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PREFACE

La biotechnologie a suscité un vif intérét dans
plusieurs domaines de la biologie. En foresterie,
cette technologie peut trouver de multiples
champs d’application tant au niveau de 'aména-
gement des ressources (production, croissance et
protection desarbres) qu'a celui de leur utilisation
(bioconversion et gestion des déchets).

Comme I'aménagement des cultures est habi-
tuellement plus intensif en sylviculture énergéti-
que qu'en foresterie conventionnelle, la
sylviculture énergétique offre des conditions fa-
vorables & la réalisation de développements

biotechnologiques. C'est dans cet esprit que le
symposium d'Uppsala a été organisé.

Cette rencontre avait pour but d'essayer de
faire de la biotechnologie un outil pour I'aména-
gement des plantations. Ainsi, les ressources en
plasmas germinatifs, le développement des res-
sources génétiques, 'aménagement des cultures,
la culture de tissus, la génétique moléculaire et le
genie génétique ont retenu notre attention. Nous
avons également eu I'occasion de discuter longue-
ment de certains détails et de la possibilité d'inté-
grer les technigques présentées dans un
programme d'aménagement des cultures.
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PLASMA GERMINATIFET
PROGRAMMES DE RECHERCHE EN
GENETIQUE CLASSIQUE

V. Koski et A. Viherda-Aario

Institut finlandais de recherche forestiére
Département de génétique foresti¢re
Boite postale 18, 01301 Vantaa, Finlande

L'idéed utiliser des plantes ligneuses 3 croissance
rapide pour produire de I'énergie et de la bio-
masse est maintenant répandue dans plusieurs
pays (Zsuffa et Barkley, 1985). Certaines plants-
tions ont déja été exploitées sur une base expéri-
mentale. Cependant, bien qu’on ait pu obtenir des
rendements eleves qui montraient des augmenta-
tions annuelles importantes dans de petites par-
celles-échantillon, les plantations extensives,
comme celles du programme coopératif d"amélio-
ration desarbres de Caroline du Nord, sontencore
trop rares.

Le plasma germinatif utilisé dans les expé-
riences sylvicoles & courte révolution provient de
populations naturelles ou de types sauvages des
essences en question plutdt que de plants produits
intentionnellement par des méthodes d'améliora-
tion génétique. C'est sans doute l'une des raisons
pour lesquelles les résultats des expériences pas-
sces n'ont pas toujours été encourageants, surtout
quand on tient compte des aspects économiques
de ces expériences. Le succhs et la rentabilité de la
sylviculture & courte révolution reposent sur 1'a-

mélioration génétique des espiees végétales et sur
Iaménagement intensif des fordts.

En matigre d'amélioration génétique, nous
devons nous montrer ambitieux. On ne peut se
contenter de sélectionner des génotypes supé
rieurs ou des clones dans des populations natu-
relles ou parmi des hybrides spontanés. Il est plus
fructueux de concevoir un modéle idéal de plante
et de fabriquer le génotype correspondant, 4 aide
des techniques d’amélioration génétique des
plantes. Plusieurs auteurs (Dickman 1975, 1985,
Siren et al. 1979, Fege 1981, Siren 1985) ont dressé
une liste des caractéristiques d'un tel idéotype. En
voici quelques-unes:

1. tauxélevé de photosynthése nette;

2. interception efficace de la lumigre;

3. utilisation optimale de la saison de crois-
sance;

4. indice de récolte élev;

5. utilisation efficace de 'eau et des nutri-
ments;

6. croissance juvénile rapide;

7. tolérance a la compétition;

8. tolérance au stress abiotique;

9. rosistence aux maladies et aux ennemis
des cultures;

10. bois de bonne qualité;

11. facilité de reproduction et d'implanta-
Hon;

12. aptitude a former des taillis.

Bien entendu, aucun idéotype ne peut conve-
nir & tous les milieux et a tous les usages. Chaque
situation requiert une solution particuliére. La
production d'un cultivar synthétique, c’est-a-dire
laréalisation d'unidéotype, ne peutsefaire enune
seule étape. L'alternance de la sélection et de la re-
combinaison estlarégleen matiere d’amélioration
genétique des plantes. Dans le cas de I'améliora-
tion génétique des arbres suivant les méthodes
classiques, cela signifie habituellement une alter-
nance de croisements et de tests de descendance.
Mais en ce qui concerne les espéces i courte révo-
lution, des méthodes plus radicales peuvent éga-
lement étre utilisées comme:

= la polyploidie naturelle ou provoqudée;

= I'hybridation entre provenances et espices;

- les mutations provoquées et le génic généti-
que.

Du point de vue paléobotanique, les conifires
sont des espéces trés anciennes dont la macroévo-
lution s'est arrétée il y a des millions d’années.
Leurs nombres chromosomiques, par exemple,
sont trés uniformes. Les plantes ligneuses A
feuilles caduques sont beaucoup plus jeunes sur
le plan phylogénétique et présentent une grande
diversité de phénotypes. Ainsi, les espices a
feuilles caduques sont beaucoup plus malléables.

Dans les genres Betula et Salix, par exemple,
onaobserve plusieurs niveaux de polyploidie entre
les espiees et aussi entre individus d'une méme
espece. Ces genres confondent les systématiciens,
car on y retrouve souvent des hybrides interspé-
cifiques, et toutes les espdces montrent des varia-
tions morphologiques considérables. La
formation naturelle d’une nouvelle espéce du
genre Belula a été observée en Laponie finnoise
(Vaarama et Valanne 1973). Le genre Salixetd’au-
tres genres pourraient montrer la méme potentia-
lité.




Cet article se limite aux espéces et aux genres
rencontrés dans les climats nordiques tempérés.
Les essais de sylviculture & courte révolution ont
porté sur les essences a feuilles caduques. La plu-
part d'entre elles sont des plantes pionniéres et la
plupart du temps indésirables dans les planta-
tions classiques. Voici certaines des espéces et des
genres les plus utilisés en sylviculture 3 courte ré-
volution de méme que certaines de leurs caracté-
ristiques génétiques.

Les genres les plus prometteurs selon les don-
nées recueillies jusqud maintenant sont: Alnus,
Platanus, Populus et Salix. Ce sont les genres Popu-
lus et Salix qui ont 1€ utilisés le plus largement et
sur la plus longue période. Cependant, plusieurs
autres genres, comme Acer et Betula spp. (Fege
1981, Lavoie et Vallee 1981), offrent un potenticl
intéressant pour la sylviculture & courte révolu-
tion,

Le genre Alnus (aulne) comprend environ 30
espices, parmi lesquelles A. cordata, A. glutinosa,
A. incana et A. rubra dominent sur le plan de I'im-
portance économique (Krilssmann 1976). La fi-
gure 1 montre la répartition géographique
naturelle du genre Alnus. Les aulnes, étant des es-
pices pionnilres, ont une croissance juvénile ra-
pide et prennent peu de temps pour venir &
maturité. Le fait qu'ils peuvent fixer I'azote atmo-
sphérique, grice aux actinomycétes symbiotiques
du genre Frankia, leur confére une valeur addi-
tionnelle.

Figure1l. Répartition géographique du genre Almus (d'z-

prés Kriissmann 1976)

On a observé une variation génétique impor-
tante entre les populations d'aulneset al'intérieur
de ces populations (Debell et Wilson 1978). Des
hybrides interspécifiques d'espéces sympatri-
ques, par exemple A. glutinosa x A. incana, existent
en faibles proportions. Certains hybrides artifi-
ciels comme A. glutinosa x A. rubra donnent des ré-

sultats intéressants (Ljunger 1959, 1972). L'aulne
se régénére de fagon végétative dans la nature et,
parconséquent, l'aménagement de taillis peut étre
réalisé avec succés.

Le genre Populus comprend environ 35 es-
pioes majeures réparties en cing groupes (Rehder
1947, Kriissmann 1976). Le nombre chromosomi-
que habituel de ce genre est 2n=38, mais des cas
exceptionnels de polyploidic ont été observés
chez plusieurs espéces. Les peupliers sont généra-
lement dioiques, mais il arrive fréquemment que
Fon rencontre des individus hermaphrodites. La
régénération végétative est trés intense chez les
peupliers. L'hybridation interspécifique est fré-
quente. Le genre Populus s'étend sur une grande
partie de I'hémisphire nord (figure 2},

Figure 2.  Répartition péographique du genre Betula (d'a-
pres Krissmann 1976)

On retrouve le groupe Leuce (tremble) du
genre Populus dans toute la zone tempérée de 'hé-
misphére nord. Les espéces principales de ce
groupe sont P. tremula et P, alba en Eurasie, P. tre-
muloides et P. grundidentata en Amérique du Nord.
On ne peut multiplier les trembles en pratiquant
des boutures racinges. Le groupe Aigeiros com-
prend plus de %0% de tous les peupliers cultivés
dansle monde. Les deux espéces principales de ce
groupe sont P. nigra de la région méditéranéenne
et P. delioides en Amérique du Nord. Les cultivars
sont des hybrides qui se multiplient facilement
par bouturage. Les trois autres groupes, Turanga,
Tacamahaca et Leucoides comprennent certaines es-
péces qui offrent un potentiel intéressant. (FAD
1979, Herpka 1985).

