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REGENERATION DE PLANTES
A PARTIR D’EXPLANTS CULTIVES IN VITRO
ET TRANSFORMES PAR AGROBACTERIUM.
APPLICATIONS AUX PLANTES LIGNEUSES.

RESUMES

RESUME FRANGAIS:

La régénération de plantes transformées est resituée par rapport
a 1’amélioration génétique des plantes. Puis les principaux acquis
en matiére de matériels et méthodes utilisables sont présentés,
ainsi que les résultats auxquels 1ls ont conduit, en particulier
pour les plantes ligneuses. Les perspectives sont exposées,
notamment pour la résistance aux insectes et aux virus.

ENGLISH ABSTRACT:

_ . .Transformed plants 'regeneration is presented, as a part of plant

genetic engineering. Main points referring to materials and methods
and the results they led to are developped, with emphasis on the
case of woody plants. Future prospects, specially in the field of
insect and virus resistance are presented.

DESCRIPTEURS PASCAL:
DESCRIPTEURS FRANCAIS
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Agr obiagetor Tom fumeFac ions
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transformation génétique

ENGLISH DESCRIPTORS
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GLOSSAIRE

ADN transféré: portion de plasmide tranmise par Jdocrofiacéws Tun a
une plante hdéte.Cet AND transféré s’'inteégre de fagon stabtle dans le
géndme de la plante.

capside: enveloppe protéique protectrice des virus.
. co-culture: culture d’explants apreés infection par
Agrobacteriwm, dans des conditions favorables au développement de la

bactérie.

crown gall ou galle du collet: excroissance tumorale au niveau

du collet ;0U sur les racines des plantes infectées par
Agrobeac o Tum Funeiao Tons

délétion: destruction d’un géne au niveau du chromosome.

génotype: ensemble des génes déterminant 1les caractéres d’un
individu.

hairy root, ou maladie de 1la ©prolifération des racines:
prolifération racinaire chez les plantes infectées par AgrobscterTumw
crhTrogenes e R T e N ;

phénotype: expression visible des génes d’un individu.

phytohormone : régulateur de croissance; par exemple:cytokinine,
auxine. :

plante herbacée: plante dout les tissus sont exempts de bois.

plante juvénile:plante ne pouvant pas se reproduire, car n‘ayant
pas atteint le stade de maturité nécessaire.

plante ligneuse: plante dont 1les tissus contiennent de 1la
lignine, plante formant du bois.

plante wmaturce: plante pouvent se renroduire par voie sexude.
F i i i

plasmide: ADN circulaire, porteur de gene pouvanl s exprimer |,
que possedent les bactéries.

ploidie: nombre de chromosomes d’un individu.

vecteur binaire: AdAgrobscterium permettant le transfert de génes
grace & deux plasmides: 1’un porte les génes qui seront transférés ,
1’autre induit le tranfert.



ABREVIATIONS

ADN: acide désoxyribonucléique, constituant des chromosomes.

pP-Ri: plasmide inducteur de racines = (chez Agrobacterioum

sl rosenes) .,

p-Ti: plasmide inducteur de tumeur (chez Aprobac bor T

fono fouc T80
réf.: référence bibliographique.
T-DNA: ADN transféré.

TMV: virus de la mosaique de la tomate.



REGENERATION DE PLANTES
A PARTIR D’EXPLANTS CULTIVES IN VITRO
ET TRANSFORMES PAR AGROBACTERIUM.
APPLICATIONS AUX PLANTES LIGNEUSES.

INTRODUCTION:

Les bactéries Agrobacterium tumefaciens et Agrobacterium
rhizogenes sont deux bactéries du sol infectant de nombreuses
dicotylédones ligneuses et herbacées.

Au cours de 1’infection ellcs transmettent aux cellules
infectées des plantes-hdtes des fragments de plasmides, c’est
& dire de matériel génétique.les fragments s’intizgrent de
fagon stable dans le géndéme de 1'héte, et les geénes qu’ils
portent s’expriment.Les plantes ayant intégré ces génes sont
appelées plantes transformées. ‘

L’utilisation d’Agrobacterium’ comme vecteur par les
généticiens semble un moyen prometteur d’introduire dans- les
plantes de nouveaux geénes.
Dans ce domaine, les
& 1’INRA de BORDEAUX se sont orientées dans plusieurs
directions: . .

1)- La mise au point d’un test de comportement des variétés
de Prurmusn zpPafin de déterminer si la variété considérée est
ou non sensible & 1’infection par Aarobacterivs tumsfaciensP .
Ce test est désormais au point.

2)- La transformation de porte -greffes Prunus sp ' par
Agr obacterium rhizeogenegsh ysouche sauvage Ad; cette
transformation a été réalisée +in witre . L’introduction de
matériel géuétique provenant de Agrobsoitcorium  rhircgznss
pourrait prevoquer, chez les plantes régénérées a partir de
racines transformées, IPexpression de potentialités

agronomiquement intéressantes.

