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

RESUMES 

RESUME FRANgAIS: 

La r6gen6ration de plantes transformees est resitu6e par rapport 
& 1' am61ioration gen6tique des plantes. Puis les principaux acquis 
en matiere de mat6ri e1s et m 61 h o d e s utilisables sont presentds, 
ainsi que les resultats auxquels ils ont conduit, en particulier 
pour les plantes 1igneuses. Les perspectives sont exposees, 
liotamment pour la r^sistance aux izisectes 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 deve 1 opped, with emphasis on the 
case of vvoody plants. Future prospect s, specially in the field of 
insect and virus resistance are presented. 

DESCRIPTEURS PASCAL: 

DESCRIPTEURS FRANCAIS 

•AgrohciC te-r ium 
Agrohcfc t&r f um rh izogsn&s 
Agr ohcic te?r iwa ium&fac ie//s 
culture tissu 
genie genetique 
plante iigneuse 
regeneration 
transformation genetique 

ENGLISH DESCRIPTORS 

Agrohscier inrs> 
Agrobsc tor iuni t ~h izogc-ncs 
Agrchc c i •' i •.•••.! t u/>;i' s's-~ 

tissue culture 
genetic engineering 
woody piant 
regeneration 
genetic transforrnation 



GLOSSAIRE 

ADN transf ere: portion de plasmide tranmise par t.w ium a 
une plante hote.Cet AND transfere s ' integre de fagon stable dans 1 e 
genome de 1a plante. 

capside: enveloppe prot^ique protectrice des virus. 

co-culture: culture d'explants apres infection par 
Agrohcic ter ium, dans des conditions f avorabl es au deve 1 oppement de 1 a. 
bacterie. 

crown gall ou galle du collet: excroissance tumorale au niveau 
du collet , ou sur les racines des plantes infect^es par 

obac t&r f um tuoiv fac ions 

deletion: destruction d' un gene au niveau du chromosorne. 

g^notype: ensemble des genes determinant les caracteres d'un 
individu. 

hairy root, ou maladie de 1 a proliferation des racines: 
pro1if6ration racinaire chez les plantes infectees par Agrobact&rium 
rh izog&nes • •• , ; -•< 

ph^notype: expression visible des genes d'un individu. 

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

plante herbacee: plante dont les tissus sont exempts de bois. 

plante juV6nile:plante ne pouvant pas se reproduire, car n!ayant 
pas atteint 1e stade de maturit6 necessaire. 

plante ]igneuse: plante dont les tissus contiennent de la 
lignine, plante formant du bois. 

p] ante mat.uro : p] nijt.e pouvtini s& roproduire par voie sexu6e . 

plasmide: ADN" circul aire, jjorteur de gene p.ouvant s ' expr irner , 
que possedent les bacteries. 

ploidie: nombre de chromosornes d' un individu. 

vecteur binaire: Agrobacterium permettant 1 e transfert de g&nes 
grace h deux plasmides: 1 ' un porte les gfenes qui seront transf6r6s , 
1'autre induit 1e tranfert. 



ABREVIATIONS 

ADN: acide desoxyribonuc1eique, constituant des chromosomes. 

p-Ri: plasmide inducteur de racines (chez Agrobact&nium 
rh i:~o<7i?ne-~) . 

p-Ti: plasmicle inducteur de tumeur (chez Agrobac t&r 
tun.&fdc iens) . 

r6f.: reference bibliographique. 

T-DNA: ADK transfere. 

TMV: virus de 1a mosaique de 1a tomate. 
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REGENERATION DE PLANTES 
A PARTIR D'EXPLANTS CULTIVES IN VITRO 
ET TRANSFORMES PAR AGROBACTERIUM. 
APPLICATIONS AUX PLANTES LIGNEUSES. 

INTRODUCTION: 

Les bacteries Agrobacterium tumefaci eris et Agrobacter i urn 
rhizogsnss sont deux bacteries du so ] infectant de nombreuses 
dicoty16dones ligneuses et herbac6es. 

Au cours de 1'infection e11c s transmettent aux cellules 
infect6es des plantes-hotes des fragments de plasmides, c' est 
h dire de materiel g6n6tique.Les fragments s'int£grent de 
f agon stable dans 1e gSnome de 1'hote, et les gfenes qu'ils 
portent s' expriment. Les plantes ayant int<§gr<§ ces gfenes sont 
appe16es plantes transform6es. 

L'uti1isation d'Agrobacterium comme vecteur par les 
g6n6ticiens semble un moyen prometteur d'introduire dans les 
plantes de nouveaux g£nes. 

Dans ce domaine, les recherches de F.DOSBA et A.PIERRONNET 
& 1'INRA de BORDEAUX se sont orient^es dans plusieurs 
directions: 

1)- La mise au point d'un test de comportement des vari£tes 
de Prunur. spPafin de ddterminer si la vari 6te consid6ree est 
ou non sensible a 1 ' inf ection par Aqrofoactor iun; turriefaciensP . 
Ce test est desorrnais au point. 

2)- La transformation de porte -greffes Prunus sp' par 
Agr obac-ter iurri rhizogenesP , souche sauvage AA; cette 
transformation a 6t6 r6alisee in vitro . L'introduction de 
materiel g<§netique provenant de Ayrobactcr ium riiircgsnes 
pourrait provoquer. chez les plantes reg6ner6es a partir de 
racines transf ormees , 1 ' exprc;ss i ou de poteritiali tes 
agronomi quement interessantes. 

La transformation a ete rea1is6e, et les essais de 
r6g6neration sont en cours. 

3)~ L'insertion de gfenes codant pour 1a capside du virus de 
la sharka: 

Sur 1 e tabac (Nicotiana tabacum L.),il est <§tabli que 
lorsqu'on provoque la fabrication de capsides(enveloppe de 
nature prot<§ique protfegeant le virus)virles de virus par des 
cellules, ensuite ces cellules ne sont plus sensibles au virus. 

F.DOSBA et A.PIERRONNET cherchent donc h savoir si, en 
faisant fabriquer 1 a capside du virus de 1 a sharka par les 



arbres fruitiers, seasibles a c e virus (!v ') , cexix-f: i 
deviennent resistants. 

