière (6 à 8 mois).

L'analyse de variance des valeurs obtenues a donné un F significatif à 5 %.
Le test de Duncan a permis de faire des comparaisons et de constituer trois

classes homogènes de ces croisements.
Vingt croisements dont le témoin L2T x D10D ont été choisis sur les critères

ADP/O pour être plantés (52 % des croisements).
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Trois ans, puis quatre ans après la plantation, les premières productions des
croisements en champs ont été confrontées aux paramètres ADP/O déterminés 3
ou 4 ans auparavant.

Le tableau I récapitule ces croisements avec leur production à 3 ans, 4 ans, la
moyenne 3-4 ans d'une part et la valeur ADP/O déterminée 3 et 4 ans auparavant,
correspondante à chaque croisement.

(a) correspond au classement de chaque croisement à 3 ans, 4 ans et 3-4 ans
et (b) le classement par la valeur ADP/O.

L'analyse de ce tableau conduit à plusieurs réflexions :
— à 3 ans, le coefficient de corrélation entre production et ADP/O est

r = 0,44 significative à 5 % avec 18 ddl ;
— à 4 ans, la corrélation est non significative;
— à 3-4 ans, la corrélation est positive mais non significative, r = 0,40.

L'existence de corrélation positive et significative peut constituer une preuve de
la concordance des premiers résultats en champs avec les paramètres mitochon-
driaux calculés a priori.

Il faut noter que les croisements issus de D115D x L2T sont en moyenne en
tête pour les valeurs ADP/O; ils le sont également en ce qui concerne les
productions à 3 ans et la moyenne 3-4 ans, la production à 4 ans étant anorma-
lement basse.

Ainsi, le croisement LM10644 classé premier par le test mitochondrial a été
classé premier pour la production à 3 ans, 7e à 4 ans; et premier en moyenne 3-4
ans.

Le croisement LM 10378, classé 20e au niveau du test mitochondrial, est classé
20e pour sa production à 3 ans, 5e à 4 ans et 18e à 3-4 ans.

L'instabilité observée dans l'évolution des productions est due aux variations
des conditions du milieu (climat, ravageurs, etc.). En conséquence, de profonds
changements ont eu lieu dans le classement des croisements entre 3 et 4 ans, dus
à une diminution brutale du nombre de régimes. Les paramètres ADP/O sont restés
constants car déterminés 3 ou 4 ans auparavant.

Le tableau II récapitule les croisements regroupés par origine génétique
parentale. Six groupes ont été constitués avec malheureusement un nombre inégal
de croisements pour chaque groupe. Ce tableau montre que les croisements ayant
L2T ou la combinaison (L5T x L2T) comme parent mâle ont les productions les
plus élevées à 3 ans et 3-4 ans, ils ont également les meilleurs ADP/O.

Tableau II. Récapitulation des combinaisons testées en champ.

D115D
D115D
D115D
D115D
D115D
D115D

x
x
X
X
X
X

Origine

L2T
(L5T x
(L5T x
(L5T x
L10T
L5T

L2T)
L10T)
L10T)

Nombre de
croisements

8
4
2
2
2
1

Production

3 ans
x

91.364
89.927
80.250
78.392
75.531
69.587

4 ans
x

46.405
48.217
49.500
51.092
45.520
53.435

3-4 ans
x

68.947
69.072
64.875
64.742
60.376
61.512

ADP/O
x

1,43
1,46
1,40
1,41
,38
,34
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Bien que le nombre de degrés de liberté soit faible (4) ces coefficients sont
significatifs (sauf à 4 ans), les coefficients de corrélation production-ADP/O
obtenus sont les suivants :

- à 3 ans, r = 0,930***
- à 4 ans, r = 0,493 NS
- à 3-4 ans, r = 0,886***.

Les paramètres mitochondriaux sont donc globalement correlés à la production
de régimes. Cependant, il faut noter que les variations plus ou moins cycliques de
la production rendent nécessaire son observation sur une longue période (3 à 9 ans)
pour obtenir une estimation correcte de la valeur génétique des croisements.

Problèmes liés au test de tri précoce

La confrontation et la comparaison des paramètres obtenus en champ et ceux
mesurés en laboratoire montrent quelque fois des divergences liées à des difficultés
de plusieurs ordres, entravant les interprétations ultérieures :

Conditions expérimentales

La mise au point d'un test suppose que celui-ci remplisse certaines conditions
expérimentales standards qui doivent être maintenues de façon permanente.

Tout changement d'un des facteurs modifie évidemment la précision du test.

Automatisation des tests précoces

Tout test réalisé avec des appareils fonctionnant de façon automatique réduit
considérablement les sources de variabilité. Cependant, il est difficile de trouver
actuellement des équipements permettant d'automatiser la mesure du paramètre
ADP/O. Les résultats obtenus sont donc influencés par les conditions expérimenta-
les.

Répétabilité

Si toutes les conditions expérimentales sont réunies, le test précoce doit être
répétable dans le temps, l'action du manipulateur étant prépondérante ; toute
défaillance humaine entraîne indubitablement des erreurs incontrôlées qui affec-
tent considérablement les résultats des tests.

Conformité

Très peu de test précoces permettant de prédire la productivité ont jusque-là donné
entière satisfaction, soit parce qu'il est difficile d'avoir les mêmes conditions
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expérimentales, soit parce que l'automatisation de la collecte des mesures reste
encore impossible.

De plus, une fois que le test précoce est effectué, il est difficile de concilier les
résultats en laboratoire avec ceux obtenus sur le même matériel choisi plusieurs
années avant et mis en place en champ.

L'exemple présenté ici montre que l'hétérogénéité des conditions du milieu
devient un facteur limitant des corrélations recherchées; cette hétérogénéité étant
essentiellement due aux conditions climatiques et aux stress environnementaux.
C'est pourquoi, il est nécessaire de contrôler la validité du test à partir de moyennes
de production calculées sur au moins quatre années.

Conclusion

A chaque plante correspond toujours un schéma d'amélioration qui lui est adapté,
mais la longueur des cycles de sélection de certaines espèces fait que l'emploi d'un
test précoce peut de toute évidence réduire considérablement les durées de
sélection.

Ce test peut intervenir aussi bien en amont qu'en aval d'un schéma d'amélio-
ration, ou même au niveau des tests comparatifs des hybrides.