La transforwation a ¢été réalisée, et 1les essais de
régénération sont en cours.

3)- L’insertion de génes codant pour la capside du virus de
la sharka:

Sur 1le tabac (Nicotiana tabacum L.),il est établi que
lorsqu’on provoque la fabrication de capsides(enveloppe de
nature protéique protégeant le virus)vides de virus par des
cellules, ensuite ces cellules ne sont plus sensibles au virus.

F.DOSBA et A.PIERRONNET cherchent donc & savoir si, en
faisant fabriquer la capside du virus de la sharka par les

Ty
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‘recherches de F.DOSBA et A.PTERRONNET
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arbres fruitiers, sensibles a ce virvus ("o LY, ceux—ai
deviennent résistants.

Le ge¢une codant pour les enzymes de synthése de la capside a
été isolé et intégré dans un plasmide d* Aoirobootseriam
tumefacians et d’ Aairobactar-ium rhizegerncs .Ces souches
modifiées on été inoculées +in vitiro & des Frunus gp

On a obtenu des cals , résultant de la transformation par
Agrobacterium tumafacisns , et des racines résultant de 1la
transformation par Agiobacterium rhizogarnss Cals et racines
néoformés sont porteurs des génes que l1’on souhaitait

. introduire.

Les essais de régénération de plantes & partir de ces cals
et racines sont en cours.

La régénération des Prunus spﬁ ,qui sont des végétaux
‘« ligneux,- pose .-des problémes - spécifiques.Ceux-ci sont dis a
plusieurs facteurs: ' \ ’

- Difficunltés de régénération des végétaux ligneux.

-Eventuellement, & 1’insertion de génes pouvant modifier
1’expression de génes propres au végétal transformé.

‘C’est dans ce cadre que nous avons cherché dans les hases
de données les publications en matiére de régénération apreés
transformation par Agrobacterium, .Nous nous intéressons en
particuler aux végétaux ligneux.

Nous ne faisons ©pas de recherche manuellé dans les
.bibliographies signalétiques comme Plant breeding abstracts,
Horticultural abstracts, Pascal thema. :

Ce serait nécessaire pout une recherche exhaustive mais
cela ferait double emploi avec certaines bhases que nous avons
sélectionnées pour interrogation; <cela est réalisable par
ailleurs par la personne qui nous a confié cette interrogation
de banque de données.

A e



PREMIERE PARTIE: METHODOLOGIE DE RECHERCHE

I -LE SUJET:

1- Domaine et banques de données correspondantes:

Le domaine concerné est celui

des biotechnologies;

le sujet

aurait pu étre posé ainsi: " La reconstitution de plantes
normales a partir d’explants (fragments de pousses, embryons,
cellules) cultivés in vitrn. et dans lesquels on a introduit
de nouveaux géncs gréce & une bactéric du genre Agirobantn fva?
. Cas particulier des plantes ligneuses".

Ce sujet de biotechnologie englobe des aspects de 1la
physiologie des plantes, et du génie génétique pour

Agrobacterium ‘et pour les plantes.

données
& rotre question:

Trois

LibTHiographiques couwvrent cas

domaines b

NOM DOMAINES SERVEURST VOLUME DATE DE
COUVERTS CREATIONZ
PASCAL Télésystemes & 500 600 ré&f 1873
(CNRS) IRS-ESA + 420 000 ré&f/an
CAEB TRS—-ESA 2 000 000 1972
(Commuit- DIALOCZ,BERS, 4 150 000 réflan
whealth DIMDI
2 - - P IR R IS et I
AT T U AN UL
ARSI
o |
DICcETs ; DATL aTaADl SRS
PROVTEWD TRE-EGA S
mEdicalas e, DIMOT
ST
2- Les concepts les plus importants dans le sujet sont:
Régéndration de nlantesz
AgrobacteriumP
cutturse din vitrof
rlante Tignsusas

AN OIS

Tes mlus

utilizé
anciennes

1o tpenl

- -



I- EQUATIONS DE RECHERCHE :

1- Interrogation de PASCAL sur TELESYSTEMES:
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2- Interrogation de BIOSIS PREVIEWS sur DATA STAR:

Question Rénornzes Commentaires
guand dntérol

P

-
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2 agrobacterium _ . mot-clé& ,




or 07200.BC.- — — — — —aeubactériales, 1869-1978
or 04718.BC- — — _ __ [5525 |__. rhizobiacées, 1979~

3 28202 .BC. - - o .~ | —..L. __ asonecotylédoncs
or 25205.BC. — . | | . agramindées
wit 25345 . BC .- . _ |4AT23 1. ——_ Tiliacdes
4 1T and 2 35
5 4 not 3 35 ETimination de groupes végétaux

agui ne nous tintéreszent pas

Résultats indentiques & 4° -
* Résultats:
Fartinance sur la question 4: QBXR(S4/705
Bruit (indexaton "négative") 2m(1/35
Qi?&wc' ?

cinbrae de références pertinentes
Par rapport & Ta question:
"régénération de plantes apreés
transfomation par Agrobacterium
Nombre de références concernant
Plantes herbacées 29

[F]
D

Plantes Tigneuses 5
. Nombre de références sélectionnées | . _ e
lpour Teur Tntetat oy o e e T gt e T o Vo e

-

3- Interrogation de CAB sur IRS-ESA:

Question Nombrs de Commentaires
1 plant? (1w} recenarat

2 tigssue? (W) culture?