Le ghue codant pour les enzymes de synthkse de la capside a 
6t6 isole et integr6 dans un plasmide d •' Acirob3cteri;;m 
tumefaciens et d' Agrcbsctc.rium rhnL-egoncs .Ces souches 
modifi6es on 6t6 inocul6es in vitro & des Prunus sp . 

On a obtenu des cals , r^sultant de la transformation par 
Agrobacterium tumefaciens , et des racines resultant de la 
transformation par Agrobacterium rhizogcn&s: .Cals et racines 
n6oform6s sont porteurs des genes que 1'on souhaitait 
introduire. 

Les essais de. r6generation de plantes a partir de ces cals 
et racines sont en cours. 

La r6gen6ration des Prurius sp'J , qui sont des v6g6taux 
ligneux, pose des problfcmes sp6cifiques.Ceux-ci sont dus h 
plusieurs facteurs: 

- Difficult6s de r6g6n6ration des v^getaux ligneux. 

-Eventue11ement, & 1'insertion de gdnes pouvant modifier 
1'expression de gknes propres au veg^tal transforme. 

•C'est dans ce cadre que nous avons cherche dans les bases 
de donnees les publications en matifere de r6gen6ration apres 
transf ormation par Agrobacteriurn.•. Nous nous int6ressons en 
particuler aux v6g6taux ligneux. 

Nous ne faisons pas de recherche manuelle dans les 
bibl iographies signal6tiqxies comrne Plant breeding abstracts , 
Horticu]tura1 abstracts, Pascal thema. 

Ce serait necessaire pout une recherche exhaiistive mais 
cela ferait double emploi avec certaines bases que nous avons 
s61ectionnees pour interrogation; cela est realisable par 
ailleurs par la personne qui nous a confie cette interrogation 
de banque de donnees. 



PREMIERF, PARTIE: METHODOLOGIE DE RECIIERCHE 

I -LE SUJET: 

1- Domaine et banques de dorm^es correspondarites: 

Le domaine concern£ est celxii des bi otechno 1 ogies: le sujet 
aurait pu etre pose ainsi: " La reconstitution de plantes 
normales ci partir d'explant.s (fragments de pousses, embryons, 
cellules) cultivds 1n vir.m. et dans lesquels on a introduit 
de nouveaux gencs grace a une bacterie du genre c." iv.v? 
. Cas particulier des plantes ligneuses". 

Ce sujet de biotechnologie englobe des aspects de la 
physiologie des plantes, et du genie g6n6tique pour 
Agrobacter-ium -et pour les plantes. 

Trcis bcitques de donni§c2£ b ib 1 iogreph iques couvrsnt c._-=: dcmainen et 
pourrsient rdpondre notre qup.stion: 

NOM DOMAINES 
COUVERTS 

SERVEURS1 VOLUME DATE DE 
CREATI0N2 

PASCAL 
(CNRS) 

Pluridiscipli-
nsire en 

Sciences et 
Tecl i rs i cu er. 

>•; •' — • ' 1 | • -.•••-

••'•_: 'cn 

T£16systfemes 
IRS--ESA 

6 500 000 r6f 
+ 430 000 r&f/an 

1973 

CAB 
( C o i n i*i i o i~ 
whealth 

iurcd1 

r 

Acsr onom i e IRS-ESA 
P ,r ALOC, CRS -

DIMDI 
CArv .'CLn 

2 000 000 
-i 1 50 0:10 ;-6f/on 

1 972 

r. t r> r- v c "... .1 ; : 
r. r. p-w r cyr b i c 1 cc; i que-~ 

ei .nSdica 1 (•.?:; 

nA7... STAf: 
J D c tr c * 

SRS, DIMDI 
STN 

5 1Z.010 
-i- -1G u ' 0 0 fi r 6 f / n 

!£ 0 

2- Les concepts les plus importants dans le sujet sont: 

RSgSnSration de plsnt.es 
A c • r o b x c t e r i u m P 
c u 11 u r e. i n v i t r o P 
p 1 r n t e 1 i g n e u s ® 

1 -• Le serveur que nouj avoris utilise es t souliqn^. 
2 ~ Les r6fferenc8£ 1es plus anciennes peuvent varier d 'un serveur 
1 ' autre. 
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II- EQUATIONS DE RECHERCHE : 

1- Interrogation de PASCAL sur TELESYSTEMES: 

Ouesti on Mombve de 
r^scnses 
:5 irit£r§t 

Cornmen tsi rer; 

1 rogenar tit-icn 'i M plant?? 
culti:rc? 1M x-tr 
1 ^ \ ^ 

1 ssuf :• 

6 
p 1 s n t. s ? A V 1 i u n e u s e ? _ _. 
1 et 5 _ 

a g r o b a c t e r i u rr: - — — 
. . IND aarobcscter ium — 

3 1 et 7 
9 . 3 ou, 3 
10 3 et. 7 

f 1" v-j n c a 153 /a n c< 1 a i s 
fr-onc.3i</c-:glci:" 

L. 3 r £ g 6 r 1 £ 1 - a1 i c n r: c n c c:- n e d e s 
cu 11:jrcin vitro.' 

On abandoiine 1crit&re 
C t j 11 u r e i n v i t.r' o 

. Uvi pursit pu domender woody plsn 
0 0n absndonne 1e crlt.Are plante 

1i gneufc 
frangais/snglais 

Or, v i •:l:c< 1 i;;e 1 'ind-~x pour voir s 
exista des orthographes voisines 

11 n'y en a pas. 
4 -6 

36 

* R6sultats: 
Per-tinence sur la question 9: 
Bru i t 
c 4 :• 1 i£IK£! 
Mcmbr r n c e 

1 0 0 %  
0% 

transf cma t.i vn ,-ar Agrobect.cr ium 
Nornbru. ti-.:. r uf cncec corctr/rnani.. 