La difficulté majeure dans le cas d'un test précoce est de trouver des relations
satisfaisantes entre les résultats expérimentaux et les valeurs des caractères
agronomiques en champ; néanmoins, un test précoce a a priori de nombreux
avantages chez le palmier à huile :

— il est plus efficace lorsqu'il est effectué en amont des tests comparatifs
d'hybrides ;

— il permet de choisir à l'avance au stade très précoce, les hybrides susceptibles
d'être testés en essai comparatif et présentant les meilleures aptitudes à la
combinaison;

— il permet également de réduire de façon considérable la durée d'une
génération par le choix des meilleurs hybrides.

Dans tous les cas, l'objectif est de parvenir à une augmentation considérable
de la production à partir des choix précoces des hybrides les plus productifs.

La maîtrise de tous les problèmes soulevés par le test précoce permettra sans
aucun doute de faire une économie des moyens mis en œuvre, ce qui est un aspect
fondamental chez le palmier à huile à cause de la longueur des cycles de sélection.
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Méthode d'évaluation du comportement
du palmier à huile vis-à-vis de la fusariose
vasculaire due à Fusarium oxysporum f.sp.
elaeidis. Résultats
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Résumé

L'inoculation de plantilles de palmiers à huile avec le Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis
au stade de la prépépinière permet d'évaluer précocement le comportement du matériel
végétal. Le test est appliqué à l'ensemble des croisements résultant du programme
général d'amélioration du palmier à huile et aux croisements destinés aux plantations
en zone fusariée. Il permet d'identifier les sources de résistance au niveau des
géniteurs en particulier et d'évaluer le comportement général de la descendance d'un
croisement donné, et ainsi d'orienter le choix du matériel végétal à produire et à
planter.

Les clones inoculés dans les mêmes conditions se comportent comme les croisements
sexués, avec une gamme étendue de réponse, mais on ne peut actuellement dégager
de règle générale entre le comportement d'un clone et le croisement duquel il est issu.

Les tests effectués sont confortés par les résultats au champ. La diminution
progressive de la maladie en plantation en zone fusariée confirme le bien-fondé de
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la politique mise en œuvre depuis plus de vingt ans pour sélectionner un matériel
végétal tolérant à la fusariose.

Introduction

La fusariose du palmier à huile due à Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis est la
maladie la plus importante du palmier à huile en Afrique. La lutte chimique contre
un champignon vasculaire d'origine tellurique est impensable pour une plante
perenne en grande surface, et la recherche de matériel végétal tolérant constitue
la seule voie qui permette de lutter efficacement contre la fusariose. Cette sélection
est basée sur un test d'inoculation de jeunes plantules au stade de prépépinière et
sur le comportement au champ des palmiers en zone fusariée. Ces tests sont
également appliqués aux croisements destinés aux essais comparatifs de descen-
dances et aux introductions de matériel végétal pour identifier les sources possibles
de résistance. Plus récemment, le même dispositif a été appliqué sur les clones de
palmiers à huile afin d'en évaluer leur comportement vis-à-vis de la fusariose.

Matériel et méthodes

Toute l'expérimentation est basée sur l'inoculation de plantules de prépépinière
âgées de un mois et demi à deux mois. Le matériel sexué issu de graines, tout
comme les plantules de clones, est soumis au même mode d'inoculation. L'ino-
culation a lieu au collet de la plantule, préalablement dégagé de la terre qui
l'entoure, pour laisser apparaître la base des racines et les radicelles les plus
superficielles.

L'inoculum est obtenu par broyage d'une culture âgée de cinq jours du Fusarium
oxysporum f.sp. elaeidis ; chaque plantule reçoit 20 ml du broyât contenant en
moyenne 3,5 x 106 propagules.

Un dispositif en bloc à huit répétitions est adopté pour conduire ces tests; la
parcelle élémentaire comporte vingt plantules. Chaque clone est ainsi testé sur 160
plantules.

Des observations mensuelles, basées sur les symptômes externes de fusariose
(rabougrissement des jeunes feuilles, jaunissement, éventuellement mort du plant),
sont réalisées chaque mois et une lecture définitive est effectuée entre cinq et six
mois après l'inoculation.

Cette lecture est complétée soit par la dissection du pseudobulbe pour une
confirmation des symptômes externes, soit par de nouvelles observations durant
encore cinq à six mois après repiquage des plants en pépinière dans le cas des
clones en particulier.

L'indice de fusariose obtenu à partir des symptômes à cinq mois est calculé par
la formule suivante :

% de plants fusariés du croisement x 100

% moyen de plants fusariés de l'ensemble des croisements testés dans le test
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Dans le cas du matériel clonal, représentant une nouveauté par rapport au
matériel sexué, il est prévu de tester chaque clone au moins dans trois séries
différentes de trois tests.

Le matériel végétal sexué, testé pour son comportement vis-à-vis de la fusariose,
provient des différents programmes de sélection :

— Programme général d'amélioration du palmier à huile [1] dont le schéma
repose sur le principe de la sélection récurrente réciproque :

• croisements et autofécondation de Dura, de Tenera et de Pisifera d'origines
diverses (La Mé, Yangambi, Sibiti, Nigeria, Yocoboué);

• croisements DxT, TxD, D x P faisant partie du programme de tests d'apti-
tude à la combinaison entre arbres de l'origine Deli et les autres origines.

— Programme d'introduction de nouveaux E. guineensis ;
— Programme d'étude et d'amélioration de VE. oleifera ;
— Programme de production de semences consistant à rechercher des croise-

ments tolérants reproduisant des hybrides bons producteurs à partir des tests
d'aptitudes à la combinaison.

Résultats des tests précoces d'inoculation

Caractérisation globale des différentes catégories

Le test en prépépinière effectué sur un grand nombre de croisements d'une même
catégorie a permis de caractériser chacun de ces hybrides (Tableau I). Les
croisements d'indice inférieurs à cent plantés au champ ont des comportements
conformes au test; plus l'indice de la catégorie est faible, meilleur est le comporte-
ment au champ [2].

Caractérisation des géniteurs

Choix des arbres dans la population d'origine

La comparaison des résultats des différents tests montre que certains géniteurs
transmettent à leur descendance un comportement sensiblement constant qui se

Tableau I. Classification des catégories sur la base de l'indice de prépépinière et du
comportement au champ.

