PAV. M. 1- S.2 Biotechnologies et outil moléculaires appliqués aux plantes
BEDJAOUI H.

1. Définition BIOTECHNOLOGIE

· L’application de la science et de la technologie à des organismes vivants, de même qu’à ses composantes, produits et modélisations, pour modifier des matériaux vivants ou non-vivants aux fins de la production de connaissances, de biens et de services. 

· l’application des principes scientifiques et de l'ingénierie à la transformation de matériaux par des agents biologiques pour produire des biens et services » ( technologies de bioconversion

· Bio = Vie Techno = Outils Logis = Maîtrise La maîtrise des outils du vivant. 
· Les biotechnologies sont l’ensemble des méthodes et des techniques qui utilisent comme outils des organismes vivants (cellules animales et végétales, micro organismes…) ou des parties de ceux-ci (gènes, enzymes, …).

· Fondée sur plusieurs disciplines scientifiques: 

·  biochimie, 
· microbiologie

·  biologie cellulaire, 

·  biologie et génétique moléculaire, 

·  enzymologie, 

· Bioinformatique

· Biophysique….

· «La biotechnologie est une science qui repose sur l’utilisation du potentiel biochimique et des capacités génétiques des organismes vivants en vue de produire des composés ou rendre des services, pouvant être utiles ou non à l’Homme et à l’industrie »

« Technologies impliquant l’obtention et/ou l’utilisation d’organismes génétiquement modifiés »

« Développement et application d’outils moléculaires dans différents domaines relatifs à l’agronomie et la médecine »

Biotechnologies végétales

« Développement et utilisation de techniques de cultures in vitro dans différents domaines relatifs au végétal et à l’amélioration variétale»

Différents types de biotechnologies végétales

Biotechnologies de Reproduction conforme

Culture de méristèmes

Micropropagation (Multiplication végétative in vitro)

Embryogenèse somatique

 Biotechnologies d’Amélioration et de Production de nouveaux génotypes

Culture d’embryons

Hybridation somatique par fusion de protoplastes

Haplodiploïdisation

Variation somaclonale

Mutagénèse 

Transgénèse (→ OGM)

Biotechnologies de Conservation des Ressources phytogénétiques

Conservation par multiplication in vitro

Cryoconservation
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Importance du 19ème siècle pour la biotechnologie
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	Les fermentations

(Louis PASTEUR )
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Figure 8. — Le sene «phaséolines che le haricol. Les igquent s longueurs en paies de bases.




	L’évolution des espèces

(Charles Robert Darwin )

	[image: image34.png]signal de début signal de tn

tonads rortorcement zone du promoteur thgon cocarte
T
frvancel?” /Apm.w‘ , o
LT
1 2 3 M
anscrpton M
aturatin bk ‘
'
AN messager mix .
vaducton o

Figure 7. - Un géne. son environnement de signaux ADN et son expression.





	La génétique

(Johann Gregor Mendel )
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Superficies cultivées en OGM
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Les typologies des biotechnologies,

1- Biotechnologie de première génération : fondée sur la maîtrise des techniques métaboliques de fermentation et de transformation des substrats.

2- Biotechnologie de deuxième génération : fondée sur l’étude de la transmission des caractères entre espèces du même genre.

3- Biotechnologie de dernière génération : fondée sur la manipulation du gène et son transfert en dehors de l’espèce (notion de gène voltigeur dans le ciel de la biologie): elle pose des problèmes de biosécurité

2. La base moléculaire des biotechnologies

DNA et RNA = support de l’information génétique. 

Le génome des procaryotes est totalement informatif tandis que chez les eucaryotes, il existe des séquences codantes (exons) et non codantes (introns) et des séquences répétitives: ADN répété (Chez les végétaux supérieurs, ces séquences sont très développées et représentent jusque 90% de l'ADN chromosomique: rôle: la régulation de ses modalités d'expression)

Selon le principe établi par Crick et Watson en 1953 l’organisation de l’information génétique et la suivante :

ADN
(((((
ARN
((((( Protéines


Transcription

Traduction 
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3.1. Mécanismes de régulation du gène végétal 

ADN répété…

ADN répété (Certaines séquences sont ainsi répétées à des milliers d'exemplaires en amont du gène codant, Chez les végétaux supérieurs, ces séquences sont très développées et représentent jusque 90% de l'ADN chromosomique: rôle: la régulation de ses modalités d'expression)

Linkat et batterie de gènes

—dans une même zone du chromosome plusieurs loci où se localisent des codes pour des formes ou des fonctions dont les valeurs adaptatives sont convergentes;

—chacun de ces loci au regroupement de plusieurs unités codantes, d'expression à peu près identique, qui forment des batteries de gènes.

Exemple : chez le maïs, la zéine, protéine du grain, est codée par une batterie de 7 gènes sur le chromosome 7, de 9 gènes sur le chromosome 4 et d'un nombre important mais non déterminé sur le chromosome 10.

Les pseudogènes : Gène dont la séquence est voisine des gènes de structure fonctionnels, mais qui ne s'exprime pas….souvent et la notion d'allèles: Partie de chromosome contenant le gène et transmise à la descendance….
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Découpage introns-exons

 le découpage du gène en introns et exons, lors de la transcription, suivi par le rattachement des exons à la sortie du noyau, aboutit à un ARN messager mûri. Par la variété des sites de découpage, en fonction des endonucleases présentes, on aboutit à des mutants dus à d'autres types de maturation de tARN messager.

Transposons: système de régulation très développé chez les végétaux : des gènes mobiles. On compte aujourd'hui plusieurs centaines de transposons chez le maïs. Ces gènes mobiles, autonomes dans leur déplacement ou régulés par d'autres gènes, viennent, en s'insérant en des points particuliers du chromosome, annuler ou modifier l'expression d'un gène, ou encore changer l'orientation de son environnement génétique. Ils intervenaient ainsi comme agents de déroulement du programme génétique

De plus, les conditions de milieu, l'âge du tissu végétal, des traumatismes ... interagiraient sur la mobilité des transposons

Organites cytoplasmiques: L'information cytoplasmique de la plante est représentée par l'ADN mitochondrial et l'ADN chloroplastique.

Sur ces chromosomes existent des séquences répétées inversées qui entraînent des recombinaisons et des fragmentations. Une plante donnée héberge donc dans ses mitochondries plusieurs types de chromosomes mitochondriaux.

Exemple

Cette organisation est très variable d'une espèce à l’autre ; ainsi l'ADNmt12 de la navette et celui du chou sont des ADN courts de 218 et 217 kb (kilo bases) alors que le melon a un ADNmt de 2 400 kb

Les chromosomes d'ADNmt ne se répliqueraient pas au même rythme que les mitochondries, qui elles-mêmes ne se répliquent pas au rythme des divisions cellulaires. On a donc dans la plante des possibilités d'évolution démographiques des ADNmt selon l'âge, les conditions, les organes, la culture in vitro, etc….
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aussi un ADNcp des chloroplastes circulaire, dont l'organisation est plus homogène et dont les séquences sont très conservées, permettant ainsi l'étude des relations phylogénétiques. Comme pour le génome

mitochondrial, l'ADNcp coopère avec le génome nucléaire pour la genèse de protéines importantes

3.3. Gestion des mécanismes régulateurs

Se fait tout spécialement au niveau des méristèmes pour ce qui est de la mise en place des formes et des fonctions, qui constitue le programme

génétique, ainsi qu'au niveau des tissus les plus actifs de la plante (vaisseaux, stomates...).

Cette gestion a la forme d'un réseau complexe de signaux moléculaires constituant une information mobile qui circule d'environnement à tissus, d'organe à organe, de cellule à cellule, de cytoplasme à noyau, et qui détermine donc au contact de l'ADN un ensemble d'informations mobiles appelée «épigénique» : 

«épigénique» : 

Modulation du fonctionnement des gènes en fonction des différents signaux d’origine environnementale.