L'isolement géographiquea longtemps freiné
I'apparition des hybrides naturels. Les déplace-
ments des populations humaines et les cultures 3
grande échelle ont brisé cet isolement, favorisant
ainsi 'apparition de nombreux hybrides sponta-




nés. L'incompatibilité interspécifique est manifes-
tementrare dansle genre Populus. Lescroisements
artificiels entre espéces, et méme entre groupes,
ont été fructueux et on a observé une grande di-
versité au niveau de la descendance de ces croise-
ments (Mihle-Larsen 1970, FAO 1979). Les
programmes d'amélioration génétique des peu-
pliers, en Europe tout particulitrement, sontbeau-
coup micux développés que ceux s'appliquant
aux autres especes (Teissier de Cros 1984).

Le genre Salix comprend plus de 300 espéces
réparties en trois sous-genres: Salix, Vetrix et Cha-
maetia (Skvortsov 1968). Seuls les sous-genres Sa-
lix et Vetrix offrent un intérét en ce quia trait 2 la
production de biomasse.

Le nombre chromesomique de base du genre
Salixestx=19.On retrouve dans ce genre toute une
gamme de nombres chromosomiques, allant de
2n=38 & 2n=190 (Chmelar et Meuse! 1976), C'est
entre espices qu’on observe les principales diffié-
rences relatives a la polyploidie, mais beaucoup
d’espéces présentent plusieurs niveaux de poly-
ploidie. La variabilité est élevée chez plusieurs es-
pices et les hybrides sont communs. Chez les
saules, on retrouve aussi bien des arbres de taille
moyenne que des arbustres nains (5. herbacen). Les
saules sont dioiques et pollinisés par les insectes.
Le bouturage donne de bons résultats et les saules
peuvent produire des rejets facilement.

Les saules ont une vaste répartition géogra-
phique (figure 3) étant donné les multiples adap-
tations qui leur permettent de vivre dans
différents types de sols et sous des climats variés.
L'hybridation interspécifique est facile & réaliser.
Le genre Salix offre un imposant pool génétique
qui n‘a pas tellement été exploité i ce jour (Malmi-
vaara et al. 1971). Les quelques espéces et licux dee
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Figure3.  Répartiion géographique du genre Populus (d'a-
és Krilssmann 1976)

prés

récolte exploités ne représentent qu’un petit
échantillon choisi au hasard. Un programme sys-
tématique d’amélioration génétique chez le genre
Salix pourrait donner des résultats intéressants.

Le genre Betula se retrouve dans toute la zone
tempérée de I'hémisphére nord (figure 4). Ce
genre comprend environ 50 espéces, réparties en
trois groupes : Nanae, Albag et Coslatae. Le bouleau
a une certaine valeur comme arbre forestier, du
moins en Scandinavie. C'est un arbre qui a une
croissance juvénile rapide et qui a la capacité de
produire des rejets. On peut maintenant multi-

plier végétativement B. pendula (Ryyninenet Ryy-
ninen 1986). Le bois de bouleau a une valeur
énergétique élevée par unité de volume (Ferm et
al. 1985). Enfin, le genre Betulz présente une
grande variabilité génétique et on y retrouve plu-
sieurs niveaux de polyploidie.

Figure 4.  Hépartition glographique du genre Salix (d'apris
Krilssmann 1976)

Ce qui a été dit précédemment met en relief
l'immense variabilité génétique dont nous dispo-
sons pour améliorer ces espices.

Cependant, la plus grande part de cette ri-
chesse n'a pas encore été exploitée. Pour mener A
bien la production de biomasse et d'énergie par la
sylviculture a courte révolution, on doit mettre en
ceuvre des programmes d'amélioration génétique
solides et ambitieux, L'instauration des popula-
tions génétiques et la définition de Iidéotype sont
les deux prérequis essentiels. Une fois les opéra-
tions de sélection et de recombinaison réalisées,
ces projets devraient rapidement produire des
clones et des cultivars beaucoup plus productifs
que ceux utilisés jusqu’ici.

La stratégie d’amélioration génétique propo-
sée par Gullberg et Kang (1985) cadre bien avee
nos objectifs (figure 5). Dans ce modéle, une po-




pulation génétique & long terme et isolée physi-
quement sert de substrat aux expériences d’amé-
lioration génétique et des projets a court terme
mettent en pratique les résultats obtenus de fagon
imtermittente. La recherche d'appoint agit comme
catalyseur A tous les échelons. Comme on I'a déja
dit, I'amélioration génétique est menée a bien par
I'alternance de la sélection avec la recombinaison.
Pour ce qui est des applications pratiques, nous
devons avoir & I'esprit que les génotypes supé-
rieurs doivent étre reproduits en quantités suffi-
santes et & un cotit raisonnable.

Pepulation gandtique
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Figure 5.  Modéle d'amalioration génétique des arbres
(Gullberg et Kang 1985)

Dans le domaine de I'amélioration génétique,
larecombinaison seule, par exemplel'hybridation
artificielle de deux espéces avec fusion de proto-
plaste, ne suffit pas. On doit obtenir un grand
nombre de recombinants permettant la sélection
des meilleurs génotypes. Les recombinants re-
cherchés ne se trouvent gu’en faible proportion.

La biotechnologie est indispensable pour ob-
tenir les conversions énergétiques les plus effi-
caces parliculierement dans les domaines
suivanis:

1. La multiplication végétative des géno-
types de valeur dont on ne peut obtenir
de copies par reproduction sexuelle. Il est
4 noter que la multiplication végétative,
par exemple la culture de tissus, n'est pas
en elle-méme la source de cette supériori-
té génitique.

2. La recombinaison permet un plus grand
nombre d‘alternances que la pollinisation
contrdlée. Le laps de temps entre généra-
tions peut étre plus court, on peut sur-
monter les mécanismes rendant
incompatibles certaines espéces, elc.

3. La conversion microbiologique de la bio-
miasse en sucres, en éthanol, en méthane,
en acides aminées; autrement dit en ma-
tibres premitres, plus faciles & transpor-
ler.

La biotechnologic a progressé rapidement.
Cette nouvelle technologie a été récemment appli-
quée avec succes 4 plusieurs espéces d'arbres fo-
restiers. Pour l'instant, ¢’est dans la recherche
d'appoint qu'elle joue son principal rile dans le
domaine de l'amélioration génétique des arbres,
Puisqu’elle exige des manipulations trés sophisti-
quées, la biotechnologie n'est pas une méthode re-
commandée pour le clonage des arbres non
sélectionnés ni pour produire des hybrides au ha-
sard. Cependant, dans le cadre de projets de re-
cherches bien planifiés, la biotechnologie apporte
une contribution substantielle aux projets d'amé-
lioration génétique a long terme de populations et
aux projets de courte durée, en permettant la pro-
duction de végétaux améliorés,
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L’obtention d"une morphogéneése soutenue dans
les cultures de tissu dépend souvent de notre ca-
pacité de reconnaitre un phénotype morphogéni-
que parmi un ensemble de cellules et de tissus non
morphogéniques, del'isoler etde le reproduire sé-
lectivement. L'embryogenise somatique des of-
réales offre un exemple remarquable de
réussite : on a pu séparer de la plante et garder en
vie un cal nodulaire faiblement coloré et présen-
tant une compétence embryogénique (Nabors et
al. 1983),

D’aprés des résultats récents dans le domaine
de I'embryogenése somatique chez les coniféres,
seuls les cals mucilagineux et peu colorés (blanc a
translucide) ont une aptitude pour I'embryoge-
nése (Hakman et al. 1985, Nagmani et Bonga
1985). Méme si ces caractéristiques physiques sont
suffisantes pour identifier les cals embryogéni-
ques des coniféres, elles nous renseignent peu sur
les phénomeénes accompagnant ou rendant possi-
ble 'embryogenése somatique.