Catégorie

D115D x L2T
D5D x L5T
D118D x L2T
DIOD x L2T
D118D x L451T
D407D x L451T

Nombre de
croisements

testés

92
33
55

428
44
65

En

%

<1

74
55
67
60
57
15

pépinière

croisement
Indice

00 >100

26
45
33
40
43
85

Moyenne

79
95
87
91

100
132

Nombre
d'arbres
plantés

7869
5048
9922

31603
8987
1469

Au champ

Fusariose

1,0
1,1
1,9
2,0
2,1
3,8

Indice
moyen

64
81
75
78
81
90
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caractérise soit par une résistance notable, soit par une grande sensibilité. Cette
propriété apparaît quand on considère l'indice moyen (Ig) d'un géniteur obtenu
à partir de la moyenne des indices des croisements dans lesquels le géniteur
intervient. On a pu mettre en évidence l'influence prépondérante du géniteur
Pisifera dans le comportement des croisements. C'est ainsi qu'un arbre tel que le
L498P (Ig = 77) donne, dans 54 croisements effectués avec 38 Dura différents,
44 croisements d'indice inférieur à 100, alors qu'un palmier comme le L322P
(Ig = 127) croisé avec 25 Dura différents produit 34 croisements sur 38 ayant un
indice supérieur à 100. La variabilité des Dura est faible mais on a pu déceler que
les Dura D115D et L269D croisés avec L2T transmettent une très bonne résis-
tance [3].

La même démarche permet de repérer à l'intérieur de nouvelles introductions
les arbres renfermant des caractères de tolérance. Le Tableau II présente la
variabilité existant entre les différents arbres testés dans les populations de Elaeis
oleifera d'Amérique latine. Les origines La Brisa, Armuelles se caractérisent par
un pourcentage élevé d'arbres avec un très faible indice [4].

Tableau II. Comportement vis-à-vis de la fusariose de E. oleifera de diverses origines et
de ses croisements avec E. guineensis.

Origines

E. oleifera
(toutes origines confondues)

Hybrides E. oleifera x E. guineensis
Brésil (Belem)
Colombie
- San Alberto
- Montería

La Brisa
Villa Coral
La Florida
Bella Vista
Aguas Vivas

Panama
- Armuelles
- Sona
- Guabala
Costa Rica
- Golfito
- Limon
- Quepas

Nombre de
E. oleifera

46

10

9

15
4
3

10
9

11
4

13

12
11
8

índice
moyen

58

168

90

56
107
113
117
136

21
74
87

92
105
146

% d

< 100

80

10

78

80
50
33
30
33

91
50
69

58
45
50

l'arbres donnant
des indices

> 100

20

90

22

20
50
67
70
67

9
50
31

42
55
50

compris
entre

0 et 20

35

0

0

40
0
0

10
11

82
25
54

42
36
38
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Comportement des géniteurs issus d'autofécondation

La reproduction des croisements les plus tolérants est obtenue à partir de
combinaisons entre Dura et Pisifera résultant respectivement des autofécondations
des Dura et Tenera parentaux.

• Cas des Pisifera
Le regroupement des croisements issus d'un Pisifera donné permet d'attribuer à
ce Pisifera un indice moyen reflétant son aptitude générale à la combinaison par
la tolérance à la fusariose. Cet indice correspond à la moyenne des indices des
croisements issus du Pisifera considéré.

La figure 1 représente la distribution des indices des Pisifera issus des
autofécondations de L2T.

Le Tableau III résume le comportement des Pisifera les plus sensibles et les plus
tolérants : l'arbre L1581P obtient un indice de 70 basé sur 49 croisements, dont
45 se montrent plus tolérants que la moyenne (I < 100); à l'inverse, L2255P obtient
un indice de 124 basé sur 62 croisements dont 44 sont sensibles à la fusariose. Ceci
démontre le grand intérêt d'analyser l'aptitude des Pisifera dérivant de l'autofécon-
dation de L2T pour diriger la production de semences tolérantes à la fusariose.

• Cas des Dura
La reproduction de l'hybride D115D x L2T constitue actuellement la source la plus
importante de matériel tolérant à la fusariose.

On vient de voir l'importance du parent Pisifera mais il existe également une
certaine variation entre les Dura issus de D115D. Ainsi, en lre génération,
l'ensemble des Dura de l'autofécondation de D115D a un indice moyen de 94, les
croisements étant d'autant plus tolérants que le partenaire Pisifera est tolérant. En

30

25

20

15

10

5

0

% DES CROISEMENTS

26.4
24 8

147 15.5

10.8

- i
- t
- i
- t

- 8 0 81-90 91-100 101-110 111-120 +120

INDICES

Figure 1. Dispersion des indices moyens des pisifera de L2T AF.

I S Graphe A
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Tableau III. Pisifera résistants ou sensibles.

Pisifera

D 2878 P
D 2883 P
D 2892 P
D 2896 P
L1574P
L1577 P
L1581 P
L1585P
L1586P
L1590P
L 1593 P
L1594P
L1607 P
L 2235 P
L 2245 P
L 2247 P
L 2258 P
L 2259 P
L 2267 P
L 2274 P
L 2275 P
L 2280 P
P2551 P
P2553P
P2555P
P2557P

Série 136

Série 130

Série 134

Géniteurs

Im

79
80
78
84
87
80
70
80
86
89
83
83
87
72
87
90
75
86
87
81
62
81
80
87
79
81

prépépinière

pépinière

prépépinière

tolérants

n.cr. <

24
19
6
6

21
2

49
4
7

41
11
6

28
10
25
7
2

23
20
16
7

17
18
9

33
27

100

20
15
5
5

15
1

45
3
5

26
7
4

17
8

16
4
2

17
11
13
7

10
14
7

29
22

> 100 Pisifera

4
4
1
1
6
1
4
1
2

15
4
2

11
2
9
3
0
6
9
3
0
7
4
2
4
5

D 2885 P
D 2886 P
D2887P
L 1563 P
L1571 P
L1575 P
L1576 P
L1580P
L1587P
L1604 P
L 1608 P
L 2226 P
L 2233 P
L 2234 P
L 2239 P
L 2243 P
L 2246 P
L2255P
L 2256 P
L 2264 P
L 2268 P
L 2270 P
L2271 P
L 2277 P
L 2279 P
L2461 P
L 2464 P
L 2474 P
L 2475 P
L 2476 P
P2559P

130
pépinière

(n
0,78
= 29)

Géniteurs s

Im

123
122
118
116
122
114
111
110
118
150
110
111
113
125
115
113
121
124
112
112
112
111
113
120
113
117
113
114
144
116
110

134
prépépinière

0,86
(n = 15)

0,92
(n = 15)

sensibles

n.cr.