Petites molécules d’ARN monobrin + court que l’ADN 10-150bases qui circulent en permanence dans le végétal et régulent l’expression des gènes.

Ces molécules s’accrochent aux enzymes et seront reconnus par le noyau en passant par les histones 

La plante est une structure , l'épigénique étant le cerveau qui gère et interprète en termes de programme génétique les réseaux de sensations transmises.

Exemple des abeilles et gelée royale….

3. Totipotence de la cellule végétale
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Totipotence

G. Haberlandt : le concept de totipotence de la cellule végétale
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Deux idées importantes : 

· la culture de cellules isolées constituerait potentiellement un modèle de recherche

· maintien en vie de cellules isolées

· Pas de multiplication cellulaire

· on peut potentiellement régénérer une plante entière à partir d’une cellule isolée ( totipotence

· Échec (mauvais choix d’explants, méconnaissance des substances de croissance)

Émergence des techniques de culture

· Haberlandt (1902) : concept de totipotence

· White (1934) : culture in vitro de racines de tomates

· Gautheret (1935) : utilisation d’auxine pour cultiver du cambium de saule

· 1939 : 1ère culture indéfinie de cals de carotte
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La culture de tissus est possible en utilisant des substances de croissance et/ou des tissus méristématiques

Émergence des techniques de culture

· Braun (1941) : travaux sur le crown gall
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· 1952: Morel et Martin: Dahlia et Pomme e terre sur milieu synthétique (plantes entières)

· Miller (1955) : cytokinines

· Murashige et Skoog : mise au point de milieux de culture efficaces contenant des cytokinines et des auxines
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“La totipotence repose sur l’aptitude à la dédifférenciation”
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Développements : production de métabolites secondaires

· 1983 (Mitsui Petrochemical) : production industrielle d’un pigment: la shikonine

· 1997 L’entreprise Samyang Genex (Daejeon, Corée) produit un anticancéreux, le Genexol, à partir de cultures in vitro de Taxus 

Développements : la transgenèse

· Marc Van Montagu (1983) : tabac résistant à la kanamycine

· 1994 : Flavr Savr (Calgene, antisensage d’une polygalacturonase) ) tomate: le premier produit OGM destiné à la consommation humaine.

· 1996 : maïs transgénique commercialisé aux USA 

Conclusions

· Problématique initiale : 

· recherche d’un modèle de cellules isolées

· démonstration de la totipotence des cellules végétales
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Figure 4. Invertebrate and Plant Model Systems for Studying Regeneration
(4 The planarian Schmictea meciterranes (ift) and a regeneration series of the anterior end at ~days 1, 3, and 4 after decapitation.

(B) Head regeneration in Hycra after decapitation (top) and from a cell aggregate of cells obtained after dissociation of a Hyara into indivicual cells (bottom). The
signal corresponds to the expression of a Chordin-lke gene in this organism. Images reproduced from Rentzsch et al. (2007), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104
3249-3254. Copyright (2007) National Academy of Sciences, USA.

(©)Nommally developing Arabidopsis with abasal rosette and a reproductive inflorescence that has arisen from the transition of the SAM to a loral meristern (ieft
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Identification du rôle des substances de croissance

Mise au point de nombreuses techniques

Transgénèse
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Culture in vitro 
1. a.Définition

La culture in vitro est basée sur la mise en culture d’explant en milieu artificiel contrôlé, à l’abri de toutes contaminations (en axénie: exempt de tous germes saprophytes ou pathogènes). Le but de la culture in vitro est de permettre la régénération de la plante entière autonome et fertile à partir de la propriété des cellules végétales : la totipotence. 
Les techniques de culture in vitro sont des outils qui permettent d’améliorer les plantes mais aussi d’assainir les variétés ou bien de réduire les coûts de productions. 

1.b. Principe: induction de points végétatifs préprogrammés dans un milieu de culture approprié.

Par microbouturage…………. Micropropagation …

Par explants (tissus différenciés)+ provoquer son dédifférenciation= apparition d’un cal (cellules indifférenciées)

+ reprogrammer les cellules pour induire la néoformation de plantes.

Elle permet de multiplier en grand nombre des plantes à partir de fragments de la plante ou de groupes de cellules:

– Cultures de cellules

– Cultures de méristèmes (zones de croissance permanente des plantes)

– Cultures de protoplastes (cellules végétales sans parois)
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Les utilisations de la culture in vitro 

• La micropropagation à partir de différents organes (exemple : les fraisiers, les bananiers ou les rosiers…)

• L’accélération des cycles par cultures d’embryons (exemple : cacaoyer, bégonia…)

• La multiplication de méristèmes pour obtenir des plantes non virosées (exemple : pomme de terre)

• La production d’haploïdes doublés , c’est à dire du doublement du génome de cellules reproductrices intéressantes qui permet de stabiliser rapidement des variétés productives (exemple : colza, orge blé, maïs).

Le sauvetage d’embryons, la fusion de protoplastes (cellules dont la paroi a été dégradée) permettant des croisements interspécifiques compliqués 

• Les mutations induites, utilisant certains éléments physiques (UV, rayons X, irradiations) ou faisant agir des composés chimiques (divers agents alkylants) et les mutations dirigées, fruit du développement des 

techniques de séquençage et marquage moléculaire récentes. Les plantes considérées comme intéressantes sont sélectionnées et régénérées. Cette technique est utilisée depuis 1960 sur plus de 180 

espèces et 2500 variétés commercialisées.
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2. ASPECTS TECHNIQUES
2.1. Facteurs d’environnements

Les conditions stériles ou d'asepsie sont obtenues par un ensemble d’opérations qui permettent de protéger l’explant à multiplier et son milieu contre toute contamination microbienne. Les explants sont désinfectés, les milieux et les récipients stérilisés à l'autoclave ou au four pasteur et les opérations de mise en culture se font sous hotte à flux laminaire (éviter la contamination microbienne d'échantillons biologiques: dispense un air stérilisé). 

· Températures: 22-26°C;

· Photopériode longue 16h;

Tenir compte de: De la nature et l’âge de l’explant, condition de culture de la plante mère, comportement différent en fonction des espèces…solanacées plus homogènes que les légumineuses….

Remarque le milieu de culture in vitro constitue, en lui-même, un système de résonance (joue un rôle) avec l'explant et qu'il peut, par les hormones choisies, dédifférencier le tissu mis en culture,; c'est-à-dire décorréler le réseau épigénique et ainsi rajeunir le programme génétique. Un stade, se rapprochant du point zéro, est obtenu fréquemment en utilisant le 2-4 D qui déclenche la production d'une forte callogenèse.

· Intensité lumineuse: 2000-6000 lux
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MILIEUX DE CULTURES POUR CELLULES VEGETALES

• Connaitre les besoins de l’espèce étudiée

• Différents en fonction du souhait de culture : obtention de tiges ou de racines, cellules indifférenciées (en culture solide ou liquide), …

a. MILIEU DE CULTURE SYNTHETIQUE:

• Eau à 95 %


• Eléments minéraux (sels)


• « Vitamines »

• Source carbonée

• Phytohormones (régulateurs de croissance) - pH entre 5-6

• Agent de solidification: avec l’agar (gélifiant): pour constituer un complexe colloïdal laissant circuler les ions et pour éviter que les explants ne tombent au fond des récipients et s’asphyxient : inconvénient: aération insuffisante. Milieu liquide pour suspension exp: protoplastes pour éviter que les explants ne tombent au fond des récipients et s’asphyxient

Murashige et Skoog (1962) - Mise au point d’un milieu de culture (MS). renouvelé de 4 à 5 semaines pour un développement optimale.

b. COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE

A) LES ÉLÉMENTS MINÉRAUX :

1- Les macroéléments : interviennent en grande quantité.

Il s'agit de 6 éléments présents à des concentrations élevées tels que l’azote ( N), le calcium (Ca), le potassium (K), le soufre (S), le magnésium (Mg) et le phospore (P).