2 invitre — — En un seul mot
4 vitre (W) culture? 1688

5] genetic (w) *m*nvf*lmaxxom? 920 my

) bmciw Fal (w) transformation? <9(4.

K : Lot e ?ﬁ?ﬁ

2 anan

12703

YR(5+6+47) oL 10

Y 126 Le concept de uTtu
. J

intiroduit un 31

12 1 =10 —- - - — ____16

13 1 ¥ 7 — — 22 57 on avait utilisé 1*¥7.au lieu
de 1¥{53+6+7), on aurait eu un
silence de 4/26
‘- . R ’ (,,':‘»- B j,_,! K
e . - R 2D T T % A P

.
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IIT - DISCUSSION DE NOTRE STRATEGIE:

1- Choix des termes pour 1’interrogation:

Nous avons écarté les deux critéres suivants:

-- culture in wilro , car la visualisation de notices nous

montre que la régénération concerne ici des cultures +in vitro

de plantes.

- plante ligneuse: ce terme trop vague n’est pas employé &
propos de la régénération de plantes.

Ceci peut s’expliquer car le terme employé (dans le titre,
le résumé, les descripteurs) est le nom (genre, ou genre et
espéce) de la plante, plutdét que ce terme générique vague.Si
nous nous 1intéressions + & une plante en particulier, mnous
devrions la désigner ainsi.

Nous avons donc élargi notre recherche , en éliminant ce
critére, en fait nous avons posé la question : régénération de
plantes apreés transformation par Agraba sterium .

Nous avong &té amenéde & sélectionner de visu  'parmiles
ré&féraences obtenues cellzss qui nous intéressaent .

En wutilisant comme <concept "régénération de plantes "
plutdt que "transformation",, nous nous sommes intéressée & la

..régénération en tant que sujet ppincipalidgg$traygg§‘pubkié;ﬁfv

- Mais certaines publicationsayant pour sujet pr1n01pa1 la
transformation de plantes par Agrobacterium, _jlatransformation
génétique des plantes la guérison - p?awmwdwque des plantes,
les cu1+ur”~ cle pro{ow1 istes, asbordent parfois des aspects de
Taa régénération.

-* Nous aurions pu 1interrcger également par genetic
trasformation ocu bacterial transformation 1les bases PASCAL
etBIOSIS, comme nous 1'avons fait ultérieurement pour CAB.

En ne 1l’ayant pas fait, nous avons probablement introduit
un silence.

Ce silence est de 4/26 dans 1’iuterrogation de CAB, et le
Lruit apuerté par I emploi de ces termes cst de 9/26.
En cubire vern guatire bLewtes s ﬁev&7~m{ LILL intsrét moven |, ot
no osont pon retenus sowr T o synthiése bibTiecranhicus

* Nous avons interrogé en langage libre car les concepts
que mnous employions n’existent pas dans le vocabulaire
contrdlé des trois banques de données, sauf la désignation des
bactéries. : s L

En outre dans ce domaine, il n’existe pas de vocabulaire
~scientifique "unique".

v

re Syt
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Pour étre exhaustif, il aurait fallu interroger avec un
grand nombre¢ de synonymes introduisant un bruit important, et
faire par la suite un tri de wvisgw .Dans ce cas une recherche
manuelle aurait peut-étre permis une sélection beaucoup plus
fine.

2 - Critéres de date et de langue:

Nous n’avons pas imposé de critére de date ni de langue.
"antérioritd dos boses sur Tes serveurs cheisis et

zatisfaizants.

3o

&

Les publications dans notre domaine d'investigation étant
difficiles & trouver, nous ne voulons pas restreindre sur le
critére de la langue.

3 - Antériorité des références:

Nos interrogations ont été réalisées en février 1990 sur
des banques de domnnées mises & jour mensuellement.

Les références les plus récentes que nous ayons obtenues
sont de juillet 1989, "elles datent de six mois". Ce délai est
compréhensible compte tenu du temps nécessaire au
dépouillement et & 1’indexation.

Cependant,avec .une . recherche . manuelle,dans .= .les .
bibliographies analytiques citées en introduction, il edt été
plus court.

4 - Redondance:

La redondance d*un base a 1’autre est faible:
un seul texte est coumun & PASCAL et BIOSIS: MA et XYTANG
(1986), référence numérotée 13.

5 - Choix des textes pour la synthése bibliographique:

Pour 1la synthe¢se bibiographique, nous avons retenu 24
publications.