2
10
7
1
9

10
13
18
19

1
12
22
50
14
16
24
13
62
32
19
12
20

4
67
23
15
12
10
3

27
14

< 100

1
4
2
0
3
4
5
5
7
0
5
9

15
2
6

10
3

18
11
5
3
6
2

24
11
5
7
4
0
8
6

136

> 100

1
6
5
1
6
6
8

13
12

1
7

13
35
12
10
14
10
44
21
14
9

14
2

43
12
10
5
6
3

19
8

prépépinière

0,5C
(n =

0,81
(n =

0,86
(n =

I

15)

15)

15)

Im : indice moyen; n.cr. : nombre de croisement.
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2e génération, les descendants des Dura précédents montrent des niveaux de
tolérance sensiblement différents, l'influence des Pisifera étant inchangée (Ta-
bleau IV).

Des informations analogues ont été obtenues sur d'autres reproductions
d'hybrides (D115DxL269D) x L2T, (D5D x D3D) x L2T, D5DxL2T.

Il apparaît alors qu'à partir d'un matériel globalement tolérant, (D115DxL2T)
ou (D115Dx L269D) x L2T, il existe encore des possibilités d'amélioration en
éliminant les géniteurs manifestant des caractères de sensibilité.

Caractérisation du matériel clonal

Au total, 37 clones ont été testés au moins une fois au cours de ces trois dernières
années. Le Tableau V regroupe dans l'ordre chronologique, par série, l'ensemble
des résultats obtenus dans les six séries de tests. Il indique également les
croisements dans lesquels les têtes de clones ont été choisies ainsi que l'indice de
fusariose lorsqu'il est connu.

D'une série à l'autre, des points communs apparaissent au niveau des com-
portements extrêmes. La relation qui existe entre ces séries sont précisées par le
calcul des coefficients de corrélations.

Ces corrélations montrent que les résultats de la série 136 sont en accord avec
ceux des séries 134 et 130. De même pour la série 130, il existe une bonne
corrélation entre les résultats de prépépinière et de pépinière.
La moins bonne corrélation (0,50) entre la série 136 (prépépinière) et la série 130
(pépinière) provient sans doute du fait du faible pourcentage de plants fusariés de
la série 130.

Les tests effectués sur les clones apportent des informations sur le comportement
d'un clone dans différents domaines :

— d'une manière générale, le comportement d'un clone se maintient d'un test
à l'autre. Ceci se traduit par un résultat bien marqué par rapport au niveau d'indice

Tableau IV. Caractérisation de Dura reproduisant Dl 15D x L2T en V* et en 2e génération.

Stades

1™ génération

2e génération

Moyenne

Parents

D115D AF

L2344D AF
L2331D AF
L2346D AF
L2513D AF
L3394D AF
L2509D AF
L2347D AF

Im

94

103
79

114
103
81
89
98
95

n.cr.

385

14
17
16
8

13
19
32

119

< 100

229

6
13
8
4

10
13
20
74

>100

156

8
4
8
4
3
6

12
45

Imp

99

101
95

100
102
94
97
95
97

Pt

81

101
60
78

141
77
76
90
81

(93)

(4)
(8)
(4)
(D
(6)
(8)

(13)
(44)

Pst

95

93
86

117
91
80
96
92
95

(206)

(7)
(6)
(8)
(5)
(5)
(7)

(14)
(52)

Ps

106

127
119
145
112
95

106
136
123

(85)

(3)
(3)
(4)
(2)
(2)
(4)
(5)

(23)

Imp = Indice moyen des Pisifera.
Pt = Pisifera tolérants.
Pst = Pisifera standard.
Ps = Pisifera sensibles.
( ) = Nombre de croisements.
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100. Sur 23 clones testés au moins 2 fois, 7 clones (30 %) ont des indices fluctuant
de part et d'autre de 100 (Tableau VI);

— des clones issus de palmiers différents d'un même croisement peuvent avoir
des comportements différents (Tableau VII) :

— bien que l'obtention de clones tolérants à partir d'arbres de lignées tolérantes
soit attendue, on ne peut dégager de règle générale sur le comportement du matériel
végétal en fonction du croisement dont il est issu. Des lignées sensibles sont à
l'origine du clone tolérant LMC 079 et, dans une moindre mesure, LMC 009, alors
que des clones sensibles peuvent provenir d'arbres de croisements tolérants (LMC
020, LMC 042, LMC 043). Le clone met en relief le comportement d'un arbre. Cette
spécificité est un facteur de diversification des sources de résistance mais elle

Tableau VI. Liste des clones manifestant un comportement
variable d'une série à l'autre.

Clone I n d i c e I < 100 I > 100
moyen

LMC 009
LMC 037
LMC 051
LMC 056
LMC 065
LMC 087
LMC 088

Tableau VII. Variabilité du como*

87
94

119
96
97

105
143

ortement du

2
2
2
1
1
1
1

clone en fonction

2
1
4
1
2
2
3

du croisei

Répartition
Clone Croisement I par rapport

à 100

LMC 009
LMC 090

LMC 020
LMC 042
LMC 043
LMC 044

LMC 026
LMC 052

LMC 072
LMC 073
LMC 079

LMC 057
LMC 063
LMC 065
LMC 152

L10T x D08D (184)*

L10T x D17D (75)

D3D x L2T (69)

D759D x L311P (133)

L2T x L269D (71)

87
161

137
122
118
78

79
130

105
126
53

37
75
97
89

2-2
0-3

0-4
0-3
0-4
3-0

3-0
0-3
0-1
0-3
3-0

2-0
5-0
1-2
1-0

Entre parenthèses : indice du croisement
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implique que tous les clones, quelle que soit leur origine et même s'ils sont issus
d'arbre du même croisement, doivent être testés pour évaluer leur performance
vis-à-vis de la fusariose.

Résultats au champ. Comportement des croisements vis-à-vis de la
fusariose

La fusariose fait l'objet d'un suivi permanent sur la plantation expérimentale
R. Michaux à Dabou en Côte-d'Ivoire, zone particulièrement infestée par la
maladie.

Le comportement au champ des différents croisements plantés est obtenu par
un dispositif de relevés successifs dont la fréquence dépend de l'âge des planta-
tions. Ce suivi permet d'établir un historique précis de l'évolution de la fusariose
sur les différentes parcelles et de dégager régulièrement deux informations
essentielles :

— le pourcentage de fusariose exprimée (FE) à un moment donné : il
comprend tous les palmiers qui expriment des symptômes de fusariose, y compris
ceux qui sont morts de la maladie;

— le pourcentage de fusariose cumulée (FC) : il comprend tous les palmiers
qui ont exprimé à un moment ou à un autre les symptômes de la maladie, quelle
qu'ait été par la suite l'évolution de ceux-ci.

Le taux de rémission est obtenu par le calcul suivant :
F-^l x 100

FC

Ce taux exprime la capacité du matériel végétal à surmonter l'agression
parasitaire.