P1 ant.es I:erbacees 
Pluntoi: llgneuses 

N omb r e d e r ef6r en c es 3 e "I ec t i onnee: 
pour leur int^rSt 

b 
n 

2- Interrogation de BIOSIS PREVIEWS sur DATA STAR: 

Ouesti on Rir-consies 
quand i n i&r £•1: 

Comment a i re.-: 

1 p 1 ti n t $ w i th rgen or a t i cn % 
2 agrobacteriurn mot-cle 
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4 
5 

or 07200.BC 
or 04718.BC. 
25202 .BC. -
or 25305.BC 
Gi" 2 'j 4 5 . B t 

1 a rid 2 
4 not 3 

5525 

Z "7 O «"1 M fl") 
35 
3 5 

-eub ac tfer i a 1 es , 
r h i zobi acSes 

1969-197 8 
,1979-— 

;i i o n o c o t y 1 £ c! o n c c 
_ grcsmi ne-es 

1  H i t i c d e s  

E1 irriiricjtion c'e groupes v£g£taux 
qui ne nous intSressent pas 
Ri§sul tats indentiques h 4° 

* E6sultats: 

i' v.;!'* i. '. nence sur 1 s ques t i on : 9 b% ( o 
Bruit (indexaton "nSgsti ve") ?.%(" 
Si 1 e.nce 
Noiribre de reflrsncss pertinentes 

par rapport & la question: 
"r6g6n#rat.ion de plantes apr^s 
transfomation par Agrobacterium 

Norribre de ri§f6rences concerriarit 
Plarites herbacSes 
Plantes 1i gneuses 

Nombre _ de r6f6rences s6lecti onn^es 
pour leur' int6t§t 

4/35) 
/sci) 

29 
5 

1 2 '  

Oue 

2 
O. 

4 
c: 

10 
1 1 

1 2  
13 

3- Interrogation de CAB sur IRS-ESA: 

;tion Norv;bre de Comrnentai rer: 

" g p o n £J <3 
4- ifi-1'* vt -f "i nt:er 

p 1 a ri t ? (1 w} re g e i 'i a r a t i < n 1 0 0 4 
tissue? (w) culture? 
invitro _ — 

1 8699 
1 0  

1 6 8 8  
En un seul mot 

vitro (w) culture? 
g e n e t i c ( w ) t i" a r i r f c rrr: .31 i o n ? 
bac t e r i s 1 ( w) t r a n f o r rn a t i c n ?' 

•*> O 1 fX 

4 4 1 8702 
1 * ( 2 3 -i.4 ) * ( 5 + 6 + 7 ') 10 
1 * (5-4 6 + 7) 

1  -  1 0  -  -  -  -  .  

1 * 7  :  

32.0 reP 
8 c4. d 

c. 
/ U 

.26 L e concep t de cu 1 ture 
de tissus (question 9) 

i ritrodui t un silence importan t: 1 6/2 
-16 
— 22 Si on avait uti 1 is6 . 1 *7,> au lieu 

de 1 *(5 + 6+7), on aurait eu un 
silence de 4/26 
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* Edsxil tats : 

Partirience sur 1 a question 11: 1 Q0% 
Bruit 0% 
Silence ? 
Nornbre de r£f6rertces pertinentes 

par rapport a 1 a questiori: 
"r6g6n6ration cJe plantes apr&s 
transfomatio.~: pgr Agrobacterium 17 

Nombre c'c r£-f^rences coiicernarit 
P1 a n t e s h e r b a c 6 e s 2 3 
Plfif! 1 i£ri.-U?Ci: 3 

Nornbr e de r 6f 6r en c ec s t~1 ec h i onn Aes 
poui" leui- inl£'i£t A 
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III - DISCUSSION DE NOTRE STRATEGIE: 

1- Choix des termes pour 1'interrogation: 

Nous avons ecarte les deux critftres suivants: 

-• culture in vitro , car 1a visualisation de notices nous 
montre que 1a r6g6n6ration concerne ici des cultures in vitro. 
de plant.es . 

- plante 1igneuse: ce terme trop vague n'est pas employ6 & 
propos de 1a r6g6n erat i on de plantes. 

Ceci peut s'expliquer car 1e terme employe (dans 1 e titre, 
1 e r6sume. les descripteurs) est 1 e nom (genre, ou genre et 
espfece) de 1 a plante, plutot que ce terme g6n6rique vague.Si 
nous nous interessions • a une plante en particulier, nous 
devrions 1a designer ainsi. 

Nous avons donc elargi notre recherche , en e1iminant ce 
critfere, en fait nous avons pos6 1a question : r6g6n6ration de 
plantes apres transformation par Agrobacterium . 
Nous avons 6t6 amsnfe d sslectionner de visu,'parmi 1 ss 
ref6-rences obtertueu; callss qui rious intSressent . 

En uti1isant comme concept "r6g6n6ration de plantes " 
plutot que "transformation" , , nous nous sommes int6ress6e d. la 

,, r6g6n6ration en tant que sujet principal. des travaux publi6s 

Mais certaines publicationsayant pour sujet principal la 
transf ormation de plantes par Agrobecter iurn, a transf orrnstion 
gdn^tique des plantes, la gu^rison •plasmidique des plantes, 
les cultures de protop1astes, abordent parfois des aspects de 
1 <~i r£>gSn er a t i ori.. 

• * Nous aurions pu interroger egalement par genetic 
trasformation ou bacterial transformation les bases PASCAL 
etBIOSIS, comme nous 1'avons fait ult6rieurement pour CAB. 

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

C e silence est de 4/26 dans 1 ' int errogat i on de CAB, et 1 e 
bru i i. p ( e par ] ' emp 1 o i <} e c e s teries est dc 9/26 . 
En ou f-i ••••••.. v c- f, ULiatre iext̂ c r̂  v-i-l en t d ' un i ni ,1vr @t. rnoyen , 
no f.;cnt pc:::, r etenur:: pcui- :•; yr; t hdse b i b 1 i •:• c r p h i q u e . 

* Nous avons interroge en langage libre car les concepts 
que nous employions n'existent pas dans 1 e vocabulaire 
contrd16 des trois banques de donn6es, sauf la d6signation des 
bact6ries. 