Leurs référeuces sont présentées dans la troisiéme partie,
rar eordre alphabétique, avec cependant une numérotation qui
nous permet de les citer par groupes plus aisément dans cette
partie wméthodologique.
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REGENERATION DE PLANTES
A PARTIR D’EXPLANTS CULTIVES IN VITRO
ET TRANSFORMES PAR AGROBACTERIUM.
APPLICATIONS AUX PLANTES LIGNEUSES.

DEUXIEME PARTIE: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
I-INTRODUCTION: PLACE DE LA REGENERATION DE PLANTES
TRANSFORMEES DANS L’AMELIORATION GENETIQUE DES PLANTES:

L’amélioration génétique permanente des plantes cultivées
est indispensaehle pour augmenter 1la résistance de celles-ci
aux maladies, aux ravageurs, augmenter leur adaptation aux
conditions de nmilieu, ou leur conférer des caracteéres
techniques et commerciaux souhaitables.

1°- L’anélioration génétique des plantes:

Théoriquement, le Génie génétique peut avoir recours &
plusieurs techniques (pour une revue de celles-ci, voir MAC
GRANAHAM et =1.(1988))

- L’identification et 1’utilisation de. la wvariation.
polygénique ou de génes majeurs.Ceux-ci sont ensuite transmls'
par croisement aux plantes que 1’on souhaite modifier.

C’est un processus trés long; en particulier pour les
espéces ligneuses ; en effet celles-ci ont une période
juvénile (durant laquelle elles mne peuvent se reproduire)
longue de plusieurs années. En outre ces especes sont souvent
hétérozygotes, ce qui complique tout programme de sélection
basé sur les croisements(HAISSIG ! 1.,1987).

- Les techniques de transfert de géne par voie asexuée.

Ceux-cli sont réalisés in wit-ePet ils sont beaucocup plus
rapides que la recombinaison sexuée (quelques mois au lieu de
quelques  années). Cest  powrquei ils présentent un  grand

intérét pour les espéces ligucuses.

20— Méthodes de transfert de géne (voir aussi FILLATI c¢i

al., (1987))

- Des méthodes comme la microinjection, ou 1’absorption
directed’ADN par les cellules végétales (électroporation) ont
été utilisées avec succeés sur plantes herbacées , mais non sur
plante ligneuse.

- La méthode de transfert de géene la plus efficace utilise
des bactéries du genre LForcobacterium ,  Agrcbacterium
tumafaciens et Agrobacteoriuom hizcosnes-, comme vecteurs de

génes.
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3- Transfert de génes grace a Agrchacterium

T witre , . le processus comporte plusieurs étapes:

( ¢ £ 0L
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Ce procedaé fait appel a plusieurs disciplines des
bloFechgologles, notamment la culture de tissus végétaux,et le
génie génétique sur Agrobacteriun tunsfaciens et

Acirobacterium ™
riizogenes
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IT- LES RESULTATS ACQUIS:

19— Utilisation d®' Agrobacterium :

Agrobacterium tumefaciensz. et Agr bccivlwum rhizogenes sont
deux Tbactéries du sol s gui nfectent de nombreuses
dicotylédones ligneuses ou herbaoées.

Agrobacterium tumcefaciens est responsable de renflements
cancéreux situés au niveau du collet ou sur les racines des
plantes hétes, et appelés "crown-gall", cu galle du collet.
;grah~nterium rhizegeness provoque au niveau des racines et
des p il d’infection le"hairy root", ou prolifération des
racine

(‘\
m

Agrobactarium tumefaciens et Agrobecterium rhizogenes ont
la capacité naturelle de transférer chez leurs hdétes des genes
grédce a un plasmide spécifique.

Les stratégies de transfert de géne utilisant ces deux
bactéries reposent sur cette capacité.

Ces plasmides sont désignés par "plasmide inducteur de
_tumeur" pour. Agrobacterium tumefaciens . (p-Ti ci- dessous), et
"plasmide inducteur de racine" pour Agrobacterium rhizogenesP

Un petite portion de ce plasmide (8 & 23 kilobases sur les
150 & 250 kilobases qui constituent 1le p-Ti) est transféré
dans le géndme des cellules hotes et s’inteégre stablement a
celui-ci.

I1 provoque alors 1les +troubles spécifiques & chaque
bactérie (SHAH &t al.,1987).

Cette portion d’ADN (noté ci-dessous T-DNA) est transférée
dans le géndme de la plante grace & un autre scgment d'ADN
situé sur le p-Ti ou le p-Ri, et appelé régionm de virulence,
ou région » v ((SHAH-* % ,1687, STNKAR - ' =7 ,1987, PYTHOUD
",",'é:_.‘:".:_..w ? 1687 ) ° .

Ce T-DNA est transcrit en ARN polyadénylé: il code pour les
protéines associdées & la formation de galles ou de racines
(JAMES ,1987).