Pour en savoir davantage sur le processus de
I'embryogenése somatique chez les coniféres,
nous avons entrepris des analyses biochimiques
et ultrastructurales des cals embryogénigues et
non embryogéniques. Nous avons profité du fait
que la culture d’embryons immatures (prés du
stade de développement des cotylédons) de I'épi-
nette de Norvege produit une culture mixte com-
prenant des cals embryogéniques et non
embryogéniques pour nous assurer que des diffé-
rences physiologiques réelles entre les deux types
de tissu allaient étre mesurées. En séparant ma-
nuellement les deux types de cals dans les inter-
valles entre les nombreux repiquages, nous avons

obtenu des lignées homogenes de cals embryogt-

nigues et de cals non embryogéniques. Ainsi, les
comparaisons biochimiques portaient sur des tis-
sus embryogéniques et non embryogéniques
ayant le méme génotype, le méme dge et cultivés
dans les mémes conditions.

Les paramétres biochimiques mesurés étaient
le taux de dégagement de I"éthyléne, la concentra-
tion spécifique (glutathion) et totale des agents ré-
ducteurs de méme que le taux de synthése des
protéines. Le taux de dégagement de I'éthyléne et
la concentration de glutathion ont &té choisis
parce qu'on a déja observé la présence de ces com-
posés en faible quantité au cours de I'embryoge-
nese somatique chez la carotte sauvage (Noland
etal. 1985, Earnshaw et Johnson 1985), Cependant,
tous les paramitres biochimiques que nous avons
mesurés se sontavérés desindicateurs valablesdu
caractére embryogénique ou non embryogénique
des cals de coniféres. Les résultats obtenus mon-
traient des différences suffisamment grandes
pour caractériser de fagon non équivoque la com-
pétence embryogénique d'un tissu. Ces mesures
peuvent étre faites facilement et rapidement & par-
tir de petites quantités (inféricures & 100 mg) de
tissu. Comme elle ne détruit pas les tissus, la me-
sure du taux de dégagement de I'éthyléne permet
la réutilisation des tissus dans d’autres expé-
riences.

L'analyse biochimique des deux types de tis-
su montre que, comparés aux cals embryogéni-
ques, lescals nonembryogéniquesdel'épinette de
Norvege libérent de 20 a 100 fois plus d’éthyléne,
contiennent de 5 a 7 fois plus de GSH, réduisent
20 fois plus d'ions ferriques et ils ont un taux de
synthése des protéines de 10 a 20 fois inférieur.

Pour l'instant, il est difficile de dégager la si-
gnification de ces résultats. Cela ne veut pas dire
qu'il faut exclure 'utilisation de ces parameétres
comme marqueurs biochimiques de I'embryoge-
nise. On a trouvé gue |'éthyléne pouvait inhiber
ou stimuler la morphogénése. Cependant, le taux
dedégagement del'éthylénedes calsnon embryo-
géniques de l'épinette est proche de celui des
fruits au stade du mirissement (ce qui n'est pas
nécessairement une situation enviable).

Il a déja été observé que la croissance indiffé-
renciée va de pair avec la présence d’une grande
guantité de GSH. Les grandes quantités de GSH
observées dans les tissus non embryogéniques
sont compatibles avec ces résultats. On présume

gue le cal embryogénique de I'épinette contient




moins de GSH parce qu'il contient, dans nos
condilions expérimentales, un grand nombre de
structures différenciées (c'est-3-dire des em-
bryons somatiques : 1 000 embryons par gramme
de poids frais). Des taux similaires de GSH ont été
mesurés lors de 'embryogendse somatique chez
la carotte sauvage (Earnshaw ct Johnson 1985).
Chez la carotte, on a observé des taux élevés de
GSH au cours de la croissance indifférenciée (en
présence de 2,4-D), alors que les taux de G5H di-
minuaient lors du développement embryonnaire
{enl'absence de 2 4-D).

Le faitqueles cals nonembryogéniques rédui-
sent plus d'ions ferriques implique que ces aals
possédent plus d'agents réducteurs que les tissus
embryogéniques. Cependant, les tests de spécifi-
cité visanta établir la nature desagents réducteurs
suggerent que les acides phénoliques seraient re-
sponsables de la réduction des ions ferriques. Ces
substances ne jouent pas en soi un rle d’agent ré-
ducteur, mais sont plutdt des produits du métabo-
lisme intermeédiaire. Ainsi, on peut dire que chez
le cal non embryogénique, la seule voie morpho-
logique possible consiste dans une structure de
différenciation cytologique ou chimique.

Les parametres retenus ont éé choisis en par-
tie parce qu'ils étaient faciles & mesurer. Ainsi, les
analyses biochimiques pouvaient étre faites sans
probléme en méme temps que les évaluations cou-
rantes des cultures, ce qui ajoutait une dimension
biochimique a I'évaluation de la compétence mor-
phogénique des tissus. Cependant, on doit bien
prendre conscience que les marqueurs biochimi-
ques du potentiel embryogénique ont une valeur
limitée pour le repérage des tissus embryogéni-
ques de coniféres. Ces paramétres biochimiques
pourraient avoir d'autres applications peut-&tre
plus utiles. Mais avant d'8tre en mesure de trou-
ver de telles applications, nous devons savoir si les
caractéristiques biochimiques observées sont re-
lices & des processus embryogéniques détermi-
nistes ou développementaux. Pour répondre a
cette question, nous avons procédé A Vinhibition
enzymatique de la synthese de certaines sub-
stances pendant la différenciation embryonnaire
(en présence de 2,4-D) et pendant le développe-
ment embryonnaire (en I'absence de 2,4-D). Les
systtmes enzymatiques que nous avons inhibés
sontle systétme PAL (a I'aide de I"acide aminooxy-
phényl propionique (AOPP), un inhibiteur spéci-
fique) et le systéme glutamylcysteine synthétase
(a aide d'un autre inhibiteur spécifique, la bu-
thione sulfoximine (BSO)). L'inhibition de ces en-

zymesdevraitavoir pour effet unediminution des
quantités d'acides phénoliques (avec I'AQPP) et
de GSH (avecle BSO). Suivant les résultats biochi-
miques obtenus avec les cals embryogéniques, la
réduction de Vactivité de ces deux systémes enzy-
matiques devrait favoriser I'embryogenese de
quelque maniére.

Nos résultats ont montré que I'addition de ces
inhibiteurs enzymatiques favorise le développe-
ment embryonnaire ou la maturation des em-
bryons plutdét qu'une intensification de la
formation des embryons. On peut donc penser
qu‘une perturbation des systémes biochimiques
étudiés favorisera la transition critique du stade
de prolifération embryennaire 4 celui du dévelop-
pement embryonnaire. Cette question présente
actuellement un grand intérét puisque seulement
un faible pourcentage (environ 1 %) desembryons
différenciés deviennent des plantes. Cette mé
thode ne pourra étre exploitée avec succds dans le
domaine de la multiplication végétale que si on
améliore le taux de conversion des embryons en
végélaux.

On pouvait facilement distinguer les deux
types de cal par leur couleur. Le cal embryogéni-
que de I'épinette est incolore, méme s'il s'est dé-
veloppé a la lumigre, alors que le cal non
embryogénique est vert. De fagon prévisible, le cal
non embryogénique contenait plusicurs fois la
quantité de chlorophylle observée dans le cal em-
bryogénique et les chloroplastes présents dans le
cal non embryogénique avaient une structure si-
milaire & celle des chloroplastes des jeunes plants.
Par contraste, le cal embryogénique contenait des
chloroplastes particuliers dépourvus de I'organi-
sation membranaire thylakoide des grana. Un
type similaire de chloroplaste a é1é observé chez
le cal embryogénique du méléze d’'Europe. Cette
observation nous laisse croire que ces plastides
particuliers peuvent &tre des indicateurs ultra-
structuraux de la compétence embryogénique
chez les conifeéres. Une analyse des chioroplastes
de jeunes plants d'épinette et de méldze qui ont
germé i la noirceura montré que ces chloroplastes
inhabituels ne sont pas un type intermédiaire ap-
paraissant au cours du développement normal
des chloroplastes quand ceux-ci passent d’un mi-
lieu non éclairé & un milieu éclairé. D'aprés cer-
taines observations préliminaires, il s'agirait
plutdt de chloroplastes spécifiques de I'embryon
pouvant servir a identifier de fagon non équivo-
que les embryons somatiques des coniféres.