En outre dans ce domaine, i 1 n' existe pas de vocabulaire 
scientifique "unique". 
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Pour etre exhaustif, i 1 aurait fallu interroger avec un 
grand nombre de synonymes introduisant un bruit important, et 
faire par la suite un tri do visu . Dans ce cas une recherche 
manuelle aurait peut-etre permis une s61ection beaucoup plus 
f ine. 

2 - Critferes de date et de langue: 

Nous 11'avons pas impos6 de crit&re de date ni de langue. 
L ' ant6r 1cr~t£- dos bsses sur 1 es ssrvsura choisis est 
sstisfalsarite . 

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

3 - Anteriorite des r^ferences: 

Nos interrogations ont 6t6 r6alis6es en fevrier 1990 sur 
des banques de donn6es mises & jour mensue 11 ement. 

Les rdferences les plus r^centes que nous ayons obtenues 
sont de juillet 1989, "elles datent de six mois". Ce d61ai est 
comprehensible compte tenu du temps n6cessaire au 
d^poui11ement et a 1'indexation. 

. Cependant, avec . une recherche . manue 11 e, dans . . les 
bibliographies analytiques citees en introduction, il eut 6t6 
plus court. 

4 - Redondance: 

La redondance d' un base h 1' axitre est faible: 
un seul texte est commun h PASCAL et BIOSIS: MA et XIANG 
(1986), refdrence nurnerotee 13. 

5 - Choix des textes pour la synthese bibliographique: 

Pour la synthfcse bibiographique, nous avons retenu 24 
pub]ications. 

Leurs references sunt presentees rlans la troisieme partie, 
par ord;-e ] phabet i que, avcc cepcnddrrt unu lmmerotati on qui 
nous permfit de les citer par gr-oupes plus aiseruent dans cette 
partie methodo 1 ogiqxie . 



Nous avons fait notre choix en fonction 
scientifique des textes, de la fagon suivante: 

de 1'int6ret 

Origine dtis 
r6f ererices 

1.1 n t e s 1 i g: i & u y es 1 r' 1 a n t e- s h s r b a c e c- s tota '1 

PASCAL 0 r6f 4 re§f: 
n° 1,13,15.21 

4 r6f 

BIOSIS 5 r6f: 
n°5,6,14,17,20 

7 r6f: 
n°2.4,7,8,9, 

1 i.. ? t. 

1? rdf 

CAB o cjr . ».• i tr . _ 
n° 1 1 , 1 3,23 

\ 

1 i-tvf: ! A ri f 
n " 1 ? | 

BIBLI06RA-
PHIES des 
textes issus 
de T'intsrro 
gati on 

1 r6f: 
n° 10 

. r o r ef. 
n°3, 16,22 

,rj : c f 

TOTAL g r£f 1 5 r&f 

„\ ,)• <v „« 

24 ref 

1 - Pour 1 es plarites ligrieuse, tous 
l'int6r§t, et orit 6t6 retenus. 

1es textes presentaient de 
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REGEWERATION 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' amelioration gdn.et.ique permanente des plantes cultivdes 
est indispensahle pour augmenter 1 a r6sistance de celles-ci 
aux rnaladies, aux ravageurs, augmenter leur adaptation aux 
conditions de milieu, ou 1eur conferer des caractSres 
techniques et commerciaux souhaitables. 

1°- L'ame1ioration gdnetique des plantes: 

Thdoriqu-ement, 1 e Genie genetique peut avoir recours d. 
plusieurs techniques (pour une revue de celles-ci, voir MAC 
GRANAHAM et al.(1988)) 

L'identification • et 1'uti1isation .de la variation 
polygdnique ou de g&nes majeurs.Ceux-ci sont 'ensuite transmis 
par croisement aux plantes que 1' on souhaite modifier. 

C'est un processus trfes long; en particulier pour les 
espkces ligneuses : en effet celles-ci ont une pdriode 
juvdnile (durant laquelle elles ne peuvent se reproduire) 
longue de plusieurs anndes. En outre ces especes sont souvent 
hdterozygotes, ce qu i complj que tout programme de selection 
basd sur les croisements (HAISSIG t-_-t 1 . , 1987 ) . 

- Les techniques de transfert de gfene par voie asexude. 

Ceux-ci sont r <5 a ] i s e s 1 r- vit-cPet ils sont beaucoup plus 
rapides que la recombinaison sexu6e (quelques mois au liea de 
quc ] ques annees) . C'est pourquoi ils ])r d s entent un grand 
interet pnur les «spsces ligneuses. 

2°- Mdthodes de transfert de gene (voir aussi FILLATI ct 
a 1 . , (1987) ) ^ 

- Des methodes comme 1 a microinjection, ou 1'absorption 
directed'ADN par les cellules vdgdtales (dlectroporation) ont 
6t6 utilisdes avec succfes sur plantes herbacdes , mais non sur 
plante ligneuse. 

- La methode de transfert de gene la plus efficace utilise 
des bacteri.es du genre £<„ircb3cterium , Agr cbacter ium 
tuinefac i enc et -Xcr-obactc-r-1 urn i-li i'.-.voo.iinen • , comme vecteurs de 
genes. 
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3- Transf ert de genes grace k Ac,i• cbacter iurn. : 

In virro , . 1e processus comporte plusieurs 6tapes: 

« ' i— i n t t i Z / / ' ' -*• ~r V i n 
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eloo «Xf&jvb <Ur clfl» 
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U' 

|«rcufii-<juuL. 

A«r t**Vix 

to 

<3ul*5jv)aAr 

dfl/*o <le» anrxclt K'<swx ̂jauctaî t» 

ak JUOCJB̂  64>€K4" <1Q& 

p̂jfdlathtrSû K ei" eu 

><VM4^ geVK^ue.. 

. . .Ce. Proc5d6 fait appeJ a plusieurs disciplines des 
biotechno 1 ogies , notarnment la culture de tissus v§getaux, et le 
g^nie gen^tique sur Agrobactcr-1 uru tumtt-faciens et At;robacterium 
r!i i zogenes . 
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II- LES KESULTATS ACQUIS: 

1°- Utilisation d' Agrobacterium : 

Agrobacterium tumefacieris . et Agrobscier-ium rhizogenes sont 
deux bact^ries du sol , qui infectent de nombreuses 
dicoty!6dones ligneuses ou herbac§es. 