Certaines de ces protéines sont des enzymes .
Certaines fabrigquent les amino-acides de type opine
(agropine, agrocinoping, mannocping).Ceux-ci fournissent

]

T'undigue  source de cairbone ot d'azcte vlilisdé exclusivement
part 1 organisme infectant.

D'autires anzymes szsont dmpliguées dans Ta biosynthése de

chiytohormones, Tas cytckinines et 1T'acide indolaacdtiqus (cu

suxineg). Clesl pourqued Ta frangmiszsion du T-DNA permet auw
: &

slantes transformd: de croftre en 1 'absence d'hormons

&
alorigine aexogeéne.




La vérification que les pléﬁfes sont transformées peut donc
se faire par plusieurs moyens:

- dosage des opines dans les tissus végétaux

- culture sur milieu sans hormone (les plantules
transformées sont seules & pouvoir croitre)

- recherche dans 1’ADN des cellules des génes a transférer,
par analyse (Southern blotting, Western blotting, Northern
blotting; voir par exemple MAC GRANAHAM ¢! o1.(1988);VISSER gt
al.,(1989)).

Les méthodes utilisées se déroulent en plusieurs étapes:
isolement de 1!'ADN des cellules potentiellement transformées,
électrophorése pour le séparer en ses différents éléments, et
hybridation avec une sonde radioactive.

Celle-ci est un fragment d’ADN identique & celui que 1l’on
souhaite transférer.

Si 1*ADN analysé a intégré le segment recherché,
1’hybridation se produit et est détectable par procédé radio-
photographique.

.. .2°- Matériel végétal utilisé:

* Les premiers travaux sur la transformation in vitro.'par
Agrobacterium- ont été réalisés essentiellement sur le tabac
(Nicotiana tzbacum L.7V).

Des protaplastes de tabac ont été co-cultivés avec
Acrobucterium -, et des plantes entiéres ont été régénérées
(POTRYKUS &% a1.,1985).

Mais toutes les plantes ne peuvent pas étre régénérées a
partir de cultures dc protoplastes; c’est le cas de nombreuses
plantes ligneuse (JAMES ,1987;HAISSIG gt _=al1.,1987).

JAMES (1987) attribue certains échecs au fait que ,lors des
cxpérimentalions "ces cellules cultivées, dans des conditions
de croissance rapide, étaient de ce fait incapables de
régénérer des plantes”.

LIU =t  &1.(1987) ont montré qu’il est possible de
transformer des suspensions de cellules de carottes(Raucus:’
carota L. )avec Agrobacterium tumefaciens et de régénérer des

plantes transformées.

MA et XIANG (1986) ont obtenu la régénération spénfanée a
partir de tissus de type tératome de Datura finnoxia L. 'infectés
par Agrcbacterium tumefaciens ’

* Des méthodes de transformation et régénération “"standard"
ont été mises au point sur des plantes herbacées qui se
pretent particuliérement aux cultures in wvitro, & la
transformation par Agrobacterium tumefaciens. ou Agrobacterium )
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rhizogenes et & la régénération, comme les solanées (HORSCH et
21.5,1985;SHEERMAN ol =1.,1988).

HORSCH et =al.(1985) ont obtenu la régénération de plants de

tomate (Solanum esculentum L. )de tabac (Nicotiana tabacum L. )
et de pétpnia.(P&tumia Mybrida L)),

Pour cela ils ont utilisé de petits disques de feuilles
@e 6 mm de diametre), co- cultivés avec Agrchactsi-ium
tumefaciens .Dans une premiére étape, il y a production de
pousses puis celles-ci sont prélevées et placées sur un milieu
favorisant l'enracinement.

Outre les disques foliaires, (HORSCH &t &1.,1985; VISSER gt

@al.,1989;HANISCH TEN CATE et &l1.,1988) , 3" autre explants

complexes peuvent &tre utilisés.SHEERMAN et al.(1988),HANISCH

TEN CATE gt @.(1988),HANISCH TEXN CATE et &l.(1987)utilisent

des disques de tubercules de pomme de terre.

BARTON gt =1.(1983),SPANO et COSTANTINO (1982),VISSER et
al.(1989), DE VRIES-UIJTEWAAL et 21.(1989).

DAVID et TEMPE (1988) utilisent des plantules de chou-fleur
(Bragsica n?e.acbc'L ).

- * La régénération se fait & partir de pousses ( BARTON et

al.,1983;HORSCH gt al.,1985;VISSER et al1.,1989 ;SHEERMAN et
a1 ,1988), ou des racines (DE VRIES-UIJTEWAAL : et
al.,1989;HANISCH TEN CATE et =l1.,1988;HANISCH TEN CATE et

a1 -,1987)apparues apres 1° 1nfect10n

Pour SPANO et COSTANTINO (1982), et MA et XIANG (1986) 1la
régénération passe par un stade intermédiaire de cal.