L'incidence de la fusariose sur la plantation R. Michaux à la fin de l'année 1988
est indiquée par les figures 2 à 4, chacune des années de culture de 1964 à 1982
y étant représentée.

La figure 2 reprend le pourcentage de fusariose cumulée apparu sur chaque
année de culture : les cultures 1964 à 1967, représentant près de 500 hectares, ont
subi en moyenne plus de 25 % de fusariose. Jusqu'aux plantations 1976, le taux
de fusariose cumulée est en moyenne largement supérieur à 15% puis tend à
décroître ensuite.

Au niveau de l'expression des symptômes, on constate une diminution régulière
de la fusariose en fonction de la date de plantation (fig. 3). Les cultures 1964 à
1967 se maintiennent à 20% en moyenne de palmiers extériorisant la maladie,
certains de leurs croisements dépassent 70% de fusariose. A partir de 1968-1970,
suite aux premières recherches de sources de tolérance, la manifestation des
symptômes devient moins importante malgré un pourcentage de fusariose cumulée
encore élevé. La période 1968-1975 correspond à la mise en place et au développe-
ment des tests d'inoculation.
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Figure 2. Plantation Robert Michaux : fusariose cumulée en fonction des années de culture
(situation fin 1988).
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Figure 3. Plantation Robert Michaux : fusariose exprimée en fonction des années de
culture (situation fin 1988).
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A partir des plantations 1976, on assiste à une diminution régulière des taux de
fusariose cumulée et de fusariose exprimée, à la suite de la caractérisation des
différentes catégories d'hybrides pour leur tolérance à la maladie.

Les données des figures 2 et 3 permettent d'établir un taux de rémission en
fonction de la date de plantation. Inférieur à 25 % dans la seconde moitié des
années 60, ce taux de rémission augmente régulièrement jusqu'à 70 % pour
atteindre et dépasser 80 % dans la seconde moitié des années 70. Il devient
supérieur à 90 %, voire 95 %, après 1980 (fig. 4).

Ainsi, au début du processus de sélection pour la tolérance à la fusariose, la
disparition des symptômes ne concernait qu'un arbre sur quatre atteints. Dans les
conditions de Dabou, la forme chronique de la maladie est prédominante et les
symptômes manifestés se maintiennent pendant de longues années avant que
l'arbre ne finisse par disparaître. Désormais, les symptômes ne se maintiennent que
sur 1 arbre sur 10 fusariés, les 9 autres reprenant progressivement un développe-
ment normal.

L'évolution de la fusariose cumulée sur ces plantations effectuées depuis 1982
est pour le moment satisfaisante comme le montre la figure 5 : à l'exception des
cultures 1985 qui n'occupent que 38 hectares et qui sont plantées de croisements
non testés et non repérés, l'évolution de la maladie y est désormais stabilisée à un
pourcentage inférieur à 2,5 %.

Cette situation résulte du fait que le matériel végétal planté à Dabou appartenant
à des catégories a subi le test d'inoculation, et que seuls les croisements d'indice
inférieur à 70 ont été plantés; l'individualisation des croisements en plantation a
permis d'assurer avec succès, jusqu'à présent, un programme des replantations
dans une zone à haut risque de fusariose.
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Figure 4. Plantation Robert Michaux : évolution du taux de rémission en fonction des
années de culture (situation fin 1988).
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Conclusion

La politique mise en œuvre dès la fin des années 60 consistant à planter du matériel
végétal sélectionné à partir de résultats de tests d'inoculation précoce a permis de
réduire significativement l'expression de la fusariose dans une plantation très
atteinte. Comme l'indique l'existence d'une infection latente, cette sélection a limité
la pénétration du parasite sans toutefois la bloquer. Il s'agit bien d'une tolérance
puisque, dans l'état actuel de nos connaissances, les catégories de matériel végétal
les plus performantes ne sont que peu atteintes dans leur production.

Il est encore trop tôt pour se prononcer sur le comportement à long terme des
clones au champ; cependant, l'analogie de comportement des clones et des
croisements inoculés en prépépinière laisse entrevoir des résultats tout à fait
satisfaisants dans la mesure où les mêmes critères de sélection présideront au choix
des clones à planter.
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Analyse des capacités androgénétiques de
génotypes marocains de Triticum durum
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Résumé

Pour classer les génotypes marocains en fonction de leur capacité androgénétique, 19
variétés locales et un hybride (F, ) ont été cultivés au champ. C'est la variété 1 726
qui a fourni des anthères répondant le mieux à l'androgenèse : pourcentage d'em-
bryons 22,41. La variété Haj Mouline est la moins bonne avec 0,58 % d'embryons.
L'influence de facteurs physiologiques (date de prélèvement, prétraitement au froid,
choc osmotique, milieux de culture) sur ces génotypes a été étudiée. Les épis prélevés
du champ en automne et à la fin de l'hiver donnent un meilleur pourcentage en
embryons par rapport à ceux prélevés entre le 15 décembre et le 15 février. Les chocs
thermiques (8 jours à 5 °C) et osmotique (1 h de traitement au mannitol) améliorent
la capacité androgénétique. Un traitement des plantes donneuses par un agent
chimique fait doubler le rendement en embryons pour presque tous les génotypes. La
régénération de plantes haploïdes a été obtenue, toutes ces plantes sont albinos sauf
une, provenant de la variété Marzak.

Introduction

La majorité des travaux consacrés jusqu'à présent à l'androgenèse chez le blé
concerne le Triticum aestivum ; parmi les premiers travaux à ce sujet, on peut citer
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ceux effectués par des Chinois, [6, 22], des Français, [9, 24, 25, 26] et des Américains
[29].

De nombreux obstacles, notamment la formation de plantes albinos [11]
retardent l'application de cette technologie à l'amélioration de Triticum durum,
plante typiquement méditerranéenne et particulièrement consommée dans les
régions comme l'Afrique du Nord et le Moyen-Orient.

Dans ce travail, nous essaierons d'étudier les capacités androgénétiques des
variétés marocaines de blé dur et nous analyserons l'influence de facteurs
physiologiques sur le comportement des génotypes. De plus, par application d'un
prétraitement chimique aux plantes donneuses, nous essaierons de voir si l'effet
génotype peut être éliminé, tout au moins partiellement.

Matériel et techniques

Une partie du germplasme marocain de blé dur : Triticum durum nous a été fournie
par la station Guiche (Rabat) de l'Institut national de recherche agronomique
(INRA). Le Tableau I présente les 19 cultinaes et hybridation un Fi (Haj Mouline
x 1728) utilisé dans cette étude.