+++N= favorise la néoformation de bourgeons..

2- LES MICROÉLÉMENTS :

Appelés parfois oligo-éléments, et bien qu'ils ne soient nécessaires à la plante qu'en faibles concentrations, leur rôle est essentiel notamment dans les mécanismes enzymatiques. Les principaux d'entre eux sont le fer (Fe), le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganèse (Mn), le molybdène (Mo), le bore (B) et le chlore (Cl), le cobalt (Co), le nickel (Ni), etc...

B) LES ÉLÉMENTS ORGANIQUES :

1- LES SUCRES :

Dans le cas de tissus végétaux placés en culture in vitro, l'assimilation chlorophyllienne est nulle ou insuffisante pour assurer la survie et le développement de l'explant. Dès lors, on ajoute des sucres, le plus souvent du saccharose ou glucose, aux milieux de culture pour fournir à l'explant une source de carbone. Concentrations : 20-30g/l.

2- LES VITAMINES :

L'emploi de diverses vitamines favorise fréquemment le développement des cultures in vitro: elles appartiennent essentiellement au groupe B.

3- LES ACIDES AMINÉS : ou acides organiques ou composé indéfini comme le lait de coco …..

Il a parfois été observé que l'apport d'acides aminés favorisait la prolifération.

C) LES RÉGULATEURS DE CROISSANCE.

Appelés généralement hormones végétales, ils induisent les phénomènes de croissance et de néoformation des organes. Elles se trouvent naturellement dans toutes les plantes ; cependant, on a pu synthétiser artificiellement des molécules possédant les mêmes propriétés.

Les hormones utilisées sont principalement :

- les auxines, - les cytokinines,

car ces hormones sont capables d’orienter les explants vers la formation de nouveaux organes.

c.Hormones

• Du grec “hormân” mettre en mouvement/exciter

Définition - 3 concepts essentiels :

1. activité à de très faibles concentrations (aucun rôle énergétique ni nutritif)

2. synthèse par l’organisme lui-même

3. transport du site de synthèse au site d’action pour influencer spécifiquement des cellules cibles.

« Hormones végétales »

• Coordonnent les plantes

• Action sur le métabolisme et le développement à de très faibles concentrations: doses physiologiques

 « Phytohormones » = régulateurs de croissance

Définition: , une hormone est une substance qui, libérée dans un organisme, modifie l'activité des autres cellules qui lui sont spécifiquement sensibles

• Certaines substances ont des effets analogues mais pas synthétisées par les végétaux :

régulateurs de croissance

– Auxine (Kögl, 1934)

– Gibbérellines (Yabuta & Sumiki, 1938)

– Cytokinines (Skoog, 1955)

Auxines:

 Propriétés proches de celle de l’auxine naturelle AIA

(acide b-indolyl-acétique) :

action stimulante de l’élongation cellulaire

· pouvoir rhizogène- 

Substances de synthèse :

- acide b-indolyl-butyrique (AIB)

- acide naphtalyl-acétique (ANA)

- acide 2, 4- dichloro phénoxyacétique (2,4-D)

Cytokinines

- Stimule la multiplication cellulaire en présence d’auxine

- Induction de la formation de bourgeons (empêche la dominance apicale)

- Empêche le développement des racines

Naturelles végétales :

- isopentényl-adénine (IP)
- zéatine (Z)
- dihydrozéatine (DHZ)

- diphènyl-urée : lait de coco 

Kinétine (sperme de hareng dénaturé à l’autoclave)

De synthèse :

- benzyl-adénine (BA)

- thidiazuron (très forte : pour ligneux)

Organogenèse complète

- Caulogenèse

- Phyllogenèse

- Rhizogenèse

obtenue parfois par étapes en jouant sur le l’équilibre entre auxines et cytokinines

Nécessite souvent une callogenèse (cal)

2.2. Base pour la culture in vitro de tissus végétaux

Le ratio des deux régulateurs va déterminer le développement de la plante = la différenciation :

– ( [auxine] ↓ [cytokinine] : rhizogenèse

– ↓ [auxine] ( [cytokinine] : caulogenèse

– [auxine] = [cytokinine] : callogenèse
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Rapport auxine /cytokinine
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Chez le végétal, des structtures (épigénique-linkat) de l'information permettant une morphogenèse adaptative permanente des individus.

Techniques appliquées aux plantes

1. Culture de méristèmes: cultures assainissantes:

Fonctionnement des méristèmes et programme génétique

Les plantes possèdent des zones de multiplication qui ébauchent les organes et les tissus et qui sont appelées méristèmes.

Le méristème apical : bourgeon terminal, ou apex, est situé dans une zone sub-apicale, où un massif circulaire de cellules appelé «anneau initial» subit des mitoses très fréquentes. Au-dessus, les cellules se divisent, mais à des rythmes décroissant à mesure que l'on s'éloigne de l'anneau initial

Une cellule végétale qui est en mitose n'a que les gènes du métabolisme basal, et ceux qui sont nécessaires à la division, qui sont en fonctionnement.

Au niveau de l’anneau initial donc, le programme génétique n'avance pas. En revanche, au-dessus de l'anneau initial, les cellules ont un temps de latence entre les divisions et pendant ce temps des gènes fonctionnent, des enzymes des protéines modifient les situations épigéniques ; le programme génétique avance ; il avance d'autant plus que les intervalles entre mitoses sont longs .
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La culture de méristèmes se déroule généralement de la manière suivante: des boutures contenant un bourgeon végétatif sont prélevées sur les variétés à assainir, ces explants sont stérilisés puis disséqués stérilement, (sous hotte à flux laminaire), sous une loupe binoculaire, afin d'extraire le méristème de l'apex (dôme apical sans feuilles), qui mesure moins de 0,4 mm. Ce méristème est rapidement déposé dans un tube de culture contenant un gel nutritif. Progressivement, les cellules vont se diviser, des feuilles vont se former, au bout d'un mois cette pousse devra être repiquée (repiquage intensif) sur un nouveau milieu pour parfaire sa croissance, puis un mois plus tard il faudra multiplier ou cloner les pousses afin d'obtenir le nombre voulu de plantes saines.

Exp. Rosier: 1 apex= 10 9 boutures.

· Toutes ces structures produites par les méristèmes: plantes, tiges, embryons, cals régénérants d'autres méristèmes gardent une très forte potentialité de déroulement du programme de morphogenèse et sont généralement très fortement régénérantes:

· Chaque ébauche mise en place par les méristèmes terminaux est pré-programmée pour son développement ultérieur (bourgeons végétatifs et bourgeons floraux chez un fruitier par exemple)

· Le type de production en culture in vitro est une fonction de l'étape génétique inscrite dans l'explant et de la rectification de cette programmation épigénique sous l'effet du milieu et des conditions de culture in vitro

Plus l'explant est volumineux, moins il sera sensible au milieu (puisque son réseau de signaux sera plus fortement structuré).

polarité : manque ou une absence de symétrie dans le plan d'organisation d'un organisme c’est l'intensité de tension structurelle des réseaux de signaux qui génèrent la situation épigénique.
En d'autres termes, l'explant possède, au moment du prélèvement, sa propre polarité, mais l'interaction avec le milieu de culture modifie cette polarisation. 
On peut donc, en principe, produire des vitroplants à partir de nombreuses parties de la plante : bourgeons, tiges, feuilles, racines, inflorescences, etc. Les jeux d’interactions entre polarité de l'explant et statut polarisant du milieu expliquent l'aspect «cuisine» des recettes de chaque laboratoire et de chaque producteur de vitroplant.

Le taux de régénération est en relation directe avec le statut viral. Certains virus s’éliminent facilement, d’autres plus difficilement.

Thermothérapie souvent, l’assainissement peut être couplé à la thermothérapie, c’est-à-dire l’utilisation de la chaleur à des fins thérapeutiques. Une élévation graduelle et contrôlée de la chaleur permet d’affaiblir puis de détruire les cellules contaminées, tout en respectant les cellules saines.