Cependant ce stade est wun stade d’instabilité génétique
conduisant & une grande variation ; les effets de celle-ci
peuvent se superposer & ceux de la transformation.

* Chez les végétaux ligneux, les explants emplovés sont
- des tissus matures : des tiges de saule , S274i.- sp ,sont
employés par VAHALA <! .7 7(1989)).

- ou des tissus juvéniles: PYTHOUD gt &1.(1987) emploient
des pousses juvénileg de peuplier (Populus ep') ;FILLATI et
@1.(1987) emploient des morceaux dé feuilles sur Fopulus.

. MAC GRANAHAM et _al.(1988) emploient des embryons somatiques

de noyer (Juglans regia L]°).

La juvénilité (c’est & dire 1l’incapacité de se reproduire,
donc de produire des fruits) n’est pas un obstacle pour
1’exploitation d’arbres forestiers (car on exploite leur bois,
non leurs fruits).

Maio o'est un handicap pour T'eoxonTloditaticn d'arbren
fruitiers.



Dans tous les cas la régénération de pousse est atteinfé; 3
partir des explants cités ci-dessus. Mais 1’enracinement’ de
ces pousses dans des proportions non négligeables n’est ' pas
toujours réalisé. L

I1 a été obtenu dans 1le cas de feuilles de peuplier
(FILLATI et &1.,1987), d’embrvons somatiques de noyer (VAHALA
et _al. P1989), et dans le cas du pommier (Malus sp.¥, JAMES et
PASSEY, 1988). . :

La formation de racines ecst réalisée aussi sur des plantes
de la méme espéce et de la méme variété, ou d’'une variété
voisine, cultivées +Hn vit:r-:" dans les mémes conditions de
culture mais non transformées.

3°- Les milieux de culture utilisés pour les explants:

Les milieux de utilisés pour la coculture d' Agrobacterium”
et des explants & transformer sont des milieux standard
(HORSCH et &1.,1985; DE VRIES-UIJTEWAAL et &1.,1989;HANISCH

TEN CATE et al.,1987) ou des milieux de base contenant les
sels de MURASHIGE et SKOO0G.

Pour 1la multiplication et 1la régénération ,ce sont des
milieux standards (MAC GRANAHAM et -a1.,1988 ; HORSCH et .
‘@l.,1985), ou bien ce sont desmilieux _de base contenant; les.
. sel de MURASHIGE et SK00G '

-“Ils sont ainsi ﬁddifiéé:

- sans hormone ,\ponf'sélectionner les,eiﬁlants traﬁg%dfmés
( PYTHOUD et al.,1987). .

-~ ~avec antibiotique . pour sélectionmer 1les plantes
transformées dans- lesquelles on a - introduit un géne de
résistance & un antibiotique(BARTON et al.,1983)

- avec hormones .pour induire la croissance de pousses ,

quand régénération a partir de racines (SPANO et
COSTANTINO,1982; SHAH et =7 ,1987) ou & partir de cals (DE
VRIES  UILJTEWAAL e 1 .  1939;HORSCH  =* .1 ,1985)

Généralement on emploie uue rowbivaiscu d'auexine (0,1 a 1

mg/1) el de cytokinine (1 wg/l).

- sans hormone s pour induire l*enracinement, et
éventuellement avec du csaccharsse (HORSCH et =1.,1985;
SHEERMAN et BLVAN,1088).

B Proportions d’explants transformés et deigﬁléntés;ijn
régénérées: ) R : = i

Lés proportions d’explants transformés varient d’une espéce
a 1’autre et d’une variété & 1'autre:SHEERMAN et BEVAN (1988)
.ont obtenu la transformation de 30% de pousses de Sclanum -
tuberosum: par Agrobsctor 7w Tumefaciens VISSER @t
al.(1989)ont obtenu la transformation par Agrcbacterium
tumefaciensiide :30% de feuilles.



La méme observation vaut pour la régénération:

FILLATI ¢t _@1.(1987) ont obtenu la régénération de
plantules de peuplier par 32% des explants transformés par
Agrebacter fum tumefaciensP [;MAC  GRANAHAM et a1.(1988) ont

obtenu 1la régénération sur 8% des explants de noyer
transformés.

5=~ Stdbilité de la ploidie chez les plants régénérées apres
transformation:

Les observations de HANISCH TEN CATE =t &1.(1988) , avec
Agrobecterium rhizogenss sur fclanum %ubarc'wm "1., et BARTON
et al.(1983) sur Micotiene tskbecum L., ont montré que
1’insertion de génes provenant d’ Agrobactsiium ne modifie pas
la ploidie (c’est & dire le nombre de chromosomes) des plantes

transformées et régénérées.

6- Le phénotype des plantes régénérées:

Des plantes régénérées , possédant plusieurs copies de T-
DNA dans leur géndéme, ont un "aspect" normal: absence de crown
gall et de hairy root (MAC GRANAHAM et al.,1988;FILLATI et
al.,1987;BARTON et a2l1.,1983)

Cependant les plantes régénérées ont souvent un phénotype
anormal; c’est le cas en particulier des plantes régénérées
aprés transformation par une souche sauvage (dont le pouvoir
pathogéne n’a pas été amoindri), ou du moins par une souche
oncogéne. TEPFER (1984)recense un certain nombre de ces
aberrations.