Agrobacterium tuinefacieris est responsabl e de renf 1 ements 
canc<§reux situ6s au niveau du collet ou sur 1 es racines des 
plantes hctes, et appe 1 <§s " crown-gal 1" , ou galle du collet. 

Ayrebscterium rhizcyene;.: provoque au niveau des racines et 
des points d'infection 1e"hairy root", ou pro1if6ration des 
racines . 

Aaroboc + er iuni tumef ac ient~ et Agr~ob.sctc.rium rhizcgfinec ont 
1 a capacit6 nature11e de transf6rer chez leurs hotes des g6nes 
grace & un plasrnide sp6cifique. 

Les strat6gies de transfert de g6ne utilisant ces deux 
bact6ries reposent sur cette capacit6. 

Ces plasmides' sont d^signds par "plasmide inducteur de 
tumeur", pour.. Agrobacter iurn turnefaciens • (p-Ti ci-dessous), et 
"plasmide iriducteur de racine" pour Agrobacteriurn 'rhizogeriesP 
(p-Ri ci-dessous)(SHAH et al . ,1987). 

Un petite portion de ce plasmide (8 & 23 kilobases sur les 
150 & 250 kilobases qui constituent 1 e p-Ti) est transf6r6 
dans 1 e g6nome des cellxiles hotes et s ' int6gre stablement h. 
c e 1 u i - c i . 

II provoqxie alors 1 es troubles specif iques a chaque 
bacterie (SHAH et al-,1987). 

Cette portion d'ADN (note ci-dessous T-DNA) est transf6r6e 
dans 1 e gdnome de ] a plante grace a un autre segment d' ADNT 

situ6 sur 1 e p-Ti ou 1 e p-Ei, et appele region de virulence, 
ou region \ *- ( (SHAH .1987, STXKAR 1 , 1987, PYTHOUD 

1  9 8 7 )  .  - - - - -  "  

Ce T-DNA est transcrit en ARN polyadeny1e: i1 code pour les 
prot eines associ6es a 1a formation d e galles ou de racines 
(JAMES ,1987). 

Certaines de ces prot6ines sont des enzymes . 
Certaines fabriquent les amino--acides de type opine 

(agropine, agrocinop ine, mannopirie) . Ceux-ci fournissent 
Vunique source de carbcrie et d ' azote uti 1 is6 excl usi vement 
p a r  1 ' o r g a n i s m e i n f e c t a n t. 
D ' au tres enzymes son t i rnp 1 iqu6es dans 1 e biosyri these de 
phy tohormonos , ls:; cy tck i ni ries et 1'acic'e i ridol sacct i qus (ou 
auxine) . C 1 c-st pcui-quci 1 a trancmission du T-DNA permet aux 
p 1 an t c-s transf ormees de crof tre en 1 1 absence d ' hormone 
d'ori g i ne e xog&ne. 
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La v6rificatxon que les plantes sont transformdes peut donc 
se faire par plusieurs moyens: 

- dosage des opines dans les tissus vegetaux 

- culture sur milieu sans hormone (1es plantules 
transformdes sont seules h pouvoir. croitre) 

- recherche dans 1'ADN des cellules des gknes & transf6rer, 
par analyse (Southern blotting, Western hlotting, Northern 
blotting; voir par exemp 1 e MAC GRANAHAX ci. ql . (1988) ;VISSER et 

(1989)). 

Les mdthodes utilisees se deroulent en plusieurs dtapes: 
isolement de ] ' ADX des cellules potentiellement transformdes , 
e1ectrophorese pour 1 e sdparer en ses diffdrents eldments, et 
hybridati on avec une sonde radioactive. 

Celle-ci est un fragment d'ADN identique a celui que 1' on 
souhaite transf6rer. 

Si 1 '-ADN arxalys6 a irrt6gr<§ le segment recherchd, 
1'hybridation se produit et est detectable par procdde radio-
photographique. 

. . ,2°- Matdriel vdgdtal utilis6: . , • , 

* Les premiers travaux sur la transformation in vitro/par 
Agrobacterium.' ont 6td rdalisds essentie 11 ement sur le tabac 
(Nicotiana tsbacurn L.'') . 

Des protaplastes de tabac ont 6t6 co-cultivds avec 
Agrobcictc-riUi-n • , et des plantes entiores ont 6td regen6r6e.s 
(POTRYKUS at «1. , 1985). 

Mais toutes les plantes ne peuvent pas etre r6g6ner6es & 
partir de cultures dc protoplastes; c'est le cas de nombreuses 
plantes ligneuse (JAMES ,1987;HAISSIG st al.,1987). 

JAMES (1987) attribue certains dchecs au fait que ,1ors des 
c x p e r i m e n t; a t i o n s " c e s cellules c u 11 i v 6 e s . d a n s d e s u o n d i t i o n s 
do croissance rapirle, 61 a i e n t d e ce fdit incapabl es rle 
rrigcndrer des plantes". 

LIU et aJL.(1987) ont montrd qu' i 1 est possible de 
transf orrner des suspensions de cellules de carottes (Daucus 
carota L. ,:) avec Agrobacter ium tumef acieris et de rdgendrer des 
plantes transformdes. 

MA et XIANG (1986) ont obtenu la rdgdndration spontande h. 
partir de tissus de type teratome de Datura innoxia L.. 'infectds 
par Agrobacteriurn tum.ef aciens '. 

* Des methodes de transf ormation et r6g<§neration " standard" 
ont 6te mises au point sur des plantes herbacdes qui se 
pr^tent particulierement aux cultures in vitro ', cl la 
transformation par Agrobacterium tumefaciens. ou Agrobacteriumj 



rhizoqenes et h la reg<§n<§ration, comme les solan6es (HOESCH et 
,1985; SHEERKAN7 ot cl . ,1988). 