Principe: soumission des méristèmes à des chocs thermiques de longues durées à 37°C ou très brefs à 50°C. 

· CONTRÔLE: 

· vérifier l’état sanitaire de la plante obtenue ( indexage) 

· vérifier la conformité génétique de la plante obtenue (aucune mutation n’a eu lieu)

2. Embryogenèse somatique

il faut  que  l'explant soit marqué par un programme génétique très jeune, très proche de l'état  embryonnaire  :parois  de  l'ovaire,  pièces  inflorescentielles   proches  de  l'embryon,   embryon immature, zone hypocotyle de la piantole, bases cotylédonnaires

L'ovule comprend un territoire haploïde, le sac embryonnaire, qui, après fécondation, se différencie en embryon et albumen.

On peut, à partir d'explants appropriés (et de conditions de culture in vitro très spéciales), maintenir dans les cellules d'un tissu cultivé in vitro les potentialités embryogènes ou en faire dériver des cals embryogènes.

On parlera d'embryons somatiques pour désigner ces formations qui possèdent une autonomie vis-à-vis du tissu générateur avec un pole radiculaire, un méristème caulinaire et des «pseudo»-cotylédons bien différenciés.

· il faut que l'explant soit marqué par un programme génétique très jeune, très proche de l'état embryonnaire : parois  de  l'ovaire,  pièces  inflorescentielles   proches  de  l'embryon,   embryon

· immature, zone hypocotyle de la piantole, bases cotylédonnaires 

· il faut que l'explant soit d'une dimension telle que sa polarité soit suffisante, mais pas trop marquée (sinon on régénérerait un vitroplant différencié, et non des embryons).

·  Il faut encore que le milieu in vitro dans lequel est plongé l'explant soit adapté aux conditions de l'embryogenèse ; des séquences de deux, trois... Six milieux différents et bien caractérisés.

·  Conditionner la polarité de type embryonnaire est très délicat ; si le gradient est insuffisant, l'embryon somatique est mal formé et ne «germe» pas (gemmule ou radicule non différenciée) ;

· si le gradient est trop marqué, on n'observe plus d'embryogenèse mais une régénération plus banale.

3. Semences artificielles

Les embryons somatiques sont difficilement utilisables tels quels, en particulier ils sont très sensibles à la déshydratation. On peut assez facilement les enrober dans des gelées nutritives et protectrices (classiquement on utilise les alginates: polysaccharide gélifiiant et un milieu de type Murashige-Skoog dilué). On peut également surajouter à l'enrobage (simuler le rôle del a graine: protection et nutrition) une coque plus dure. L'ensemble de l'embryon et de ces couches protectrices est appelé «semence artificielle»
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Caractéristiques/problèmes: 

- Production synchrone d'un grand nombre d'embryons somatiques, ce qui suppose une maîtrise des cytoculteurs adaptés, une sélection des souches embryogènes pour I'inoculation des cytoculteurs, un tri au cours de l'embryogenèse ;

— technique de récolte des embryons «mûrs» pour les enrober individuellement ;

— stabilisation des embryons enrobés pour éviter qu'ils ne continuent à croître dans le gel qui les enrobe ;

— faculté germinative comparable à celle d'une semence naturelle

- conformité de la plante obtenue avec le type de la plante mère qui a ainsi été clonée.

4. Variation somaclonale
Vitrovariants
Vitrovariation ou variation somaclonale

Lorsque les explants perdent les repérages apportés par les réseaux de signaux ou sont incapables, à cause du milieu de culture (l'utilisation du 2-4 D), de les restructurer, des réactions épigéniques différentes gèrent un déroulement modifié du programme génétique. Par ailleurs, les systèmes de sauvegarde de l'intégrité génotypique sont relâchés, la réparation des mutations, l'excision des erreurs de mitose, les contrôles du nombre de chromosomes liés aux mécanismes d'endoduplication sont affaiblis. Il apparaît alors des copies non conformes (morphologiquement ou physiologiquement) appelés « phénovariants » ou « vitrovariants ». «variation somaclonale».

Comment choisir un matériel biologique convenable pour une approche expérimentale fiable ?? il doit inclure les points suivants :

— une espèce diploïde, c'est-à-dire possédant des critères génétiques qui suivent des lois classiques mendéliennes ;

— une structure génétique homozygote, c'est-à-dire un matériel génétiquement fixé, n'exprimant donc pas de ségrégation ;

— un système floral permettant d'effectuer facilement des croisements ou des autofécondations, (ni d'auto-incompatibilités, ni de stérilité mâle);

— un nombre de chromosomes assez faible, c'est-à-dire un dénombrement aisé ;

— un matériel où l'on maîtrise in vitro la formation de cals et les conditions de régénération.

Hérédité et variation?

· le développement de plantes entières à partir de méristèmes amène rarement aux variations ;

·  la régénération de bourgeons à partir de cals primaires est une source commune de variabilité.

· Les premières plantes variantes régénérées sur tissus somatiques ont été signalées avant 1970 sur le tabac par Lutz

· La transmission héréditaire par autofécondation de ces variants a été effectuée pour la première fois en 1971 sur la laitue par Sibi 

· Travaux en 1971 de Sibi : des lignées homozygotes de laitue et de tomate : la culture in vitro s'accompagne d'un taux accru de mutations (+ 10% de mutants chez la laitue et 56% sur la tomate.

· L'apparition de variations après régénération de gamétophytes mâles par culture in vitro puis doublement des chromosomes chez le riz 
·  Chez l'orge, l'androgenèse (par culture d'anthères) et la gynogenèse (par culture d'ovaires non fécondés) amènent à des variations.

· Ces changements manifestés ne sont pas uniquement des mutations, mais il s’agit d’ un nouvel état de fonctionnement du matériel.

· des modifications, soit transitoires, soit stables, après régénération et reproduction sexuée, ont été appelées «habituations» ou mutation-like

· On les a qualifiés: de «périgénique» --- «paramutations»------«épimutation»: in situ à très fortes fréquences. 
· Les descendances de croisements réciproques manifestent une dissymétrie d'expression (effets maternels ou parfois paternels). 

· Lorsque l'on croise ces variants issus d'un même génotype, soit entre eux, soit avec le type d'origine, il apparaît des descendances manifestant des transgressions de performances (mimant la vigueur hybride) au-delà des types parentaux du croisement : cas du génome nucléaire du matériel de départ est homozygote.

· AINSI, l'expression «variation épigénique» pour décrire ces modifications transmissibles par voie sexuée et dont le comportement héréditaire est inhabituel.

Éléments de base de la variabilité

Fond génétique

L'impact du génotype sur la réussite de la culture in vitro…...

Relations entre structure génétique et mutabilité… Lycopersicon peruvianum /caractère: auto-incompatibilité/ gène S

Chez une espèce allogame et très fortement hétérozygote, la transformation d'un allèle d'auto-incompatibilité en un autre (S1 —> S 2 ) n'avait jamais pu être obtenue par traitement mutagène, mais apparaît au cours de la fixation de lignées par consanguinité, comme si des mécanismes alternatifs contrôlaient la présence d'une forme ou l'autre selon le degré d'homozygotie de la plante. En outre, les cultures in vitro de tissus somatiques engendrent spontanément l'apparition de nouveaux allèles S chez les plantes régénérées.

Des travaux ont été faits sur la régénération in vitro de plantes de Lycopersicon peruvianum par les diverses voies suivantes : culture d'entre-nœuds ou de tiges, et culture d'anthères. 

· Les plantes issues d'entrenœuds, restant donc hétérozygotes = aucune modification au locus S,

· les plantes issues de culture d'anthères= nouvelles expressions d'allèles S, Cela confirme la stabilité de l'allèle S dans un fond génétique à fort degré d'hétérozygotie, et l'impact marquant de la consanguinité sur les modifications de comportement du système —S.