Tableau I. Classification des génotypes marocains de blé dur en fonction de leur capacité
androgénétique.

Génotype Nombre
d'épis

% d'épis
embryo-

gènes

N"
d'anthères

% anthères
embryo-

gènes

N"
d'embryons

%
embryons

1726
F,
Omorabia 17
Marzak
E,5
Kourifla
E«
2909
1717
Coco rit
Ben Bachir
1728
Yap 79
Jori
1715
Sabil
Karim
2777
1727
Haj Mouline

121
18
70
177
69
55
99
30
92
94
80
113
61
72
22
85
86
21
41
47

70,25
83,33
72,85
61,02
68,11
61,82
72,73
66,66
65,62
58,51
56,25
54,87
—

45,83
_

_
57,14
—
—

4769
882

2892
6827
3278
2078
5309
1561
4252
4102
3725
5041
3453
2936
1251
4648
4530
1191
1978
2585

7,07
6,69
6,57
4,88
4,45
4,38
4,22
3,97
3,62
3,61
3,38
2,93
—

2,62

_
_
1,26
—

1069
188
397
924
441
245
604
152
380
321
257
305
154
127
34
92
68
17
13
15

22,41
21,31
13,72
13,53
12,54
11,79
11,38
9,73
8,93
7,82
6,90
6,05
4,46
4,33
2,71
1,97
1,50
1,43
0,66
0,58
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Les graines sont mises à germer en boîte de pétri sur papier filtre humidifié. Les
boîtes de pétri sont placées à 25 °C à l'obscurité pendant les deux premiers jours
puis à la lumière en salle de culture pendant cinq jours. Les plantules sont ensuite
mises à vernaliser en chambre froide (5 °C environ) pendant trois semaines, sous
un éclairement quotidien de 8 h. Après vernalisation, les plantules sont repiquées
au champ. Les semis commencent le 15 septembre et sont renouvelés toutes les
deux semaines de façon à disposer du matériel végétal jusqu'à la fin avril.

Les plantes de chaque génotype sont divisées en deux lots, un lot servant de
témoin, l'autre est traité par une solution de gamétocide à raison de 1 kg/ha ou
0,5 kg/ha. Ce traitement est effectué par pulvérisation entre les stades 8 et 9 selon
l'échelle de Feekes.

Les épis sont prélevés au stade déjà adopté pour le blé tendre, R = E + T/G
[25]; le bon stade correspond à R compris entre 0,6 et 0,8; la majorité des grains
de pollen se trouvent alors au stade uninucléé.

Les épis prélevés sont soumis à un choc thermique (5 °C) pendant 0, 2, 4, 6, 8
ou 15 jours. Les anthères des épis ayant reçu un choc thermique de 2 et 8 jours
ainsi que celles des épis témoins, subissent un choc osmotique par flottaison
pendant 1 ou 2 h sur une solution de mannitol à 0,8 M. Ces anthères sont rincées
à l'eau distillée stérile avant leur mise en culture.

Après ce traitement, les épis dégagés de leur gaine sont stérilisés par l'hypo-
chlorite de sodium à 4 % pendant 3 mn puis rincés à l'eau distillée stérile. Après
enlèvement des glumes et glumelles, les anthères de chaque épi sont placées dans
une boîte de pétri (10 cm de diamètre) à la surface du milieu de culture.

Quatre milieux de culture sont utilisés : le milieu BPTG de Gis-Moulon (France)
[23], le milieu Ci? [34], le milieu N6 [7], et le milieu P2 [8].

Les structures embryonnaires apparues sont prélevées et placées en boîte de pétri
à 16 h d'éclairement quotidien et à 27 °C; tous ces milieux de base (R9, C17 et N6)
ont été légèrement modifiés.

Résultats et discussion

Quel que soit le génotype, le milieu de culture et les traitements utilisés, les anthères
qui ont manifesté une capacité embryogénétique forment, après environ quatre
semaines de culture, des structures embryonnaires somatiques similaires à celle qui
ont déjà été décrites chez Triticum aestivum [23].

Un ou plusieurs embryons peuvent être observés sur la même anthère (fig. 1),
parfois des formations callogènes avoisinent les structures embryonnaires (fig. 2).
Sur les anthères n'exprimant pas de capacités embryogènes, on observe l'apparition
d'un ou plusieurs cals blancs et compacts; ces cals ne forment pas de structures
morphogénétiques visibles. Souvent, en l'absence de toute capacité androgénétique,
l'anthère ne montre aucune structure, quelle que soit la durée de culture.

Influence de génotype

Sur le Tableau II sont classés tous les génotypes marocains étudiés en fonction de
leur capacité androgénétique. Certains génotypes manifestent de grandes capacités
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Figure 1. Structure embryonnaire (st) globulaire formée sur une anthère (a) après trois
semaines de culture, f : filet. G : 150.

Figure 2. Plusieurs structures embryonnaires (st) et formation callogène (c) formées sur une
anthère (a), f : filet. G : 150.
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Tableau II. Résultat d'androgenèse selon la date de prélèvement (tous génotypes
confondus).

Date de
prélèvement

26/11/88
28/11
20/11
1/12
3/12
5/12
7/12
8/12
9/12
10/12
12/12
14/12
15/12
16/12
17/12
18/12
19/12
22/12
28/12
30/12

%
embryons

23,68
17,95
28,62
17,50
26,99
15,09
16,94
9,26
18,40
16,21
17,54
18,57
8,57
9,46

20,54
11,25
7,47
19,90
15,77
7,12

Date de
prélèvement

2/1/89
6/1
9/1
15/1
16/1
18/1
20/1
22/1
23/1
29/1
1/2
3/2
5/2
6/2
8/2
13/2
15/2
16/2
17/2
18/2

%
embryons

6,65
13,33
13,52
10,29
12,16
9,52
12,07
9,91
7,69
13,74
16,95
7,20
10,02
7,94
13,49
18,66
21,65
22,23
16,78
16,82

Date de
prélèvement

23/2/89
24/2
28/2
4/3
5/3
7/3
14/3
20/3
25/3
28/3
2/4
6/4
9/4
10/4
13/4
18/4
20/4
23/4
27/4
29/4

%
embryons

12,96
5,35

24,32
4,39
3,91
8,03
9,56
3,99
4,10
6,62
5,55
5,83
5,52
2,20
6,68
6,34
5,80
6,32
6,63
2,50

comparativement à d'autres. L'analyse de la variance effectuée sur le pourcentage
d'embryons obtenus pour chaque variété montre que l'effet génotype est très
significatif, la variété 1726 étant la plus performante, et à un degré moindre
l'hybride Fi. Le pourcentage d'embryons de cet hybride est significativement
supérieur à celui des parents présents sur ce tableau (Hajmouline x 1728) : pour
un de ses parents, Hajmouline donne même le plus faible pourcentage d'embryons.