HORSCH et al.(1985) ont obtenu la r6g§neration de plants de 
tomate (Solo-nun; ecculentum L. ) de tabac (Nicotiana tabacum L. 
et de p^tunia . (Petunia hybrida L.'). 

Pour cela ils ont utilis^ de petits disques de feuilles 
(de 6 mm de diam&tre), co- cultivc§s avec Agrcbact si~ iurrf 
tumefaciens .Dans une premiere etape, il y a production de 
pousses puis celles-ci sont prelevees et plac^es sur un milieu 
favorisant 1'enracinement. 

Outre les disques fo1iaires,(HORSCH et al. , 1985; VISSER et 
iLlz.» 1989;HANISCH TEN CATE et al.,1988) , d' autre explants 
complexes peuvent etre uti1ises.SHEERMAN at al.(1988),HANISCH 
TEK CATE Ei„^J™(1988) .HANISCH TEK CATE et a 1 - (1987)uti 1 isent 
des disques de tubercules de pomme.de terre. 

BARTON et_aj .(1983),SPANO et COSTANTINO (1982),VISSER et 
81^.(1989), DE VRIES-UIJTEWAAL et al . (1989) . 

DAVID et TEMPE (1988) utilisent des plantules de chou-fleur 
(Brassica ol eraces ,'L . ) . 

* La r6g6n6ration se fait & partir. de pousses ( BARTON et 
al.,1983;HORSCH et al. ,1985;VISSER et al . , 1989 ;SHEERMAN et 
al^,1988), ou des racines (DE VRIES-UIJTEWAAL •. et 
al^,1989;HANISCH TEN CATE et ajL , 1988 ;HANISCH TEN CATE et 
al.,1987)apparues apr£s 1'infection. 

Pour SPANT0 et COSTANTINO (1982), et MA et XIANG (1986) la 
reg<§nerati on passe par un stade interm<§diaire de cal . 

Cependant ce stade est un stade d' instabi 1 it6 g6neti.que 
conduisant a une grande variation ; les effets de celle-ci 
peuvent se superposer h. ceux de la transformation. 

* Cliez les v<5getaux ligneux, 3 es explants employes sont : 

- des tissus matures : des tiges de saule , rjp ,sont 
empl oyes pvir VAHALA <z.',_ _ "'(1989)). 

- ou des tissus juveniles: PYTHOUD et a1.(1987) emploient 
des pousses juvenile^ de peuplier (Populuc r.p ') ; FILLATI et 
al.(1987) emploient des morceaux de feuilles sur Populus. 

. MAC GRANAHAM et al . (1988) emploient des ernbryons somatiques 
de noyer (Juglans regia L.' ). 

La juv6nilit6 (c'est h dire 1'incapacite 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). 
Mai:; c'est. un handicap pcur 1 ' cxp 1 oi ta t i cn d ' arbre-
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Dans tous les cas la r^generation de pousse est atteinte, h. 
partir des explants cites ci-dessus. Mais 1' enracinement •, de 
ces pousses dans des proporti ons non n<§gligeables n' est pas 
toujours r6alis6 . >' 

II a 6t6 obtenu dans 1 e cas de feuilles de peuplier 
(FILLATI et. al. , 1987) , d' embryons somatiques de noyer (VAHALA 

a.1 • P1989) , et dans le cas du pommier (Malus sp JAMES et 
PASSEY,1988). 

La formation de racines est r£alis6e aussi sur des plantes 
de la meme espdce et de la meme vari^t^, ou d'une vari6t6 
voisine, cultiv§es in vH ;* dans les memes conditions de 
culture mais non transform6es. 

3°~ Les milieux de culture ut.il ises yjour les explants: 

Les milieux de uti 1 is<§s pour la coculture d' Agrobacterium 
et des explants h transformer scnt des milieux standard 
(HORSCH et al.,1985; DE VKIES-UIJTEWAAL' st sl.,1989;HANISCH 
TEN CATE et al . , 1987) ou des milieux de base contenant les 
sels de MURASHIGE et SKOOG. 

Pour la multiplication et la r6g6n6rati.on ,ce sont des 
milieux standards (MAC GRANAHAM et •al. ,1988 ; HORSCH - et 
'<LLl» 1985), ou bien ce. sont desmilieux de base contenant- les 
sel de MURASHIGE et SKOOG ... ' ' 

Ils sont ainsi modifi6s: 

- sans hormone , po.ur s61 ectionner les explants transform<§s 
( PYTHOUD et al.,1987). 

avec antibiotique , pour s61ectionner les plantes 
transformees dans • lesquell.es on a • introduit un g&ne de 
r§sistance & un antibiotique(BAETON et al.,1983) 

- avec hormones pour induire 1 a croissance de pousses , 
quand regeneration a partir de racines (SPANO et 
COSTANTINO. 1982; SHAH et .t! .1907) ou a partir de cals (DE 
VRIES UIJTEWAAL e;!; ql_ = 19HQ; HORSCH 1985) 
Gent§ra lement on eiripl oie uiu- roiribinai sou d raaxiiie"" (0,1 a 1 
rag/1) et de cytoki.nine (1 mg/1). 

- sans hormone ,pour mduire 1!enracinement, et 
eventue 11 ement avec du sacciiarose (HORSCH ?.t al ,1985: 
SHEERMAN et BEVAN,1988). ~~ 

4- Proportions d'explants transform<§s et de -plantes 
r6g£n<§r£es: • ; 

Les proportions d'exp1ants transform^s varient d'une espfece 
h 1' autre et d'une vari<§t<§ a 1' autre: SHEERMAN et BEVAN (1988) 

. ont obtenu la transformation de 30% de pousses de Solanum • 
ti.ib8rcsij.rn;; par Agrobsc I cr ' l "turnsf cjcri eris , VISSER et 

obtenu la transformation par Aarcbacterium • 
tumefac-iensUde. 30%^ de..,f eui 1 les . 
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La merne ohservation vaut pour la regdneration: 

FILLATI ei a l -(1987) ont obtenu ]a rdgeneration de 
plantules de peuplier par 32% des explants transformds par 
Agrcbacter 'iurn tumafacierisP ; MAC GKANAHAM et c_]__(1988) ont 
obtenu la r6g6n6ration sur 8% des explants de noyer 
transformds. 