En conclusion, il apparait que sur le plan bio-
chimique, I'embryogenése somatique des Gym-
nospermesa plusieurs points communs avec celle
des Angiospermes. Cette similarité, sans étre inat-
tendue, est quelque peu surprenante étant donné
que les méthodes de culture de tissus chez les
Gymnospermes sont tris différentes de celles uti-
lisées chez les Angiospermes. 11 reste que I'on
pourrait probablement augmenter notre maitrise
de l'embryogenése somatique des Gymno-
spermes en tenant compte des facteurs qui agis-
sent sur l'embryogenise somatique des
Angiospermes.
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La régénération végétale 3 partir de différents
types d'explants a déja été pratiquée chez plu-
sieurs espices de coniféres (Thorpe et Biondi
1984). Aussi, on peut maintenant créerdes vergers
a graines en utilisant la multiplication végétale in
vilro des génotypes supérieurs (Famum et al.
1983). Cependant, la biotechnologie végétale ne
nous permet pas encore de produire efficacement
des plants entiers 4 partir de cultures de cals ou de
cellules,

L'interaction entre les auxines et les cytoki-
nines au cours de la production des pousses ad-
ventives dans les cultures de cotylédons du
Douglas taxifolié, Pseudotsuga menziesii Mirb.
(Franco), est bien connue. Les cultures de cotylé-
dons du Douglas taxifolié produisent un grand
nombre de pousses adventives. Ainsi, il a été pos-
sible de mener des études préliminaires portant
sur la biochimie de la morphogenise (Hasegawa
etal. 1979, Yasuda et al. 1980). Seule une compré-
hension des processus fondamentaux de la mor-
phogénése des structures capables de
régénération (par exemple les cotylédons) nous
permettra de contrdler les processus impliqués
dansles culturesde cals etde cellulesdes coniféres
importants.

L'analyse histochimique de la production de
pousses par les cals du tabac en milieu de culture
in vitro a démontré que les quantités d’ARN et de
protéines augmentent alors que la quantité
d’ADN reste constante. On peut donc penser que
la formation de pousses s'accompagne d'une in-
tensification de la transcription et de la traduction
(Thorpe et Murashige 1970). De plus, l'augmenta-
tion de la quantité d'enzymes glycolytiques, indi-
quant des taux de respiration accrus, vient
corroborer I'idée selon laquelle il y aurait une al-
tération du métabolisme au cours de la produc-
tion in witro de pousses par les cals du tabac
(Thorpe et Laishley 1973). Enfin, les données de

Hasegawa et al. (1979) laissent croire que le méta-
bolisme des protéines ait altéré au cours de I'orga-
nogénése dans les cultures de cotylédons du
Douglas taxifolié.

Il a été démontré que la présence de cytoki-
nines dans une culture de cotylédons de Pinus ra-
diata modifiait la synthése de I'ARN et des
protéines en moins de 24 heures (Villalobos et al.
1984). Dans cette expérience, la nature des ARN
n'a pas €té déterminée. Les cytokinines modifient
P'expression génique chez un grand nombre de vé-
getaux. Elles ont notamment pour effet d’aug-
menter la synthése protéique totale et 1"activité de
'hydroxypyruvate réductase, sensible au cyclo-
heximide chez les cotylédons de la critrouille
(Chen et Leisner 1985). Aussi, des bourgeons
madles féminisés de Mecurialis annua produisent,
sous l'action de la cytokinine, des ARN typiques
de certains organes (Delaique et al. 1984).

Theologis et Ray (1982) ont étudié l'effet des
auxines sur les processus moléculaires dans la tige
du pois. [Isont isolé de 'ARN poly{A)* et ont uti-
lisé un dispositif de traduction in vitro dans une
expérience oii un traitement de courte durée avec
de l'auxine a entrainé la traduction de cing pep-
tides spécifiques. Des travaux plus récents (Wal-
ker et al. 1985) ont montré que 'addition de
cytokinine A des tiges de pois, en phase d'élonga-
tion, ne modifie pas les phénoménes produits par
lauxine ce qui donne & penser que 'auxine et la
cytokinine agissent de fagon indépendante dans
I'activation de la transcription. Par ailleurs, I'in-
duction intensive de bourgeon (a l'aide d'une
forte quantité de cytokinine et d'une faible quan-
tité d"auxine) chez les cotylédons du Douglas taxi-
foliéentraine uneaugmentation dela synthdse des
protéines de faible poids moléculaire (16 000 &
20 000 daltons) deux jours seulement aprés le dié-
but de I'expérience (Hasegawa et al. 1979),

Bien que I'embryogenise et la caulogendse ne
soient pas parfaitement analogues, Sung et Oki-
moto (1981) ont démontré que chez la carotte, la
réponse embryogénique dépend d’une régulation
phytohormonale de la traduction. La production
de protéines spécifiques, nommées E1 et E2, aug-
mente quand on transfére des cellules de carotte
dansun milieu dépourvu d’auxine, La production
de ces protéines a été utilisée comme indicateur
précoce de la réponse embryogénique. Les mémes
auteurs (1983) ont montré que la production des
protéines spécifiques du cal et de I'embryon est
contrilée par I'awxdne : la présence d'auxine en-



traine la production de protéines spécifiques du
cal tandis que le retrait de I'auxine entraine la pro-
duction de protéines spécifiques de I"embryon.

Cequi sedégage des travaux récents, c'est que
la transcription et la traduction (c’est-3-dire I'ex-
pression genique) sont rigoureusement controlées
durant le développement végétal. Au cours de
I'embryogenése du coton, les sous-familles des
protéines de réserve de la graine sont produites &
des taux relatifs identiques au cours du dévelop-
pement (Dure et al. 1984). Miéme si chaque sous-
famille montre des taux de production variables,
les accroissements des taux de production restent
proportionnels. Cela suggire qu'un signal spécifi-
que contrdle l'expression de toutes les sous-fa-
milles de protéines de réserve pendant le
développement.

Le fait que des acides aminés marqués soient
incorporés dans des protéines deux jours aprés
qu‘on eut mis en culture des cotylédons du Dou-
glas taxifolié dans un milieu provoquant la forma-
tion de bourgeons (Hasegawa et al. 1979) laisse
croire que des produits de la transcription appa-
raissent dans moins de 48 h. Dans des cultures de
tissus de la tige du pois, Theologis et Ray (1982)
ont observé, en réponse & la présence d’auxine,
I'apparition d’ ARN poly(A)" spécifique 2 h seule-
ment aprés avoir mis les tissus en culture, DXaprés
ces résultats, I'étude des processus moléculaires
relatifs & la caulogendse chez les cotylédons du
Douglas taxifolié devrait commencer 2 heures
seulement apriss la mise en culture des cotylédons
dans un milieu entrainant la formation de bour-

geons.

Mous avons isolé 'ARN total de cotylédons
du Douglas taxifolié incubés pendant 4 h dans un
milieu liquide contenant du N aminopu-
rine (BAP) 5 M et de l'acide naphtaléne acétique
(ANA) 5 nM, en utilisant la méthode du chlorure
de guanidinium/césium. Trois témoins ont été
utilisés : milieu de culture contenant du BAP 5 M
seulement, milieu de culture contenant de 'ANA
5 nM seulement et milieu de culture sans aucun
régulateur de croissance. Nos expériences de tra-
duction in vitro (utilisant un systéme 4 base d'em-
bryons de blé) de populations d’ARN poly(A)*
sélectionné ont montré que dans tous les traite-
ments, la production de protéines était supérieure
4 la production endogéne. Nous avons utilisé I'é-
lectrophorése unidimensionnelle et bidimension-
nelle sur gel et I'autoradiographie pour analyser
les produits de la traduction. La production d"une
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protéine de faible poids moléculaire (environ
14 000 d) a été induite dans les cotylédons mis en
présenced’ ANA 5 nM etaussi dans les cotylédons
mis en présence a la fois d"ANA 5 nM et de BAP
5 M. Ces résultats corroborent ceux de Hasegawa
et al. (1979) obtenus au cours de leur expérience,
montrant que la différentiation des cotylédons du
Douglas taxifolié s'accompagnait de I'incorpora-
tion des acides aminés radioactifs dans les pro-
téines. Cependant, nos résultats montrent qu'il
n'y a paseu production de protéines a faible poids
moléculaire lors de I'essai avec auxine seulement.
Nous étudions actuellement le profil temporel de
production des ARN en utilisant des régulateurs
de croissance spécifiques et en analysant des pro-
duits de la traduction sur gels bidimensionnels.
Selon nos résultats, les polypeptides présentent
des différences qui sont fonction de la durée de la
culture et des régulateurs de croissance spécifi-
ques utilisés. Nous allons aussi entreprendre la
création d'une banque d'ADN complémentaire A
partir des ARN obtenus au cours des expériences
de production de bourgeons chez le Douglas taxi-
folié. Nous procéderons ensuite au criblage rigou-
reux de cette banque. Nous pourrons ainsi obtenir
des clones dénivés des phénoménes précoces de
transcription ayant lieu au cours de la formation
des bourgeons.
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Introduction

La longueur de la durée de génération des arbres
forestiers rend difficile 'analyse génétique de plu-
sicurs espices commerciales importantes. On
pourrait lever cet obstacle en faisant appel aux res-
spurces de la génétique moléculaire pour créer
une méthode qui permet de transférer directe-
ment des génes spécifiques dans les espéces vou-
lues. Une telle méthode rendrait possible
d’améliorer génétiquement les arbres forestiers
indépendamment de leur cycle sexué. Nousavons
choisi de créer un systéme de transfert de I’ADN
chez les pins parce que ceux-ci se prétent favora-
blement aux expériences de génie génétique et
qu'ils constituent une resspurce naturelle impor-
tante partout dans le monde.