Il semble qu'un taux élevé d'embryons soit lié à un nombre élevé d'anthères
embryogènes ou à un grand nombre d'embryons obtenus par anthère. Le taux
d'embryons ne serait pas forcément lié à un nombre élevé d'épis embryogènes ; avec
peu d'épis très embryogènes, le rendement en embryons est élevé.

Les nombreux travaux effectués sur le blé tendre montrent que l'expression
androgénétique est sous contrôle allélique. Les articles de Heberle-Bors [13], de
Picard et al. [28] et de Lazar et al. [17] indiquent que le contrôle génétique semble
être nucléaire et cytoplasmique. L'incorporation de matériel génétique externe, par
substitution ou translocation, améliore la performance androgénétique [15].

Picard et al. [28] relèvent le paradoxe que la réponse androgénétique soit en
même temps influencée par l'environnement et par les facteurs génétiques et
supposent que ces derniers sont instables. La réponse des cultures de tissus
somatiques du blé serait également affectée par le facteur génotype [16, 32].

Par ailleurs, il a été rapporté que certains grains de pollen peuvent être
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prédéterminés (P-grains), doués de capacité androgénétique importante ; la réponse
androgénétique augmente avec leur fréquence (Herberle-Bors et Odenbach, 1985).

A l'effet génotypique, clairement montré par les génotypes que nous avons
étudiés, s'additionne un effet « plante intravariétable ». Le pourcentage d'embryo-
genèse varie de façon significative d'une plante à l'autre, tous les génotypes
possèdent au moins une plante non embryogène. Le rendement élevé en embryoge-
nèse pour un génotype provient souvent de l'aptitude élevée de quelques plantes
très embryogènes.

Influence de l'environnement

Les facteurs d'environnement dont nous avons analysé l'effet sur la réponse
androgénétique des génotypes étudiés sont : la date de prélèvement du matériel
végétal, un choc thermique, un choc osmotique et la variation du milieu de culture.

Influence de la date de prélèvement

Les génotypes étudiés ont été élevés en plein champ. En fonction de la date du
semis qui est échelonnée, la période de prélèvement des épis se situe entre la fin
novembre et la fin avril. Les résultats groupés au Tableau II montre que la réponse
androgénétique est favorisée, pour tous les génotypes confondus, quand les épis
sont prélevés entre, d'une part, la fin novembre et la mi-décembre et, d'autre part,
entre le 15 et le 28 février. L'expression androgénétique est faible quand les
prélèvements ont lieu en période froide (15 décembre-15 février) ou après le début
mars. Les calculs statistiques montrent que la variation due á l'effet de la date de
prélèvement est significative. De plus, il existe une interaction génotype-date de
prélèvement : le rendement androgénétique de chaque génotype dépend de la date
de prélèvement des épis.

Influence du prétraitement au froid

Avant le prélèvement des anthères, les épis reçoivent un traitement au froid (5 °C
environ) pendant cinq durées différentes : 0, 2, 4-6, 8 et 15 jours. Seulement 12
génotypes ont été soumis à ce traitement. Le Tableau III montre que, quel que soit

Tableau III. Action du prétraitement thermique et du milieu de culture sur le taux
d'embryogenèse (tous génotypes confondus).

Durée du
prétraitement

(jours)

0
2

4-6
8

15

Cl7

N°
d'anth

5083
6103

743
3631
2148

%
Emb

13,24
12,55
9,96

24,18
9,54

BPTG

N°
d'anth

3051
2871
1476
3380
3198

%
Emb

8,95
8,67
9,08

15,5
9,59

P,

N°
d'anth

2903
3831
624

2347
1925

%
Emb

4,68
8,72
6,41

13,51
5,61

N

N°
d'anth

1502
611
298
835
206

6

%

d'Emb

5,2
5,4
3,4
5,4
3,9
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le milieu de culture (Cn, BPTG, P2 et Né), et le prétraitement au froid stimule de
façon significative l'androgenèse chez tous les génotypes. Ce prétraitement au
froid, n'étant pas toujours nécessaire pour Triticum aestivum (Marsolais et ai,
1984), semble être indispensable pour améliorer la réponse androgénétique chez
Triticum durum. Notons aussi que l'application de températures basses pendant une
durée de 8 jours exerce un effet optimal sur le rendement androgénétique par
rapport à 0 et 2 jours. Quinze jours de froid provoque une baisse de la réponse
favorable.

Prétraitement osmotique

L'idée d'une application d'un choc osmotique aux anthères avant leur culture est
plus récente. Nous avons fait flotter les anthères pendant 1 h ou 2 h sur une
solution de mannitol à 0,8 M.

Tous les génotypes réagissent favorablement et de façon significative au
traitement pendant un heure (Tableau IV). L'application du choc osmotique
pendant deux heures constitue un facteur défavorable pour la formation de
structures embryogènes. En combinant l'action du choc thermique et du choc
osmotique, l'effet du froid est optimal pour une durée d'application de deux jours
au lieu de huit jours quand le froid est appliqué seul. Tout se passe comme si une
sorte de synergie existe entre ces deux types de chocs physiques. Certains auteurs,
étudiant l'androgenèse de l'orge, ont incorporé au milieu de culture d'autres agents
osmotiques comme le maltose [17] ou le PEG [33, 36] ont obtenu de bons résultats
en appliquant au blé la technique du choc osmotique.

Tableau IV. Influence du traitement au mannitol (0,8 M).

Génotype

1726

2909

Cocorit

1728

Jori

Traitement

Témoins
Traitées 1 h
Traitées 2 h

Témoins
Traitées 1 h
Traitées 2 h

Témoins
Traitées 1 h
Traitées 2 h

Témoins
Traitées 1 h
Traitées 2 h

Témoins
Traitées 1 h
Traitées 2 h

Nombre
d'épis

121
24
17

30
10
11

94
14
9

113
21
25

72
29
14

Nombre
d'anthères

4 769
932
687

1561
431
440

4 102
542
320

5 041
805
953

2 936
1043

496

% d'anthères
embryogènes

7,07
7,51
7,11

3,97
4,17
3,64

3,61
2,97
4,06

2,93
3,23
2,62

2,62
4,03
3,02

%
embryons

22,41
26,18
21,11

9,72
17,17
10,45

7,82
9,96
5

6,05
8,7
5,87

4,32
9,78
6,45
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Milieux de culture

Les quatre milieux de culture donnent des résultats différents avec les génotypes
étudiés. Le pourcentage d'embryons le plus élevé est obtenu avec le milieu C7 ; N6
est le milieu le moins favorable à l'androgenèse, BPTG et P2 exercent un effet
intermédiaire.