5- Stabilitd de la plo'idie chez les plants rdgdndrdes aprfes 
transf ormati on: " 

Les observations de HANISCH TEN CATE et h 1 . (1988) , avec 
Agrobecterium rhizogenes sur .?olanun iiiberosuir*' L. , et BARTON 
ot a 1 - (1983) sur N icot ; an,;- fcaba :;uin L . , ont montr6 que 
1 ' insertion de genes provenant d ' Agrobactc-r ium ' ne modifie pas 
1a ploidie (c' est & dire 1e nombre de chromosomes) des plantes 
transformdes et rdgdndrees. 

6- Le phenotype des plantes rdgener6es: 

Des plantes rdgdndrdes , possfedant plusieurs copies de T-
DNA dans leur gendme, ont un "aspect" normal: absence de crown 
gall et de hairy root (MAC GRANAHAM et a 1 . , 1988; FILLATI et 
ah,1987;BAET0N et al . ,1983) 

Cependant les plantes r6g6n6r6es ont souvent un ph6notype 
anormal; c'est 1 e cas en particulier des plantes r6g6n6r6es 
aprfes transformation par une souche sauvage (dont 1 e pouvoir 
pathog^ne n'a pas 6t6 amoindri), ou du moins par une souche 
oncogfene. TEPFER (1984)recense un certain nombre de ces 
aberrations. 

Les plantes rdgdnerees apres transformation par p-Ti ont 
souvent des t iges presentant utie fasciation et de petit.es 
feuilles (JAMES ,1987). 

Les plantes regen6r6es aprfes transformation par p-Ri 
manifestent souvent une hdtdrosty]i e (HANISCH TEN CATE et 
iLU>1988;SPANO et COSTANTINO ,1982; TEPFER ,1984), des 
feuilles gauffrees, des entre-noeudes plus courts. une perte 
de ] <i dominance api ca ] c:, une dugment <iti on dx; nombre de racines 
(SINKAR & ! c: , 1987; DAVID e t TF.XPE ,1988). 

Des plantes issues d' exp 1 ants transf orrnds presenten un 
retour au phdnotype riorma ] . 

VISSER ost a 1 .. (1989) ont not6 que des plants de pomme de 
terre r6g<§n<§r6s n' exprirnent pas le gene transmis de rdsistance 
cl  un antibiotique , la kanamycine . 

BARTON et a"! . (1983) ont observd que des plants de tabac 
reg6n6r<§s aprfes transf ormat ionpar Agrobacter iurn tumef aciens 
ne produi sent pas d'opine, bien que possfedant plusieurs copies 
de T-DNA. 

D'ou 1'hypoth6s e que ces g&nes transmis par 1e T-DNA 
pourraient etre reprimds. 
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DE VRIES-UTJTEWAAL E L  ' B I . (1989), ont. transmis deux 
caractSrcs h des plants de tabac grace h Agrobacterium 
tumefac ie:ir; et Agrobaeter iuin i i: 1 zogories./; ils ont observ6 que 
certaines plant.es ne mani f estent que 1 1 un des deux caract&res. 

Les gfenes pourraint avoir subi une d6l6tion partielle , par 
exemple lors de processus de diff6renciation des tissus 
v(§g£taux qui les ont int6gres, au moment de la r<§g6n6ration. 

Hs pourraient aussi etre inactiv<§s par m^thvlation de 
l'ADN, ou par un autre processus d'interaction avec le g6nome 
d e 1 a pl ante liote . 

7- Interaction entre gfenes transmis et g^notype de l'hote: 

VAHALA i£_L_L. ' ( 19R9) orit obtenu 1 a r6g6neration de pousses 
de saule (f?alix cp ) transform6es par Agrobacterium 
t u m a f c a c i ' .  

Mais 1 a formation de racines etait inhib6e, alors qu'elle 
de produit spontan6ment dans les memes conditions de culture, 
sur des explants non transformes. 

• • JAMES (1987) a essay6 sans succfes 20 combinaisons de 
milieux de culture pour reg6n£rer le pornmier M9 h partir de 
racines transf orm6es par Agrobacterium rhizogenes /. n ' i. 

II a 6gal ement observ6 que la vari<§t<§ de cerisier Colt 
(Prunus cerasus': var. Colt) r^genere des pousses, h partir de 
racines non transformees, mais pas & partir de racines 
transf ormees par Agrobacter ium rliisogenec . 

Les aberrations phenotypiques obs erv6es . et. certaines 
impossibi 1 j tes de r6g6nei-ation des plantes transf orrn^es 
semblent dues au fait que lees regulatuers de croissance 
induits par le T-DNA interf drent avec 1'expression d ' un 
ph6notype norrnal (SINKAR et al . , 1987) . 

8-Maitrise des geries transfert§s: 

Les ghnes responsabl es de ] a syntlidse de ces rdgu 1 ateurs de 
croissantR, cytokinine et aux ine, sont situes entre les 
extremites du T-DNA; ils ne sont pas indi spensab] es dans 1 e 
processus de transfert du T-DNA (SHAH et a1. ,1987) . 

Partant de cet.te observation, on a mis au point les 
techniques employant des plasmides modifiSs et des vecteurs 
binaires. 

Pour cela , on modifie 1e p-Ti ou 1e p-Ri en d^truisant par 
d61 etion les g6nes inducteurs de turneur. 

On obtient des T-DNA porteurs de 1a r6gion vir et exempts 
de gfenes oncogenes . On integre dans le g6nome de Agrobacter iurri 
d'autres gfenes & transferer. Ceux-ci ont ete au prealable 
multipli^s dans Escherichia coli, une bacterie permettant 
"ais6ment" ce genrede manipulation. 
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Les geri.es rl 'origirie exterieure peuvent s' integrer dcins 1 e 
T-DKAj et 011 parle a 1 ors de cl k: - v^ctvi.;: 

Ou bien ils s'integrent dans d'autres plasmides ; 1a 
transformation s'effectuera alors grace a deux sortes de 
plasmides:T-DNA poss&dant seulement 1 a r6gi on vir et T-DNA 
comportant 1 es g6nes h transmettre.On parle alors de vecteur 
binaire. 