Il existe déja plusieurs systémes de transfert
de 'ADN chez les animaux et les plantes supé-
rieures. La micro-injection de I'ADN est la mé-
thode la plus directe et ellea d'abord été pratiquée
chez les embryons animaux. Cette méthode a don-
né de bons résultats pour les cellules animales et
pour le tabac. Une autre méthode est la pénétra-
tion directe de I'ADN dans les cellules, ce qui
donne de bons résultats chez les plantes supé-
rieures. Cependant, le meilleur systéme de trans-
férer I'ADN chez les plantes supérieures est celui
gui utilise Agrobacterium fimefacizns, un micro-or-
ganisme du sol (Gordon 1988). Cette bactérie peut
attaquer cerfains coniféres et transférer I"ADN
dans les cellules de plantes hotes sensibles. On a
déja tenté d'inoculer Agrobucterium tumefaciens
chez plusieurs espéces de pins mais ces essais ont
¢été infructueux (DeCleen et DeLay 1976). Nous
pensons que la spédficité de la virulence d"Agro-
bacterium tumefaciens n'aurait pas ét¢ examinée
adéquatementet que nous pourrions trés certaine-
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ment trouver une manitre de transférer certains
ginesde notre choixdanslescellulesdecesarbres,
si les pins se révélaient sensibles A cetle bactérie.

Méthodologie et résultats

Dans le but d’obtenir une combinaison hote sen-
sible - pathogéne, nous avons testé un large éven-
tail de souches bactériennes provenant de sources
diverses sur des jeunes plants de pin tacda, Pinns
taeda L. Dans notre premidre série de 19 souches,
nous avons trouvé deux souches capables de pro-
voquer la formation de tumeurs chez de jeunes
plants ou chez des germinants en milieu de cul-
ture (Sederoff et al. 1986). Cependant, comme la
fréquence de formationdes galles était basse, nous
avons di verifier si ces galles provenaient bien du
transfert et de 'expression des génes bactériens
dans les cellules du pin taeda. Pour ce faire, nous
avons mis en culture les tissus tumoraux et avons
tenté de détecter des opines, substances présentes
dans les cellules transformées par A, tumefaciens
(Sederoff et al. 1986).

Les opines sont des métabolites inhabituels
produits dans les cellules tumorales transformées
par A. tumefaciens. Elles peuvent done servir de
marqueur chimigque du transfert de 'ADN. Les
opines sont formées par condensation entre des
acides aminés, des monosaccharides et des sub-
stances intermédiaires du cycle de Krebsoudela
glycolyse. Plus d'une douzaine d'opines diffé-
rentes ont été déja isolées et caractérisées. Comme
les différentes souches d’Agrobacterium tumefa-
ciens, une fois les cellules viégétales infectées, en-
trainent la production d’opines différentes, la
présencede telle outelle opine permet d’identifier
1a souche bactérienne intervenue dans la transfor-
mation des cellules végétales.

Nous avons utilisé des cals transformés de
tournesols pour identifier les opines spécifiques
qu'ondevait obtenir si nos galles s'étaicnt formées
par transfert de 'ADN. Par ailleurs, nous avons
préparé des extraits de tissus de pins (tissus déri-
vant de galles) et nous avons analysé ces extrails
en utilisant I'électrophorése sous haute tension et

en procedant au criblage spécifique des opines.

MNous avons trouvé de I'agropine dans des ex-
traits d"un cal du pinissu d'une galle produite par
Pinoculation de la souche U3 de A. tumefuciens
dans un jeune plant. Nous avons aussi trouvé de
la nopaline en grande quantité dans des tissus is-




sus de galles induites chez le pin taeda par la
souche M2/73. Ces résultats, conformes a ceux ob-
tenusavec le tournesol, donnent a penser que c'est
bienletransfertde ' ADN d'A. fumefaciens dans les
cellules du pin qui est responsable de la formation
des galles (Sederoff et al. 1986).

Suite aux résultats obtenus avec le pin taeda,
npusavons vouluexplorerle spectred’activitédes
souches U3 et M2/73 chez le genre Pinus. Ainsi,
npusavons mené une étude plus étendue pour sa-
voir sinous pouvions obtenir des galleschez d'au-
tres espaces de pins. Plusieurs autres espices de
pins - le pin a sucre, Pinus lambertiana Dougl.; le
pin de Virginie, P. zirginiana Mill; le pin sylvestre,
P. sylvestris L.; le pin de Monterey, P. madiata D.
Don.;le pin d'Elliot, P. elliottii Engelm.; le pin pon-
derosa, P. ponderosa Laws. — se sont avérées sensi-
bles & A. fumefaciens. Cependant, on a cbservé une
variabilité importante quant au degré de sensibi-
lité des espéces et quant a I'action des différentes
souches bactériennes sur une espiéce donnée.
Nous avons fait les analyses nécessaires pour vé-
rifier s'il y a eu effectivement transfert et expres-
sion des gines responsables de la synthése des
opines. Nous pouvons conclure que les pins sont
genéralement sensiblesa A. fumefaciens, mais la vi-
rulence des souches varie selon 'espéce hote.

La mise au point d'une technique générale de
transfert de I'ADN repose pour une bonne part
sur la possibilité de transférer et d’exprimer des
marqueurs qui nous permettent de sélectionner
les cellules ou les tissus transformés, La résistance
aux antibiotiquesde la classe des glycosamines est
I'un de ces marqueurs. Ces antibiotiques sont des
inhibiteurs efficaces de la synthése des protéines
danslescellulesdes procaryotesetdes eucaryotes.
On a observé que la phosphorylation enzymati-
que de ces composés est responsable de la rési-
stance baclérienne A ces antibiotiques. Une de ces
enzymes, la néocymine phosphotransférase 11
(NPT II), a déja été transférée et exprimée dans
plusieurs plantes supérieures et rend ces plantes
résistantes i la kanamyeine et a d'autres antibioti-
gues apparentés (Bevan et al. 1983), Plusicurs vee-
teurs utilisés dans A. tumefaciens et contenant un
géne chimére codant la NPT-1I, contrBlé par le
promoteur de la nopaline synthase (nos), ont déja
Eté construits. Nous avons utilisé le plasmide
PENDMK, un plasmide qui présente une origine
de réplication ColE1, un site de clonage multiple
avec complémentation alpha, un site lambda cos,
et un large éventail d'hétes en plus du géne chi-
mere nos-NPT-1I (Klee et al, 1985).
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Nous avons introduit le vecteur pENDYK
dans une souche virulente et nous 'avons inpeu-
1é in vitro dans des pousses de pin a sucre. Les
galles ainsi obtenues ont &té mises en culture, de
la méme manigre que s'il s'agissait des cals, et
nous avons effectué trois transferts dans des mi-
lieux contenant de la kanamyvcine. Grice a la mé-
thode d'analyse de Reiss et al. (1984), I'activité
enzymatique typique de la NPT II a été observée
dans les Hssus obtenus.