Conclusion: les nouvelles spécificités —S apparues in vitro ne résultent pas de mutations ponctuelles au locus S , mais plutôt de modifications au niveau de la régulation du génome.

Durée de la culture in vitro

La durée de la culture in vitro et, plus précisément, la longueur de la phase non morphogène est un facteur de variabilité.

Observations:

-un fort accroissement de la fréquence des mutants

· l’expression de types ancestraux 
· le taux de mutations semble liés au nombre de transferts in vitro: 
Comme si cette phase avait un effet mutagène sur les cellules cultivées ou si la régulation des systèmes de réparation de l'ADN était perturbée .

· EXP. les plantes de tomates obtenues à partir des apex ou régénérées à partir de feuilles ne donnent aucune variation, alors que des variabilités de tous types sont observées après le passage du stade de cal.
- C In vitro entraîne= l'apparition fréquente de mutants+++ de nouvelles régulations particulières à travers différents systèmes, comme ceux qui contrôlent le crossing-over ou qui régulent la mutabilité.

- Durée de la culture in vitro affecte les taux de mutation et non la fréquence des modifications épigéniques qui dépend du génotype (espèce, variété) et des conditions de culture in vitro. 
- Ces modifications peuvent apparaître dès le premier cycle in vitro et leur fréquence semble stabilisée à partir du troisième ou quatrième transfert

Conclusion:

 passage par cal+ le nombre de cycles de culture in vitro = les principaux facteurs créant une variabilité, MAIS la plasticité du génotype et de l'espèce a un rôle essentiel.

Types de modifications

L'observation des vitrovariations obtenues aléatoirement peut se situer à plusieurs niveaux phénotypiques (cytologique, morphologie générale...). 
Le principe: appliquer des pressions sélectives. 

Par exemple, la résistance ou la tolérance à des maladies , à des herbicides ,aux sels minéraux ,au froid , aux traumatismes etc., ou l'obtention de qualités spécifiques….

Ces nouvelles potentialités avantageuses sont maintenues dans la plante

régénérée et passent par les organes de multiplication (tubercules ou graines).

Régénération de plantes modifiées

Matériel mis en culture

Rappelons:

L’expression d’une plante et sa régulation sont très précisément programmées et corrélées à l'ensemble .

La taille de l'explant prélevé pour la culture in vitro détermine des modifications et joue un rôle majeur sur la diversité d'expression .

· Un explant ( entre-nœud, un bourgeon préformé, un apex différencié ou un gamétophyte sont déjà programmés : peu de modifications sont à attendre de la régénération directe, (sauf si la composition du milieu déclenche de fortes perturbations ou entraîne un développement sous forme de cal)

· Au contraire, les tissus excisés, cellules dissociées , protoplastes donnent une large variabilité.

Dans un cal non morphogène, seules les fonctions de survie sont nécessaires et doivent de ce fait demeurer intactes. En revanche, des modifications portant sur les structures biologiques et génétiques de toute autre fonction sont possibles et sans conséquences à ce stade. Elles apparaissent donc plus fréquemment que dans les tissus organisés, entraînant l'expression d'un large spectre de variations. 

C’est pourquoi la durée de la phase cal et son rôle sur l'accroissement du taux de variations sont important dans la création de variabilité.

Organogenèse à partir de cellules aux potentialités différentes

Quand la morphogenèse se produit, elle peut maintenir les modifications déjà présentes dans les tissus ou au stade cal, mais elle bloque l'apparition de nouveaux changements. 

Les cellules se divisent et s'organisent pour donner un bourgeon. En conséquence, les cellules aux potentialités nouvelles, et concernées par cette morphogenèse, sont étendues à l'ensemble de l'organisme. Les nouvelles expressions cellulaires sont alors «amplifiées» et visualisées au niveau de la plante entière et il est alors possible de poursuivre l'analyse de la stabilité génétique et de la transmissibilité des caractéristiques phénotypiques correspondantes.

Transmissibilité héréditaire des modifications

Structure d'une plante

chez beaucoup d'espèces, la plante est structurée en au moins trois assises cellulaires appelées L1, L 2 et L 3 (Fig.) et le phénotype est le résultat de l'interaction entre ces assises . Les racines ont pour origine la sous-couche L3 , la plus profonde, qui est encore appelée corpus ; les embryons proviennent de L 2 , et L1 recouvre les parties aériennes. L1 et L 2 sont toutes deux impliquées dans la constitution de la graine et du fruit ainsi que L 3 dans certains cas. La lignée germinale, qui engendre la descendance, n'a donc pour origine que la sous-couche L 2 exclusivement.
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Le comportement et la stabilité des variations visibles ou non chez la plante régénérée dépendent de deux facteurs au moins :

— Les assises tissulaires de la plante régénérée, concernées par la (ou les) modification) : tout changement ne touchant pas des cellules L 2 sera perdu à la méiose. Réciproquement, une plante régénérée, phénotypiquement normale, donne des descendances qui expriment de nouvelles caractéristiques si les modifications portées par L 2 n'émergeaient pas phénotypiquement chez la plante mère. Un effet «retard» observé selon des potentialités cryptiques de la plante.

— Le type de modification chez la cellule originelle : l'amplification de gènes instables , modifications biologiques réversibles ou transitoires , l'extinction ou la remise en expression de gènes en fonction des méthylations de l'ADN … constituent des modifications qui peuvent s'effacer +/- rapidement à un stade donné de la morphogenèse de la plante régénérée, ou lors de la méiose dans le passage à la descendance, ou même encore à des stades ultérieurs.

5.HAPLODIPLOÏDISATION

Les haploïdes existent dans la nature mais à de faible nombre. Ils sont chétif et stérile. Chez les plantes annuelles une longue phase d’homogénéisation avant de commercialiser les variétés 10-12 ans d’autofécondations.

Objectif: avoir une lecture directe du génome en absence de toute dominance.

Intérêt: des haploides doublés:

1. Permet la production de lignées strictement homozygotes avec une descendance aussi homogène que possible ce qui représente un gain de temps énorme

2. permet le choix plus facile des individus pour leurs caractères génétiques.

Les tissus sporogènes vont donner naissance à des structures bien différenciées : les gamétophytes. Ces organes porteront les gamètes ou cellules reproductrices ; il existe donc un gamétophyte mâle et un gamétophyte femelle.

On peut avoir des haploïdes à partir:

Si on utilise des gamètes mâles (pollen) , on parle d'androgenèse. Si on utilise des gamètes femelles (ovules), on parle de gynogenèse.

la condition d'opérer avant la fécondation.

Polyembryonie

II existe chez certaines plantes (les citrus, les manguiers, par exemple) une polyembryonie naturelle : à côté de l'embryon sexué résultant de la fécondation se développent dans la graine plusieurs embryons dits adventifs ; ces embryons sont des copies végétatives de la plante mère, contrairement à l'embryon sexué

 Mais chez toutes les espèces, il arrive avec un taux assez faible (de l'ordre de 1 pour 1 000) que deux embryons se développent et donnent des

semences à deux plantules. Souvent l'une de ces deux plantules est moins vigoureuse elle est haploïde ( développement provient d'une induction de l'une des deux synergides qui, parallèlement a l'oosphère fécondée, se
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différencie en un embryon apogamique.

6.Hybridations interspécifiques

Dans certains croisements, l'incompatibilité se traduit au niveau du stade de la fusion spermatozoïdes-oosphère ou au cours des premières mitoses qui s'ensuivent.

Exp. obtenir des plantes haploïdes d'orge ou de blé X espèce sauvage (Hordeum bulbosum), l'orge bulbeuse.

 La fécondation a bien lieu mais les chromosomes de l'espèce bulbosum sont éliminés dès les premières mitoses, laissant un embryon haploïde

qui dégénérerait rapidement si on ne le sauvait par culture in vitro .