Les plantes régénérées apreés transformation par p-Ti ont
souvent des tiges présentant wune fasciation et de petites
feuilles (JAMES ,1987). )

Les plantes régénérées apres transformation par p-Ri
manifestent souvent wune hétérostviie (HANISCH TEN CATE et
1. ,1988;SPANO et  COSTANTIXNO ,1982; TEPFER ,1984), des
feuilles gauffreées, des entre-noeudes plus courts, une perte
de 1a dominance apicale, une augmentatien du nombre de racines
(SINKAR ! =z! ,1987;DAVID et TEMPE ,1988).

Des plantes 1issues d’'explants transformés présenten un
retour au phénotype normal.

VISSER gt _al.(1989) ont noté que des plants de pomme de
terre régénérés n’expriment pas le géne transmls de résistance
& un antibiotique, la kanamycine.

BARTON ¢t 21.(1983) ont observé que des plants de tabac
régénérés aprés transformationpar Agrobacterium tunefaciens
ne produisent pas d’opine, bien que possddant plusieurs copies
de T-DNA. “ ’

D’ou 1’hypotheése que ces geénes transmis par le T-DNA
pourraient étre réprimés. ‘



DE  VRIES-UTJTEWAAL =i ~"=1.(1989), ont transmis deux
caractéres & des plants de +tabac grace & Agrobact@rium}
tumefaciens et Agrobacterium 1 hizoeones.’; ils ont observé que

certaines plantes ne manifestent que 1’un des deux caracteéres.

Les geénes pourraint avoir subi une délétion partielle , par
exemple lors de processus de différenciation des tissus
végétaux qui les ont intégrés, au moment de la régénération.

Ils pourraient aussi étre inactivés par méthvlation de
1*ADN, ou par un autre processus d’interaction avec le géndme
de la plante hote.

7- Interaction entre geénes transmis et génotvpe de 1'hdte:

VAHALA %+ =%, '(1989)ont obtenu la régénération de pousses.
de saule (FaTlix =m )  transformées par Agrobacterium
tumzfaciang .

Mais la formation de racines était inhibée, alors qu’elle
de produit spontanément dans les mémes conditions de culture,
sur des explants non transformés.

JAMES (1987) a essayé sans succeés 20 combinaisons de
milieux de culture pour régénérer le pommier M9 & partir de
racines transformées par Agrobacterium rhizogenes /. BRI

I1 a également observé que la variété de cerisier Colt
(Prunus cerasustvar.Colt) régénére des pousses, & partir de
racines mnon transformées, mais pas & partir de racines
transformées par Agrobscteriom rivizoganes

Les aberrations phénotypigques observées ., et certaines
impossibilités de régénération des plantes transformées
semblent dues au fait que lees régulatuers de croissance
induits par 1le T-DNA interfeérent avec 1’expression d’un
phénotype normal (SINKAR &t _al.,1987).

8-Maitrise des génes transférés:

Les génes responsables de la synthese de ces régulateurs de
croissance, cytokinine et auxine, sont scitués eutre les
extrémités du T-DNA; ils ne sont pas indispensables dans le
processus de transfert du T-DNA (SHAH et =1.,1987).

Partant de cette observation, on a mis au point les
techniques employant des plasmides modifiés et des vecteurs
binaires. 4

Pour cela , on modifie le p-Ti ou le p-Ri en détruisant par
délétion les geénes inducteurs de tumeur.

On obtient des T-DNA porteurs de la région vir et exempts
de génes oncogénes. On inteéegre dans le géndme de Agrobacterium
d’autres geénes & transférer. Ceux-ci ont été au préalable
multipliés dans Escherichia coli, une bactérie permettant
"aisément" ce genre 'de manipulation.




Les génes d’origine extérieure peuvent s’intégrer dans le
T-DNA, el ou parle alors de cig-vechteu

Ou bien 1ils s’inteégrent dans d’autres plasmides ; 1la
transformation s’'effectuera alors gréce & deux sortes de
plasmides:T-DNA possédant seulement la région vir et T-DNA
comportant les génes & transmettre.On parle alors de vecteur
binaire.

Les premiers essais de régénération de plants apres
transformation visalent & éprouver les possibilités de
régénérer des plantes transformées; Les geénes introduits
permettaint d’abord de repérer aisément les plantes
transformées.