Conclusions

A. tumegfaciens estun organisme qui offre de nom-
breux avantages pour le transfert et 'expression
des gines étrangers dans les cellules de pins. Les
techniques présentées ici pourront probablement
s'appliquer a plusieurs espéces commerciales de
pins et laissent entrevoir d'intéressants dévelop-
pements dans le domaine du génie génétique ap-
pliqué a ces arbres forestiers. Néanmoins,
I'obstacle principal qui entrave ces développe-
ments, c'est la difficulté de régénérer un pin a par-
tir de cellules ou de tissus transformés.
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En transformant les cellules de sa plante hite,
Agrobacterium tumefaciens crée sa propre niche éco-
logique. Cette bactérie peut transformer les cel-
lules grice & ses plasmides cataboliques de grande
taille (pTi), lesquels sont responsables de la forma-
tion de tumeurs chez les végétaux. La région du
plasmide qui est transférée et incorporée dans
I"ADN nucléaire des cellules végétales, 'ADN-T,
est délimitée par deux séquences identiques de
24 paires de bases. L’ADN-T contient les génes re-
sponsables de la synthise de l'acide indol-acéti-
que, delisopentenyl-AMP et d*un certain nombre
d'opines.

Les gines de ' ADN-T sont eucaryotes et 'ex-
pression de ces gines entraine une croissance dé-
sordonnée des cellules végétales et l'utilisation,
parla bactérie, des métabolites hotes pour synthé-
tiser des opines. Le pTia uneaction catabolique et
permet a la bactérie respensable de la transforma-
tion de la cellule végétale d'utiliser lesopines. Une
autre région du pTi, la région vir, est de nature
procaryote et contient six loci de transcription : vir
A, B, G, C, DetE, Une mutation par insertion dans
I'undecesloci enléve toute virulence au plasmide.
La détermination de la séquence des loa vir est
pratiquement terminée aujourd hui.

Nous avons maintenant quelques indices a
propos du role que jouent certains de ces génes.
L'expression du loci vir A est constitutiveetla pré-
sencedu produil dece génea été détectée dans des
fractions membranaires de A. tumefacizns (Winans
et al. 1986). Nous pensons que le produit du
gine A, une protéine transductrice, réagitavec les
substances produites par des cellules végétales
endommagées, comme l'acétosyringine ou des
polyphénols, ce quientraine une intensification de
Ia transcription et 1'activation du locus vir G. Ce
phénoméne est similaire a celui qui a été observé
chez un certain nombre de protéines transduc-
trices qui interagissent avec des activateurs de la
transcription (Winans et al. 1986). Le produit du
locus vir G initierait ensuite "expression de lod
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vir B, C, D et E. Les produits codés par les deux
premiers cadres de lecture déroulés du locus vir D
produisent des coupures monocaténaires & des
endroits identiques dans les deux séquences de
FADN répétitif de 24 paires de bases qui enca-
drent PADN-T (Yanofsky etal. 1986). Par ailleurs,
les résultats d'autres chercheurs indiquent qu'il
s'agirait plutdt de coupures bicaténaires (Kovko-
likova-Nicola et al. 1985). Nous ne comprenons
pas encore complittement comment 1"ADN-T est
tranformé et incorporé dans le génome de la
plante hate. Le locus vir Ca un effet sur le spectre
d'activité de la bactérie. La souche A 348, une
soucheayantun largespectred’activité, provoque
une vive réaction de défense chez le raisin alors
que des mutants vir C de la méme souche réussis-
sent d transformer les cellules du raisin (Yanofsky
et al. 1985). Un caractére supplémentaire encodé
par la région vir, le caractére "supervir”, augmente
la transformation du peuplier (Pythoud et al.
1987) et étend le spectre d'activité d”A. tumefuciens
A certaines légumineuses ayant une grande valeur
agricole comme la luzerne et la fdve soya (Kuma-
ri 1985),

Lemoded'action desautres génes viretlama-
nitre dont ils jouent leur rdle nous sont inconnus,
Nous savons cependant que certains génes chro-
mosomiques sont responsables de la virulence
d'A. tumefaciens el que, bien stir, le plasmide Ti ne
peut éire actif qu'en présence de "appareil chro-
mosomique d' Agrobacteriion ou de celui de Rhizo-
bitm, un genre trés semblable a Agrobacterium. La
fixation des cellules bactériennes aux cellules vé-
gétales est renduc possible grice a 'action des
génes chromosomiques A et B (Douglas et al.
1982). Ces deux genes dont dépend la virulence
d’ Agrobacterium ainsi que les génes nod A ot B de
Rhizobium sont interchangeables (Dylan et al.
1986). Enfin, la mutation Ros permet I'expression
des lodi vir C et D (Close et al. 1985).

Il appert que la transformation des fragments
de feuille par Agrobacterium tumefaciens estla meil-
leure méthode en matiére d’amélioration généti-
que des végétaux, a condition bien siir que I'on ait
acces & des génesclonés etqu'il soit possiblede ré-
générer des plants adultes en se servant des frag-
mentsde feuille (Horschetal. 1985). Agrogacterium
tumefaciens peutaussi étre utilisé pour transformer
des protoplastes ou des cultures de cellules végé-
tales en milieu liquide et a croissance rapide. Une
autre possibilité consiste 4 fusionner des proto-
plastes avec des sphéroplastes d’ Agrobacterium.




La transformation des cellules végétales peut
aussi se faireal'aide d’ADN libre. Cette technique
offre l'avantage de nous épargner I'étape du clo-
nage des gémes. Pour augmenter la perméabilité
des protoplastes & I"'ADN, différentes méthodes
ont été employées : pH élevé, choc thermique, uti-
lisation de polyéthyléneglycol ou électroporation.
5i I'on considére le taux de réussite de la tranfor-
mation, l'efficacits relative de chacune de ces mé-
thodes semble varier d'un laboratoire & l'autre
(Potkykus et al. 1985). Dans notre laborataoire, oi
nous avons utilisé des protoplastes du tabac, Cest
I'électroporation avec commutation électronique
qui a donné les meilleurs résultats. Nous avons
utilisé une pile de 250 volts/4 mm et un conden-
sateur de 2004400 microfarads. L'article de Brads-
haw etal. (1987) décrit I'appareil en détail. Depuis
qu’on a réussi & augmenter la perméabilité des
protoplastes du mais grace a cette technique, la
transformation des monocotylédones, plantes
d'importance vitale, s'avére imminente.

L'ADN libre peutaussi étre incorporé dansles
cellules par micro-injection directe. Méme si dans
toutes les méthodes décrites plus haut 'ADN
semble «se bousculer», I'obtention des tissus dans
lesquels le géne étranger est exprimé ne semble
pas poser de probléme.
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Dans le régne végétal, il v a une grande uniformi-
{¢ en ce qui a trait aux signaux responsables de
I'expression génique. Ces signaux restent effectifs
quand onleslieartificiellementau séquence de co-
dage des gtnes hétérologues. L'application des te-
chniques développées par le génie génétique sera
facilitée par la mise au point de méthodes permet-
tant de contrdler de fagon spécifique 'expression
des génes étrangers en la restreignant i des stades
de développement ou A des tissus particuliers, ou
encore grace a 'utilisation de signaux externes,
Dans cette optique, nous essayons actuellement
de cloner un géne des peupliers (Populus spp.) qui
est exprimé spécifiquement quand la plante subit
une blessure et dutiliser la capacité d’ Agrobacle-
rium tumefaciens de transformer les cellules végé-
tales pour savoir si la région régulatrice de ce géne
peut permettre 'expression des génes étrangers
sous l'effet d'une blessure.

Plusieurs réactions biochimiques complexes
gouvernent I'expression des génes eucaryoles et
la régulation de cette expression peut se faire &
plusieurs échelons du mécanisme de I'expression
génique. Nous ne connaissons pas assez bien les
mécanismes de contrdle de la transcription, une
des étapes principales de 'expression génique or,
ceux-ci forment la pierre angulaire des techniques
d'amélioration génétique des végétaux. Le
contrdle de I'expression génique peut aussi avoir
licu au niveau de la maturation moléculaire des
transcripts primaires et de leur sortie hors du
noyau, au niveau de la stabilité de I’ARNm, au ni-
veau de la traduction de I'ARNm et au niveau de
la modification des protéines aprés la traduction.
Une meilleure compréhension de ces processus
permettra au génie géndtique de faire des progrés
importants.