Cette technique est aujourd'hui largement développée par les sélectionneurs d'orge pour fixer leurs descendances après hybridation.
Traitement des gamétophytes par irradiation

Principe: perturber la différenciation des spermatozoïdes dans le gamétophyte mâle, de manière à maintenir un pouvoir inducteur de l'embryogenèse en inhibant le pouvoir fécondant. 

 Si l'on réussit à neutraliser l'un des deux spermatozoïdes, il arrive que seuls les noyaux polaires soient fécondés, ce qui engage alors le développement de l'albumen 3x hybride ; par entraînement, l'oosphère peut alors se diviser sans fécondation et donner un embryon haploïde parthénogénétique. On pourra alors mener son développement à terme en le prélevant et en le cultivant in vitro.

Androgenèse in vitro

 in vitro des cellules sexuelles mâles ont permis la régénération de plantes entières viables et haploïdes d'origine exclusivement paternelle.

la méthodologie est analogue. Les boutons floraux sont disséqués stérilement et les anthères immatures sont prélevées à un stade marqué par l’arrêt de la différenciation des microspores en grain de pollen. Elles sont ensuite cultivées in vitro dans des conditions qui permettent une réorientation vers un retour à des potentialités embryogènes aboutissant , soit directement, soit après des transferts dans une séquence adéquate de milieux, à une plante haploïde viable issue d'un gamète paternel.

Les taux de réussite souvent très bas si on les rapporte au nombre des microspores contenues dans une anthère mise en culture donc on s’est attaché à l'étude des paramètres influant sur le déroulement de chaque phase.

Effets du génotype

Les réussites sont fortement liées à la famille végétale expérimentée : les solanacées, les crucifères et certaines graminées semblent posséder des potentialités supérieures à celles d'autres familles ; mais, à l'intérieur des solanacées, certains genres comme Datura ou Nicotiana donnent de bons résultats alors que Lycopersicon s'avère réfractaire. Chez les graminées, le riz répond facilement aux traitements androgénétiques, alors que le maïs reste difficile.

Etat physiologique de la plante donneuse

Les conditions de culture des plantes sur lesquelles on prélève les anthères jouent un rôle majeur.

- Des plantes jeunes, végétativement vigoureuses et en croissance active donnent des résultats en moyenne meilleurs.

· certaines périodes, correspondant à l'époque naturelle de floraison de l'espèce, founissent des anthères plus réactives. 

· Les traitements phytosanitaires ont en général un effet dépressif sur la potentialité des anthères.

Stade de prélèvement des anthères

Lors de la pollinisation, la cellule reproductrice propulse dans le tube pollinique les deux spermatozoïdes, dont le destin est la fécondation de l'oosphère donnant l'embryon pour l'un, et des deux noyaux polaires aboutissant à l'albumen triploïde pour l'autre.
Stade de prélèvement  des anthères

Maturation normale d'un  grain de pollen: La méiose produit des  tétrades haploïdes  qui évoluent  en une jeune  microspore  uninucléée qui  entreprend alors  une mitose, donnant  deux cellules de  taille  très  inégale  : une  cellule  reproductrice  au  pôle  «nord»,  de  faible  volume  à noyau  très  condensé  et à  cytoplasme  restreint contenant quelques  mitochondries. En revanche,  au pôle  «sud»  se développe  une  large  cellule  végétative  à  noyau diffus  et à cytoplasme  abondant  avec de nombreux  plastes  et  des  vacuoles. Lors de la pollinisation, la cellule reproductrice se verra propulsée dans le tube pollinique  où  son  noyau  après  une  division  produira  les  deux  spermatozoïdes qui assureront la  fécondation  de  l'oosphère  donnant  l'embryon  pour  l'un,  et  des  deux noyaux polaires aboutissant à l'albumen  triploïde pour l'autre . La cellule végétative  permet la croissance du tube pollinique et fournit  les matériaux du métabolisme lié à la pénétration dans les tissus stigmatiques et stylaires
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Lorsque la différenciation est marquée entre cellule reproductrice et cellule végétative, le prélèvement des anthères pour culture in vitro et induction d'une androgenèse est généralement un échec. Il semble que ce soit le stade où la jeune microspore uninucléée va entrer en mitose qui constitue l'optimum pour la réussite de l'opération

La réorientation vers l’androgenèse est toujours délicate ; un prélèvement trop précoce de l'anthère ne donne aucun développement ; un prélèvement trop tardif n'a aucun effet.

Ainsi tout traitement ralentissant le processus de différenciation des microspores en grains de pollen favorise la réorientation vers l'androgenèse. - Des traitements par le froid ont fortement accru le taux d'androgenèse 

· Des traitements par des températures élevées ont eu quelquefois des effets encore plus marquants : 

·  incubation des anthères à des températures variant, selon les espèces, de 25 à 35°C .

Gynogenèse in vitro

La régénération de plantes haploïdes à partir des cellules sexuelles semble plus logique par la voie femelle, puisque l'oosphère est destinée naturellement à devenir embryon.

Exp. graminées (riz, blé, maïs), à des composées (gerbera, laitue), à des solanacées (tabac) ainsi qu'à d'autres espèces de grande importance économique (tournesol, betterave à sucre.

Cependant, comme pour l'androgenèse, les taux de production de

plantes haploïdes restent souvent faibles et très variables d'une espèce ou d'un génotype à l'autre (de zéro à quelques pour cent

La procédure dans la gynogenèse

Le but est d'obtenir un développement parthénogénétique de l'oosphère ou une apogamie à partir des autres cellules haploïdes du sac embryonnaire. Il n'y a donc pas, comme pour l'androgenèse, nécessité d'un retour, par dédifférenciation ou réorientation, vers un stade embryonnaire. 
On prélève l'ovaire ou l'ovule, dans la fleur non fécondée, lorsque le sac embryonnaire est bien développé, c'est-à-dire le plus près possible du stade de réceptivité des gamètes mâles. Les ovaires ainsi prélevés ou les ovules excisés sont placés dans des milieux artificiels qui favorisent le développement des tissus haploïdes. 
Après un à six mois, l'oosphère , parfois les antipodes, et plus rarement les synergides, se divisent et donnent des embryons bien différenciés : un même ovule peut donc donner jusque six et même huit embryons

d'origine exclusivement maternelle. Repiqués sur des milieux de régénération, ces embryons se développent en jeunes plantes.

Identification de paramètres importants

Certes, la pression osmotique des milieux conditionnée par les concentrations en sucres et leur nature jouer un rôle déterminant.

 Généralement c'est une séquence de deux milieux qui est utilisée : le premier déclenche le développement du sac embryonnaire, le second, moins riche en cytokinines, permet une régénération de la masse embryonnaire en jeune plantule .

En revanche, le stade de prélèvement a une importance majeure ; si le sac embryonnaire n'a pas atteint le stade de la réceptivité, il est rare d'obtenir des régénérations de plantes. Mais à ce stade de développement, la difficulté provient de pollinisations éventuelles ; même si les fleurs ont été ensachées, l'autopollinisation n'est pas exclue. il faudrait donc castrer un très grand nombre de fleurs, ce qui est particulièrement laborieux.

Les haploïdes doublés

Les plantes obtenues par les diverses techniques sont issues, en principe, d'une cellule haploïde : des «plantes sans mère» (androgenèse) ou des

«plantes sans père» (gynogenèse). Cependant, dans de nombreux cas, l'individu régénéré est diploïde ou même parfois polyploïde (pétunia, asperge, par exemple) ; c'est que l'état haploïde est instable et que lors des mitoses haploïdes la télophase ne se déroule pas normalement.

Utilisation des haploïdes doublés

Pour utiliser une plante haploïde il faut la rendre fertile et provoquer artificiellement un doublement des chromosomes si celui-ci n'a pas été spontané.

 La colchicine est l'un des agents les plus couramment employés pour obtenir cette autocopie du stock haploïde.