On retrouve ces mêmes résultats pour tous les génotypes confondus sur le
Tableau III. L'analyse de la variance montre une différence significative entre les
quatre milieux utilisés. Mihamou [21] et El Haddoury [10] ont montré l'action
performante du milieu RPTG sur l'androgenèse de Triticum durum ; un milieu
voisin : Potato II favorise la réponse androgénétique chez les triticales [35].
Signalons également l'emploi du milieu Pi, contenant le Ficoll 400; Pi s'est révélé
favorable pour la culture d'anthères de T. aestivum [2]. Plus récemment encore, Chu
et Hill [5] ont trouvé de bons résultats avec T. aestivum, en modifiant la composition
auxinique et azotée du milieu N6 et en le stérilisant par filtration.

Action d'un traitement chimique des plantes donneuses

Ce prétraitement des plantes donneuses avec le gamétocide a un effet bénéfique
sur l'androgenèse : la réponse exprimée par chaque génotype a été environ
multipliée par deux par rapport au témoin (Tableau V).

Tableau V. Action combinée du prétraitement au mannitol et du prétraitement au froid sur
le rendement en embryons.

Nombre de jours

Génotype

1726

2909

Coco rit

1728

Jori

rom
Mannitol

0
I h
2h

0
I h
2h

0
I h
2h

0
I h
2h

0
I h
2h

Nombre
d'anthères

719
325
271

194
131
112

351
183
153

604
149
143

189
485
337

0

embryons

23,22
26,77
20,29

12,37
13,74
16,96

7,12
9,84
5,23

5,29
7,4
3,49

3,17
7,01
5,93

2

Nombre
d'anthères

924
302
294

208
99
97

310
132
102

585
533
561

141
334
62

embryons

28,89
32,12
25,17

3,84
30,3

8,25

9,03
10,6
5,88

6,32
9,0
6,77

2,84
14,37
4,84

8

Nombre
d'anthères

436
305
122

177
201
231

518
227
65

191
123
249

193
224
97

embryons

22,24
19,67
13,11

15,25
12,93
8,22

11,38
9,69
3,07

18,84
8,94
5,22

16,58
8,93
9,28
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Tableau VI. Influence du prétraitement des plantes au gamétocide sur le rendement en
embryons.

Génotype

1726

Marzak

E,5

Kourifla

E«

Cocorit

Ben Bachir

d'épis

N
T
N
T
N
T

N
T

N
T

N
T

N
T

Nombre
d'anthères

121
40

177
37

69
33

55
38

99
38

94
38

80
28

Nombre
embryogènes

4 769
1962

6 827
1732

3 278
1774

2 078
1 709

5 309
2 022

4 102
1274

3 725
1655

% anthères
embryogènes

7,07
8,77

4,88
5,50

4,45
7,27

4,38
7,60

4,22
6,36

3,60
5,26

3,40
4,20

Nombre
d'embryons

1069
550

924
470

411
354

245
442

604
438

321
185

257
204

Nombre d'embryons
par 100 anthères

22,41
28,03

13,53
27,13

12,53
19,95

11,79
25,86

11,37
21,66

7,82
14,52

6,90
12,32

N : Non traitées
T : Traitées

Combiné avec le choc thermique subi par les épis après leur prélèvement, ce
traitement au gamétocide est efficace quand la durée du choc thermique est de huit
jours. Quand nous avons combiné l'effet du choc thermique, du traitement au
gamétocide et du milieu de culture, c'est en présence du milieu C|7 que le
gamétocide semble exercer l'effet optimal. Schmid et Keller [30], Picard et al. [27]
ont constaté une amélioration de la réponse androgénétique chez le blé tendre
après un traitement des plantes donneuses. Le gamétocide est une substance
chimique empêchant la différenciation des microspores, ce qui favorise la voie
androgénétique une fois les anthères mises en culture. Si la performance de nos
génotypes de blé dur a été multipliée par deux, celle du blé tendre a été multipliée
par 3 avec le S-2-aminoéthyl-L-cystéine ou l'acide L-azetidine [30] ou par 5 à 20
fois avec le type de gamétocide utilisé par Picard et al. [27] à la dose de 1 kg/ha.
Dans notre cas, 1 kg/ha constitue une dose défavorable.

Régénération des plantes haploïdes

Entre les stades 8 et 9 selon l'échelle de Feckes, un lot de plantes de chaque
génotype est traité par pulvérisation d'une solution de gamétocide à raison de
0,5 kg/ha.

Pour la régénération, les milieux utilisés sont ceux ayant servi pour la culture
d'anthère avec quelques modifications portant sur les auxines et les glucides. Le
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Tableau VII. Résultats de régénération sur les différents milieux utilisés

Milieu
de base

R,

C,7

N6

Milieux
N°

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

12
13
14

15
16
17

N°
d'embryons

88
184
252
140
266
160
227
196
75
45
90

142
35
63

438
240
139

% de
régénération

37,5
8,69

12,69
2,86

18,04
6,25
9,69

14,79
5,33

11,11
7,78

28,87
20,00
14,28

12,10
6,25
8,63

N° de Plantes
vertes

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
0
0

0
0
0

Figure 3. Régénération de plantules (p) haploïdes à partir de structures embryonnaires (st).
G : 60.
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milieu R, a été également testé [23]. Le pourcentage de régénération le plus élevé
a été observé sur les milieux C17 et R9 (Tableau VIII) (fig. 3). L'acide gibbérellique
semble favoriser la régénération. La majorité des plantes régénérées sont albinos.
Un albinisme presque total a également été observé par Hawiger et Heberle-Bors
chez le blé dur [13].

Une plante verte haploïde a cependant été obtenue sur le milieu C n (fig 4) à
partir du génotype Marzak; cette plante a effectué normalement son tallage.

Figure 4. Plantes haploïdes chlorophyllienne (v) et albinos (a) formant des talles.
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L'albinisme, qui semble être la règle en androgenèse chez T. durum, existe
également chez T. aestivum, mais à un degré beaucoup plus réduit : souvent environ
la moitié des plantes régénérées sont chlorophylliennes.
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