La région régulatrice des génes eucaryotes se
trouve enaval (extrémité 5°) de la séquence de co-
dage des protéines, Cette région déterming le site
d'initiation de I'ARN peolymérase, l'enzyme pri-
maire de la transcription. On retrouve aussi, en
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amont (extrémité 3’} des séquences de codage, des
séquences quiagissent comme signaux pour la po-
lyadénylation des transcripts. L'appareil de trans-
cription des procaryotes est suffisamment
différent de celui des cucaryotes de manitre qu'il
est nécessaire de lier la séquence de codage du
gene bactérien & des séquences régulatrices 5 et ¥
eucaryotes afin qu'un géne bactérien puisse &tre
exprimé dans une cellule eucaryote. Les régions
régulatrices des génes de I'ADN-T d’A. tumefa-
ciens ou du gene 355 du virus de la mosaique du
chou-fleur sont utilisées régulitrement pour per-
mettre 'expression constitutive des génes bacté-
riens dans les cellules végétales.

Ces dernitres anndes, des recherches effoe-
tuées ont permis l'identification des éléments qui
renforcent la transcription chez plusieurs génes
animaux. Ces éléments sont généralement de
courtes séquences de 50 a 100 paires de bases qui
peuvent renforcer 'activation de la transcription
indépendamment de leur position etde leur orien-
tation par rapport aux génes. En outre, les renfor-
gateurs conservent souvent leur activité quand ils
sontliés & des génes étrangers. Plusieurs renforga-
teurs agissent spécifiquement dans tel ou tel tissu
ou sous l'effet de différents stimuli environne-
mentaux. L'identification des éléments renforga-
teursdansles gimes végétaux est récente et ceux-ci
pourraient devenir de puissants outils pour préci-
ser quand, ot et dans quelle proportion un géne
étranger est exprimé dans une plante.

Le rdle des renforgateurs dans un géne végé-
tal a ¢té clairement démontré dans une récente
étude portant sur le géne Cab du blé, responsable
de la liaison des chlorophylles a et b. Ce géne est
activé par la lumiré. Les auteurs de cette étude
ont montré que la spécificité tissulaire du géne Cab
et sa sensibilité & la lumigre pouvaient étre trans-
férdes au géne bactérien de 1a néomycine phos-
photransférase grace 4 un segment de 247 paires
de bases situé en aval du géne Cab (extrémité 5').
De plus, les renforgateurs peuvent avoir un spec-
tred’activité qui s'étend & plusieurs groupes taxo-
nomiques : le renforgateur du blé est actif dansles
plants de tabac, une plante dicotylédone. Il est si-
gnificatif que l'activation de la transcription est
deux fois plus importante quand on met en tan-
dem deux éléments renforgateurs du géne Cab. Le
renforgateur du géne Cab peut aussi agir comme
inhibiteur puisqu'il est capable, a lui seul, d’em-
pécherla transcriptiond'ungéne étrangerdansles
cellules des racines. Ainsi, il peut étre utilisé de
pair avec des génes étrangers pour controler Fin-




tensité de l'expression de ces génes dans des tis-
sus particuliers et dans des conditions environne-
mentales spécifiques. La recherche dans ce
domaine débouchera sans doute sur la découverte
de plusieurs autres séquences régulatrices de ce
genre, ce qui ouvrira au génie génétique de nou-
velles avenues.

Notre laboratoire travaille actuellement a I'i-
solement d’un géne dont l'activation se fait sous
I'effet d'une blessure dans le but d'analyser la né-
gion régulatrice de ce gine ef de tester 'aptitude
de ce géne & exprimer des génes étrangers. Paral-
1lement, nous voulons améliorer les applications
de la technologie de I'ADN recombinant chez les
arbres a feuilles caduques. Pour les biologistes
moléculaires, les peupliers constituent un maté-
riel par excéllence & cause de la petite taille de leur
génome, de la facilité avec laquelle on peut obte-
nir des cultures de leurs tissus, de leur potentiel
régénératif élevé et de la possibilité de les trans-
former a l'aide de I'A. tumefaciens (Parsons et al.
1986, Fillatti et al. 1987), Nous utilisons actuelle-
ment des techniques d'hybridation différentielie
de 'ADNc pour cribler une banque d’ADNe de
peupliers ayant subi des blessures et obtenir des
clones des ARNm présents seulement chez les
plantes ayant subi une blessure.

Dans bien des cas, on a identifié et purifié les
substances qui activent les génes responsables des
reéactions de défense chez les végétaux (par exem-
ple Ryan et al. 1985, Nothnagel et al. 1983). Les ri-
gions régulatrices d'un géne activé par ces
substances pourraient étre utilisées pour exprimer
un géne étranger; on pourrait ainsi activer ce gine
Ctranger en appliquant de trés petites quantités de
ces substances activatrices. Il est rarement souhai-
table qu'un gine étranger s'exprime en tout temps
et dans "ensemble des tissus d'une plante géndli-
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quement ameliorée, et dans plusieurs cas, la pré-
sence constante du produit d'un géne étranger
peut s'avérer nuisible  la plante. La recherche en
ce domaine devrait done s'attarder 2 mettre au
point des methodes permettant de contréler I'ex-
pressiondesgenesintroduitsartificiellement dans
le génome des végétaux.
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Introduction

L'incapacité de contrdler efficacement les mau-
vaises herbes est I'un des principaux facteurs qui
limitent I'établissement et 'aménagement des
plantations i courte révolution de Populis (Akiny-
miju ¢t al, 1982, Hansen et Netzer 1985). Actuelle-
ment, le contrdle des mauvaises herbes se fait a
Faide de moyens mécaniques et par des applica-
tions limilées des herbicides quand les arbres sont
enrepos vegétatif. Mais ces méthodes sont dispen-
dieuses et seulement partiellement efficaces. Une
nouvelle technique de contrdle des mauvaises
herbes pourrait voir le jour, grice 4 un géne élabo-
ré par la société Calgene, conférant une résistance
au glyphosate. La technologie de I’ ADN recombi-
nant peut nous permettre de créer, d'un tel géne,
des cultivars de Populus tolérants aux herbicides.
Le présent article décrit comment nous nous y
sommes pris pour créer un peuplier tolérant au
glyphosate.

Isolement et caractérisation du géne aroA mu-
tant

Le glyphosate est un herbicide qui inhibe I'en-
zyme S-énolpyruvylshikimate (EPSP) synthase,
une enzyme participant a la biosynthése des
acides aminés aromatiques chez les végétaux
(Steinriicken et Amrhein 1980, Amrhein et al.
1980). La surproduction de cette enzyme (Am-
rheinetal. 1983) ou la présenced’une enzyme mo-
difiée (Comai et al. 1983, Rogers et al. 1983) peut
permetire aux plantes de tolérer le glyphosate.
Notre étude avait pour but de vérifier si l'expres-
sion d'un géne bactérien mutant et qui produit
une EPSP synthase modifiée pouvait conférer une
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résistance au glyphosate aprés 'avoir introduite
dans un peuplier.

Chez Salmonella typhimurinm, ' EPSP synthase
est encodée par le locus aroA. Nous avons obtenu
des mutants résistants au glyphosate en exposant
nos cultures de 5. typhimurium a I'éthylméthane
sulfonate, un agent mutagene, et en procédant au
criblage de nos cultures en utilisant un milicu sé-
lectif contenant I'herbicide. Nous avons cloné un
gene arcA mutant des cultures résistanies. Les
plasmides qui contiennent cette séquence se sont
révélés aples a compléter les souches de S. typhi-
muritm présentant une mutation au locusarpA, La
déterminationde la séquence de lalléle mutant du
locus aroA a révélé la présence d'une seule muta-
tion par transition ot une thymine remplace une
cytosine, ce qui entraine le remplacement d'une
sérine par une proline dans la séquence de l'en-
zyme. Cettesubstitition d"une scule paire de bases
diminue I'affinité de I'enzyme pour le glyphosate
sans influer sur 'activité de 'enzyme (Stalker et
al. 1985). Dans le but d’obtenir I'expression de ce
gitne dans les plantes, le géne de structure aroA
mutant a été lié aux séquences régulatrices 5° du
gine de la mannopine synthase d’' Agrobacterium
tumefaciens (Barker et al. 1983). Nous avons en-
suite introduit le géne chimérique aroA dans les
vecteurs binaires d” Agrobacterium que nous décri-
vons ci-dessous.

La transformation végétale

Agrobacterium tumefaciens permet de transférer des
genes par voie naturelle dans plusieurs plantes di-
cotylédones. Au cours du eycle d’infection de I’A.
tumefaciens, ' ADN bactérien (ADN-T) est intégré
dans le génome de la plante hite, ce qui entraine
la production de tumeurs chez la plante (Chilton
etal. 1980). Les génes qui provoquent des tumeurs
peuvent étre retiréset remplacés par des génes hé-
terologues sans que cette opération influe sur la
capacitédel’ A. fumefaciens de transférer son ADN-
T dans les plantes (DeGreve et al. 1982}, Les
souches modifiées d"A. tumefaciens ainsi obtenues
peuvent étre incubées avec des protoplastes, des
explants ou dansdes cultures decellules en milien
liquide. Cette technique permet d’obtenir des
plantes transformées exemptes de symptdmes
Cancéreux.