Souvent la séquence d’'ADN utilisée permet la syntheése d’'une
enzyme.Il s'agit d’une phosphotransférase bactérienne : NPTII
pour MAC GRANAHAM el 27.(1988) , FILLATI &t al.(1987) , BARTON

zt 81.(1983) , PYTHOUD ot _al.(1987) , VAHALA + _al. P(1989),
VISSER &t =1.(1989) , SHEERMAN ¢t &1.(1988) , DE VRIES-
UIJTEWAAL et _al1.(1989) ; et HPT pour VISSER et al.(1989)

Cette enzyme confére aux individus capables de la fabriquer
la résistance & un antibiotique: la kanamycine pour NPTII et

la kanamycine ou 1’'hygromycine pour HPT.

Les explants transformés sont alorslidéﬁfifiéﬁles car ils
peuvent croitre en presence de 1’antibiotique.

JAMES et DPASSEY(1988) ont obtenu 1la régénération de
pommiers aprés transformation par Agircbacterium tumefaciens .

Un application des vecteurs binaires . trés intéressante
commercialement a élé rdéalisée avec succés par FILLATI el
@l.(1987): ils ont introduit damns le cultivar de peuplier
hybride Populus albz X F. grandidentata’, grdce a une souche

oncogéne et modifiéde d' Agrobacterium tumefaciens , le geéene de
la résistance & 1'herbicide GLYPHOSATE.

Puis ils ont obienu la régéudération de plantes.
Ils ount employé une souche oncogéne d’  Agrohuclaoriun
tumeTaciens , € 538, dans lagquelle ils avaint introduit le géne

de résistance.

Ils ont observé que le caractére oncogéne de la souche d’
Agrobacterium tumefaciens employée, stimule la régénération de
pousses transformées, alors gque chez 1les solanées elle
1’inhibe.

° .
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ITII- LES PERSPECTIVES :

L’emploi des vecteurs binaires ouvre de nouvelles
perspectives pour 1’introduction de génes chez les plantes, en
particulier des génes favorisant la résistance & un insecte
ou un virus.

1- Génes "insecticides":

Bacillus thuringienzisP est une bactérie produisant une
protéine cristalline toxique pour plusieurs espéces d’insectes
parmi les lépidoptéres, coléoptéres, dipteéres.

Ce géne a été transféré sur le tabac; chez cette plante il
augmente la résistance & ces insectes. : -

L’introduction de <ce geéne <chez 1les espéces 1ligneuses
présente un grand intérét dans la 1lutte contre les insectes
(DEAN, 1984).

2- Génes de résistance & un virus:

Le phénomeéne de la proteétion croisée a été observé en 1929

par MAC:. KINNEY: “(résultats - exposés entre- autres par JAMES:

»1987) :- des plants de tabac infectés par wune souche d’un
virus deviennent résistants & une souche apparentée.

POWELL-ABEL et z1.(1986) ont introduit . le géne de 1la
capside (enveloppe protéique protectrice) d’une souche de
virus de la mosaique de la tomate (TMV) dans des cellules de

tomate et de tabac.

La transformation s’est faite grace & Agrobactarium , et
des plantes ont été régénérées.
Cen plantes étafent moins sensiblos & 1T'infection par le TMV

La possibilité de trausférer asux plantes des geénes viraux
afin de 1les rendre mocins sensibles & ces virus ouvre de

voovelles voeies & la protection des végétaux.

3- Apparition de nouveaux caractéres agronomiquement

intéressants:

La régénération de plants +transformés par p-Ri ouvre
¢galement des perspectives en matiére d’adaptation aux
conditions de milieu. :

En effet , le phénotype des plantes transformées par p-Ri
présente certains intéréts agronomiques : car celles—-ciont
des racines treés ramifiées ) dont la croissance est
plagiotrope , et la vitesse de croissance augmentée

v s -



Ces caractéres conférent aux ©plantes transformées un
meilleur ancrage et wune meilleure résistance & la sé&cheresse.
Selon JAMES (1987), il serait intéressant de 1les introduire
chez certains porte-greffe.
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CONCLUSION:

Le développement de la régénération aprés transformation
s'est fait gréace a

- La maitrise des techniques de culture +n vitro. et de
régénération de plante. :

- La délétion des geénes inducteurs de tumeur (codant pour
les enzymes de synthése de phytohormones, cytokinine et
auxine).

- Leur remplacement par des geénes marqueurs génétiques
(résistance & un antibiotique) ou de nouveaux génes a
introduire (résistance au glyphosate , fabrication de capside
virale).

Le succés de la régénération apres transformation repose
sur les connaissances dans plusieurs domaines

- Physiologie de la régénération des plantes cultivées in
vitre et facteurs contrélant celle-ci.

- Capacité & contrdoler 1’expression des génes introduits
dans les plantes. A . R

- Conséquences du remplacement de génes chromosomiques des
plantes.

- Mécanismes de 1’inactivation de 1’expression de certains
génes.

- Identification de génes agrounomiquement utiles.
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REGENERATION DE PLANTES .
A PARTIR D’EXPLANTS CULTIVES IN VITRO
ET TRANSFORMES PAR AGROBACTERIUM
APPLICATIONS AUX PLANTES LIGNEUSES.
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