Les premiers essais de reg6n6ration de plants aprfes 
trans f ormat i on visaient a <§prouver les possibilitds de 
regen6rer des plant.es transf ormees; Les g&nes introduits 
permettaint d'abord de rep6rer ais6ment les plantes 
transformees. 

Souvent 1 a sequence d •' ADN uti 1 is6e perrnet 1 a synthese d ' une 
enzyme . I1 s ' agit d ' une phosphotransf <§rase bact6rienne : NPTII 
pour MAC GRANAHAM . (1988) , FILLATI et al - (1987) , BARTON 
£i_oT^(1983) , PYTHOUD 7,.t_a_l_, (1987) , VAHALA t ajk P(1989), 
VISSER &t aV (1989) , SHEERMAN ot aV (1988) , DE VRIES-
UIJTEWAAL et al.(1989) ; et HPT pour VISSER et al.(1989) . 

Cette enzyme confere aux individus capables de la fabriquer 
1 a r<§sistance a un antibiotique: la kanamycine pour NPTII et 
la kanamycine ou 1'hygromycine pour HPT. 

v ' v 
Les explants transform6s sont alors identifiables car ils 

peuvent croitre en presence de 1'antibiotique. 

JAMES et PASSEY (1988) ont obtenu la r<§g£n£ratiori de 
pommiers aprks transforrnation par Agrcbacterium tumefsciens i ™ 

Uri appl ication des vecteurs binaires . trfes irvt6ressante 
commercialement a ete r 6 a1i s e e avec succes par FILLATI et 
al . (1987): ils ont introduit dans 1 e cultivar de peuplier 
liybride Populus alba X P. grand identata ', grace a une souche 
oncogSne et modifiee d' Agrobacterium turnefaciens , 1 e gene de 
la resistance a 1'herbicide GLYPHOSATE. 

Pui s i 1 s or t obtemi 1 .i regencinit i on d e plantes. 

Ils ont employe une souche oncogene d' Agrc-h;;c Lcr i u.n 
tuiii^fcicicn.-. , C 58, dans laquelle ils avaint introduit 1 e gfene 
de resistance. 

Ils ont observe que 1 e caractere oncogene de 1 a souche d' 
Agrobacterium tumefaciens employee, stimule la reg6n6ration de 
pousses trans form§es, alors que chez les solan6es elle 
1'inhibe. 
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III- LES PERSPECTIVES : 

L'emploi des vecteurs binaires ouvre de nouvelles 
perspectives pour 1'introduction de g6nes chez les plantes, en 
particulier des g&nes favorisant la rdsistance oi un insecte 
ou un virus. 

1- Gfenes "insecticides" : 

Baci11us thuringiensisP est une bacterie produi sant une 
prot6ine cristal1ine toxique pour plusieurs especes d'insectes 
parmi les 1dpidopteres, coleopteres, dipteres. 

Ce g6ne a 6t6 transf6r6 sur 1e tabac; chez cette plante i1 
augmente 1a resistance ci ces insectes. 

L'introduction de ce gfene chez les espfeces ligneuses 
prdsente un grand intdret dans la lutte contre les insectes 
(DEAN,1984). 

2- Gfenes de rdsistance & un virus: 

Le ph6nom£ne de la protection croisee a 6t6 observd en 1929 
par MAC • KINNEY- "'(rdsultats' - expos6s entre autres par JAMES 
,1987) : des plants de tabac infectes par une souche d' un 
virus deviennent rdsistants h une souche apparentde. 

POWELL-ABEL et al.(1986) ont introduit . 1e g£ne de 1a 
capside (enveloppe proteique protectrice) d'une souche de 
virus de 1 a mosaique de 1 a tomate (TXV) dans des cel lules de 
tornate et de tabac. 

La transformation s' est faite grace a Agrobacteriurn , et 
des plantes ont 6t6 regdndrdes. 
Ces p 1 antes etaient rnoins serisibl cs £1 1 ' inf ection par 1 e TMV . 

La possibi]ite de transferer aux plantes des genes viraux 
afin de les rendre moins sensibles ci ces virus ouvre de 
nouve]1es voies h 1a protection des vegetaux. 

3- Apparition de nouveaux caract£res agroriomiquernent 
i nteressants: 

La reg6n6ration de plants trans formes par p-Ri ouvre 
6galement des perspectives en matifcre d'adaptation aux 
conditions de milieu. 

En effet , le phdnotype des plantes transformdes par p-Ri 
pr6sente certains interets agronomiques : car celles-ci ' ont 
des racines tr£s ramif i6es , dont la croissance est 
plagiotfope , et la vitesse de croissance augmentde . 



— 20 — 

Ces caract6res conf6rent anx plantes transform6es un 
meilleur ancrage et une meilleure r^sistance & la sdcheresse. 
Selon JAMES (1987), il serait int§ressant de les introduire 
chez certains porte-greffe. 
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CONCLUSION: 

Le d6veloppement de la regen6ration apres transformation 
s'est fait grace h : 

- La maitrise des techniqxies de culture 5n vitro. et de 
r6g6n6ration de plante. 

- La d(§16tion des gfenes inducteurs de tumeur (codant pour 
les enzymes de synthese de phytohormones, cytokinine et 
auxine). 

- Leur remplacement par des gSnes marqueurs g6n6tiques 
(resistance & un antibiotique) ou d e nouveaux gbnes h 
introduire (resistance au glyphosate . fabrication de capside 
vira1e). 

Le succes de 1a r^generation aprfes transformation repose 
sur les connaissances dans plusieurs domaines : 

- Physiologie de la reg6n6ration des plantes cultiv<§es in 
vitro et facteurs controlant celle-ci. 

- Capacit6 h controler 1'expression des g6nes introduits 
dans les plantes. • - .... 

- ~ Consequences du remplacement de gfenes chromosomiques des 
plantes. 

- K6canismes de 1' inactivation de 1' expression de certains 
genes . 

- Identificati on de genes agronomiquement 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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