Puisque la tranformation induite par A, tume-
faciens requiert |'incubation de cellules bacté-
riennes en présence de tissu végétal (co-culture) et
la régénération subséquente de cellules transfor-




mées sélectionnées, la création d’un systémede ré-
génération efficace et l'utilisation d'un marqueur
sélectif sont nécessaires. Notre premier objectif
consistait & créer un systéme de régénération des
peupliers 4 partir du clone hybride Populus alba x
Populus grandidentata (NC5339). Ce clone a été
choisi parce qu'il se préte bien & la propagation
clonale a partir de cultures de pousses in mitro. De
cette fagon, nous disposons d'une source d'ex-
plants stériles. Aprisavoir testé plusieurs milieux
différents, nous avons utilisé un miliew 3 pH56
contenant les sels minimaux de Murashige et
Skoog, du sucrose (3 %), du benzyladénine (BAP)
(1 mg/L), de la zéatine (1 mg/L) et du Phytoagar
(0,6 %) pour régénérer des pousses a ir d'ex-
plants de feuilles de Populus NC5339. Les pousses
se sont développées sur les bords coupés des ex-
plants de fenilles entre 20 et 30 jours aprés la mise
enterre. En moyenne, 1-3 pousses se sont dévelop-
pées chez 35 % des explants de feuilles ensemen-
cés. Il s'est avére, au cours de la mise au point de
ce systéme, que la composition du milieu de cul-
ture, la pré-culture et les manipulations subsé-
quentes des explants de feuilles agissaient sur le
taux de régénération. La présence de BAP dansles
milieux de culture des pousses avant 'explanta-
tion a inhibé la régénération des pousses. Puisque
les peuplicrs sont trés sensibles au stress hydri-
que, ila fallu couper lesexplants de feuilles en pré-
sence d'eau pour que la régénération ait licw.
Enfin, la taille et 1"ige des explants de feuilles
avaient aussi un effet sur le taux de régénération.
Ce sont les jeungs feuilles coupées en segments
d’au moins 2 em® qui ont donné les meilleurs ré-
sultats.

Quand A. tumefaciens est utilisé pour transfé-
rer des génes étrangers dans des cellules végé-
tales, il convient d'introduire dans VADN-T, en
plus du géne choisi, un marqueur sélectif. En
conférant aux tissus transformés la résistance 3 un
antibiotique, un tel marqueur permet de sélection-
ner ces tissus. Le marqueur le plus couramment
utilisé dans les expériences de transformation vé-
gétale est le géne bactérien codant la néomycing
phosphotransférase (NPT II') (Bevan et al. 1983,
Fraley et al. 1983, Herrera-Estrella et al. 1983). Ce
géne confére la résistance & la kanamycine et s'est
avéré un marqueur efficace chez des espéces agri-
coles comme le tabac (Horsch et al. 1985), 1a to-
mate (McCormick et al. 1986, Fillatti et al., sous
presse) et la laitue (Michelmore, comm. pers.).
Pour vérifier la validité de ce mode de sélection
chez Populus NC5339, npus avons ensemencé des
explants de feuilles dans des milieux MS1BZ
contenant 0, 20,30, 40, 60 et 100 mg/L dekanamy-

cine. Une concentration de 60 mg/L ou plus in-
hibe complétement la croissance des cals et 1'ini-
tiation des pousses; nous avons donc utilisé une
concentration de kanamycine de 60 mg/L dans
nos expériences de co-culture.

Grace & ce systéme de régénération et 4 ce
marqueur sélectif, nous avons pu entreprendre
nos expériences de co-culture dexplants et d’A-
grobacterium. La souche C58/587 /85 d'A. tumefa-
ciens utilisée dans nos expériences de co-culture
est un vecieur oncogéne binaire contenant un
plasmide C58 de type sauvage qui agit comme in-
termédiaire initiant le transfert du mini-plasmide
pPMGS87/85 (Fillatti et al. 1987). Ce mini-plas-
mide posséde des séquences d’ADN-T qui bor-
dentles deux génes NPT II' et le géne aroA (Comai
et al. 1985). L'expression de géne NPT II’ est ini-
tide par des séquences régulatrices provenant du
gene del'octopine synthétase de la souche A6 d' A,
tumefaciens (Barker et al. 1983). L’expression de
Vautre géne NPTII' et du géne aroA est réglée par
des séquences provenant du géne de la manno-
pine synthétase de la souche A6 d'A, tumefuciens
(Barker et al. 1983).

Nous avons utilis¢ un systéme modifié de co-
culture d'explants de feuilles pour transformer les
peupliers. Les explants de feuilles provenant de
plants de Populus NC5339 obtenus en culture in vi-
fro ont 46 coupés dans I'cau en fragments d‘envi-
ron 2 em” et préincubés durant 24 h dans un
milieu nutritif & base de tabac avec un faible éclai-
rement. On a préparé ces milieux nutritifs deux
joursavant leur usage en ajoutantavec une pipette
0,5 mL d’une culture de tabac en milieu liquide
dans des boites de Pétri (100x25 mm) qui conte-
naient 50 mL de milieu minimal de substances or-
ganiques de Murashige. Nous y avons ajouté du
24-D (0,1 mg/L), de la kinétine (1,0 mg/L), de
Fhydrochlorure de thiamine (0,9 mg /L), du phos-
phate monopotassique (200 mg/L) et de I'agar
Difco Bacto (0,8 %). Aprés deux jours, un papier-
filtre stérile (Whatman 3 mm) a été déposé sur les
cellules de tabac. Les fragments de feuilles ont été
incubés dans un bouillon de culture liquide de la
souche pCON58/587/85 (2x108 bactéries par mL)
pendant 30 minutes, séchés, et déposés de nou-
veau sur les milieux nutritifs a base de tabac pen-
dantune période de48a 72 h. Apréscette période
de co-culture, les fragments de feuilles ont 6té en-
semencés dans un milieu régénératif contenant de
la carbénicilline (500 mg/L) et de la kanamicyne
(60 mg/L). En utilisant le protocole de Reiss ot al.
(1984), nous avons observé l'activité enzymatique



de la NPT II' dans 38 des 40 pousses qui se sont
developpées et ont ensuite pris racine dans le mi-
lieu contenant de la kanamicyne. Nous avons ap-
pliquéla méthode de transfert Western aux plants
de Populus NC5339 résistants & Ia kanamicyne
pour vérifier si la protéine baclérienne aroA était
présente. A l'aide d'un antisérum bactérien de
EPSP synthase, nous avons détecté un polypep-
tide ayant un poids moléculaire correspondant A
celui de la protéine aroA. Nous n'avons pas trou-
vé ce polypeptide dans les plantes non transfor-
mies.

Pour vérifier sile géne étranger aroA conférait
la tolérance au glyphosate, nous avons arrosé des
transformants issus de transformations indépen-
danles et des plantes-témpins non transformées
avee du glyphosate (dose équivalente a 0,16 ou
0,25 Ib/acre) et avec de I'H20 (groupes-témoins).
Nous avons observé que les peupliers produisant
la protéine aroA toléraient I'herbicide alors que les
plantes-lémoins non transformées élaient sensi-
bles a I'herbicide,

Conclusion

Nous avons démontré que les peupliers pou-
vaient tolérer le glyphosate grice a I'expression
du géne aroA mutant. Nous pensons pouvoir ob-
tenir des niveaux de tolérance plus élevés en ap-
portant de nouvelles modifications aux séquences
d’ADN qui contrilent I'expression et la comparti-
mentation de l'enzyme. Autant que nous sa-
chions, l'introduction et l'expression des génes
élrangers dans un arbre forestier n’ont jamais été
réalisées avant nous. La technologie du transfert
de genes sera un outil puissant pouraméliorer les
arbres forestiers et étudier la régulation de 'ex-
pression génigue. De plus, existence de cultivars
de Populus tolérants au glyphosate pourrait avoir
un impact économigque important sur la produc-
tion de pate commerciale de Populus en permet-
tant de contriler chimiquement les mauvaises
herbes. Cela réduirait substanticllement les pertes
causées par la compétition entre les mauvaises
herbes et les peupliers au cours de I'établissement
ainsi que de la culture subséquente des planta-
tions.
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