7. Hybridation somatique: « Fusion des protoplastes »
La reproduction sexuée : empêcher les flux génétiques entre les espèces. Bien plus, à l'intérieur de l'espèce elle-même, des frontières très précises permettent tel ou tel type de croisement autorisant ou non l'allogamie ou l'autogamie et définissant par là même la structure génétique plus ou moins hétérozygote du génotype. 

1er essai: fusion entre des protoplastes différents (tomate et pomme de terre) : transgresser les frontières de l'hybridation sexuée.

Étapes importantes de l'hybridation somatique

1. Les protoplastes

Dans la cellule végétale, la membrane plasmatique est doublée par une paroi squelettique constituée de fibres de cellulose et de pectine.

L'«état protoplaste»: connu depuis le début du siècle, mais les années 1960 on a montré que, par des enzymes du type cellulase et pectinase, on pouvait attaquer les fibres pecto-cellulosiques et dissocier les tissus végétaux, et mettre à nu la membrane plasmatique de chaque cellule. 
Divers explants sont utilisables : feuilles, cotylédons, hypocotyles ou à partir de matériel déjà dédifférencié : cals ou suspensions cellulaires.

Le mésophylle foliaire reste la source de protoplastes la plus utilisée car cet explant est généralement disponible en grande quantité, son prélèvement ne lèse pas trop la plante et le matériel produit est abondant et homogène.

Les explants préparés sont alors incubés dans la solution enzymatique, dans de très strictes conditions de durée, de température, d'éclairement et de pression osmotique.

Chaque unité cellulaire dénudée apparaît alors sous une forme sphérique appelée protoplaste. Chez la luzerne, on obtient ainsi environ 12.106 protoplastes par gramme de feuille traité.

Les protoplastes, récupérés par centrifugations et lavages, et mis dans de bonnes conditions de survie, reconstituent très vite leur paroi pecto-cellulosique (en quelques heures on voit apparaître les premières fibres). Ensuite, si les conditions de milieu sont toujours favorables, les protoplastes entrent en mitose et donnent ainsi des microcolonies qui deviennent des microcals, puis des cals. Les premières divisions apparaissent entre le 3e et le 5e jour de culture. Outre la nature du milieu, la densité de mise en culture joue un rôle important pour l'obtention d'un taux de divisions correct (30 à 80 000 protoplastes par ml, et généralement plus pour les monocotylédones). Les petites colonies sont visibles, à l'œil nu, après une quarantaine de jours.

Mise en culture: film liquide, film liquide sur milieu solide, micro gouttes suspendues ou posée, le plus utilisé est le film liquide-2.5-3 mk dans une boite de pétri de 5cm de diamètre

La fusion

On appelle «fusion» l'agrégation de deux, ou plusieurs, protoplastes.

Condition: induire un contact moléculaire entre les membranes des protoplastes.

L'accolement des protoplastes, étape préalable indispensable pour la fusion, doit donc être provoquée par l'expérimentateur. Des agents chimiques, comme le calcium ou le polyethylene glycol(PEG). Une fois les protoplastes accolés, la dilution de ces substances induit des perturbations membranaires provoquant alors la fusion. Les taux de fusion ainsi obtenus varient entre 0% et 50% (PEG) environ. 

Mais l'électrofusion: appliqué un champ magnétique alternatif fort: les protoplastes s’accolent « chaine en perles » + une brève impulsion= fusion. 

Pour cette technique protoplastes résistent mieux au traitement électrique que chimique qui a des effets toxiques sur protoplastes .

La fusion se produit d'une manière aléatoire, l’agglutination n’est donc contrôlée ni qualitativement ni quantitativement et on généralement une faible proportion du mélange de fusion <10%. 

Exp. Si le mélange contient en quantité égale deux espèces différentes A et

B et si l'on admet, de manière théorique, que les divers types de fusion sont équiprobables, on doit observer : un quart d'autofusions AA, une moitié d'hétérofusions AB et un quart d'autofusions BB

Lors de l'accolement de deux protoplastes, l'ensemble du contenu cellulaire est mis en commun : on peut donc aboutir à l'addition totale des trois compartiments héréditaires : nucléaire, mitochondrial et chi oroplastique. Cette addition totale accroît le niveau de ploïdie de l'unité résultante.

Mais

—les échanges ne sont pas toujours totaux :

— dès la fusion réalisée, des compétitions et des éliminations se mettent en place.

NB: Lorsque les noyaux se sont additionnés partiellement ou en totalité, on parle d'hybride somatique ; 
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s'il 1 des noyaux parentaux +cytoplasme composite et/ou recombiné, on parle de «cybrides» (cytoplasme hybride)
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Les types parentaux A et B peuvent être très éloignés : le protoplaste, ayant perdu tout signal relationnel avec le tissu dont il est issu et tout repérage inscrit dans la paroi, se trouve dans l'incapacité de reconnaître le partenaire peut donc fusionner :

 -une cellule animale et une cellule végétale, 

-ou un protoplaste de monocotylédone avec une dicotylédone,

· introduire dans un protoplaste, des microplastes 

· par électroporation faire pénétrer des fragments d'ADN et des plasmides.

Le protoplaste est donc un excellent récepteur, son seul défaut réside dans la faible probabilité de régénération.

Identification et sélection des hétérofusions

Il est important de disposer d'un crible permettant d'identifier, le plus rapidement possible, les hétérofusions

Exp. d'une expérience de fusion entre deux crucifères :

Arabidopsis thaliana à 2n = 8x = 40 chromosomes et Brassica campestris à 2n = 2x =20 chromosomes, on a obtenu des hybrides somatiques complets qui possédaient les deux stocks chromosomiques parentaux et des hybrides partiels où une partie des génomes avait été éliminée, le noyau de l'hybride restant malgré tout stable

Il FAUT identifier le plus vite possible les structures cellulaires résultantes.

- En effet, schématiquement la souche A étant résistante à un produit a et la souche B à un produit b, dans un milieu contenant les substances a et b ne doivent pousser que les hybrides AB ou, tout au moins, des formes recombinant les deux résistances

· On peut également opérer un tri visuel sous microscope en utilisant des colorations vitales ou des marquages fluorescents accompagnés par un passage dans un trieur de cellules , 

· L’analyse de la ploïdie;

· Marqueurs morphologiques, biochimiques, moléculaires….

MAIS ……

LES STRATEGIES DE SELCTION RESTENT LE GOULOT D’ETRANGLEMENT DE CETTE TECHNIQUE…
Outils moléculaires et amélioration


1. Marqueurs moléculaires au service de la sélection précoce des plantes.
L'amélioration génétique commence par l'étape de la création de la variabilité. La sélection de 'génotypes supérieurs' est pratiquée au sein de cette variation. 

Les marqueurs moléculaires peuvent être utilisés pour procéder à une sélection précoce et rapide du matériel porteur du gène d'intérêt. 

Les marqueurs moléculaires d'ADN sont des séquences codantes ou non, présentant un polymorphisme selon les individus. Par les techniques de biologie moléculaire, plusieurs outils ont été développés, permettant d'obtenir directement à partir des marqueurs polymorphes de l'ADN des plantes. Les plus utilisés sont les marqueurs RFLP, RAPD, AFLP et les microsatellites.
2. Caractéristiques d’un marqueur génétique
Un bon marqueur doit être :
 - Neutre : ses différents allèles n'ont pas d'effet sur le phénotype de l'individu,
- Polymorphe : possédant de nombreux allèles permettant de caractériser les différents individus,
- Codominant : l'individu hétérozygote peut être distingué car il présente simultanément les caractères de ses parents homozygotes,
- Insensible au milieu,
- Non épistatique: son génotype peut être « lu » à partir de son phénotype quel que soit le génotype aux autres locus. La codominance et la non-épistasie peuvent être respectivement définies comme l'absence d'interactions intra et interlocus ;
- Multiallélique.
Les marqueurs permettent l’élaboration de cartes génétiques: chaque chromosome est représenté par un ensemble de marqueurs moléculaires dont l’ordre et l’espacement sont déterminés en comparant les individus de la descendance d’un croisement.

Caractères sous le contrôle d'un seul gène : de type 'qualitatifs' (présence ou absence). transmis de façon simple à la descendance d’un croisement. 

Des caractères résultent de l’action de plusieurs gènes 'quantitatifs'. :rendement ou de la hauteur des individus. Ces caractères peuvent prendre toutes les valeurs situées entre deux extrêmes

3.  QTL, de Quantitative Trait Loci
Les régions chromosomiques impliquées dans l'apparition de ces caractères quantitatifs (QTL, de Quantitative Trait Loci) sont localisées sur une carte génétique et repérées par des marqueurs moléculaires. La mise en évidence de cette liaison est réalisée en étudiant la correspondance dans la descendance d’un croisement entre les caractères phénotypiques observés et la présence des marqueurs moléculaires associés. 

Lorsque les QTL sont identifiés, le sélectionneur peut repérer les plantes intéressantes dans la descendance d’un croisement en se basant uniquement sur la présence des marqueurs moléculaires proches des gènes contrôlant les caractères recherchés.
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4. Sélection Assistée par Marqueurs (MAS, Marker Assisted Selection) 
La Sélection Assistée par Marqueurs ou MAS (Marker Assisted Selection) est basée sur la possibilité de détecter la présence d’un gène ou d’un trait agronomique intéressant par la recherche du marqueur qui lui est étroitement lié (linkage).

Les avantages liés à l’application des marqueurs moléculaires en sélection sont nombreux:

- La MAS est non destructive;
- La MAS nécessite peu de tissu végétal:
- La MAS n’est pas influencée par des facteurs environnementaux.

· Très avantageux lorsque le caractère étudié est difficile de détection, coûteux à évaluer ou influencé par les conditions climatiques ou édaphiques.

·  Avec la SAM, le sélectionneur peux anticiper la résolution de problèmes liés à l'adaptation des plantes à de nouvelles contraintes, comme l'amélioration des plantes pour la résistance aux maladies dans des régions où le pathogène n’existe pas encore.

MAS présente un grand intérêt dans les programmes d’introgression destinés à modifier de manière ciblée un matériel génétique existant, en remplaçant un segment chromosomique initial par un segment porteur de caractéristiques favorables provenant d’un autre matériel. 

Principe: croiser deux lignées, l’une parent donneur (géniteur), l’autre parent receveur (parent récurrent), puis d’éliminer progressivement par rétro-croisements successifs (back-cross) le génome du parent donneur, tout en conservant de façon ciblée le segment (gène) d’intérêt.

Le rétrocroisement (back-cross) est une méthode d'amélioration pratiquée par les sélectionneurs. 

Son principe est d'éliminer (vider) progressivement tous les gènes d'un géniteur donné comme un géniteur de résistance (parent donneur), sauf celui qui confère la résistance à une maladie déterminée. Ceci est réalisé par des recroisements successifs de celui ci avec une variété de bonne valeur agronomique (= parent récurrent = parent receveur) . Au cours des recroisements, les gènes du parent récurrent 'remplissent' le géniteur où leur proportion augmente de 50% (première hybridation) à 75% (= 50 + 50/2) (premier recroisement), 87,5% (= 50 + 75/2) (deuxième), 93,75% (troisième), 96,875% (quatrième recroisement) ,...

[image: image60.png]Contexte théorique au début du XX¢™e sjécle:

Théorie cellulaire (Schleiden et Schwann)

Microbiologie et biochimie





Avantages de MAS:

· accumuler dans une plante plusieurs gènes de résistance complémentaires pour une même maladie: une résistance multigénique, potentiellement plus stable car difficile à contourner par le pathogène. Le phénotype seul ne permet pas de différencier les individus cumulant deux ou plusieurs résistances de ceux qui n’en possèdent qu’une, rendant le recours aux marqueurs indispensable.
sont encore inconnus.

· MAS présente des limites dont:

- La MAS n'est compétitive en termes de coût et de temps par rapport aux méthodes de sélection traditionnelles, lorsque le phénotype peut être déterminé facilement (hauteurs des plantes, précocité, résistance à certaines maladies...)

- La MAS est inefficace pour la sélection de caractères agronomiques à déterminisme génétique complexe (comme le rendement, par exemple), gouvernés par un grand nombre de gènes ou de QTL qui interagissent et dont la plupart 
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5. Electrophorèse

Technique qui permet de séparer des molécules en fonction de leur taille et de leur charge en utilisant un courant électrique. On peut ainsi analyser et purifier dans un milieu gélifié (gel d'agarose, gel de polyacrylamide...) l'ADN, l'ARN, les protéines: les molécules de plus petites tailles se déplacent plus rapidement et migreront plus loin que les molécules de tailles supérieures.

L'augmentation de la concentration d'agarose dans un gel réduit la vitesse de migration et permet la séparation de fragment d'ADN de plus petite taille. Plus le voltage est important, plus la vitesse de migration augmente

L'augmentation de la concentration d'agarose dans un gel réduit la vitesse de migration et permet la séparation de fragment d'ADN de plus petite taille. 
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Le pouvoir de séparation est tel que deux molécules ne se différencient que par que par un seul nucléotide peuvent être séparées.

Template DNA (Quantity)
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6. La «Polymerase Chain Reaction» ou PCR (ACP :Amplification en Chaîne par Polymérase), 

Est une technique de réplication ciblée in vitro.

La PCR, réaction de polymérisation en chaîne (Polymerase Chain Reaction), est une technique permettant d'obtenir, à partir d'un échantillon d'ADN, d'importantes quantités d'une séquence d'ADN spécifique. Cette amplification repose sur la réplication d'une matrice d'ADN double brin. Elle se décompose en trois phases : une phase de dénaturation, une phase d'hybridation avec des amorces et une phase d'élongation. Les produits de chaque étape de synthèse servent de matrice pour les étapes suivantes, ainsi on réalise une amplification exponentielle.
Elle permet donc d'obtenir, à partir d'un échantillon complexe et peu abondant, d'importantes quantités d'un fragment d'ADN spécifique et de longueur définie. L'ordre de grandeur à retenir est celui du million de copies en quelques heures. C'est, généralement suffisant pour une utilisation ultérieure.

Il s'agit de réaliser une succession de réactions de réplication d'une matrice double brin d'ADN. Chaque réaction met en oeuvre deux amorces oligonucléotidiques dont les extrémités 3-prime pointent l'une vers l'autre.

Les acteurs de la PCR sont : 
Ces 5 ingrédients sont mélangés dans un tube à essai et soumis à différents cycles de températures.

1_  L'ADN :
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Avant la réaction de PCR, l’ADN est extrait à partir de l’échantillon que l’on veut analyser. 

2_Les amorces :
Ce sont des fragments courts d'ADN, capables de s'hybrider de façon spécifique, grâce à la complémentarité des bases, sur l’un des deux brins.

3-  Les DésoxyriboNucléotides-Tri-Phosphates (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

4-L’enzyme, Taq polymérase 
L’enzyme utilisée est une polymérase, c'est-à-dire qu’elle peut synthétiser un nouveau brin d’ADN à partir du brin d’ADN matrice après s’être fixée à une amorce.

5-un tampon et des ions magnésium (MgCl2). :

Le milieu réactionnel :
Le milieu réactionnel de la PCR comporte la melange l’ADN à amplifier, les dNTPs, les deux amorces, la Taq polymérase, 
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Les amorces ou «primers» en anglais définissent alors, en la bornant, la séquence à amplifier 
I3l faut utiliser les produits de chaque étape de synthèse comme matrices pour les étapes suivantes, au lieu de les séparer afin de ne réutiliser que la matrice originale. Au lieu d'être linéaire, l'amplification obtenue est exponentielle.

The Basics of PCR Cycling
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· 30–35 cycles each comprising:

 1- Denaturation (95°C), 30 sec.

 2- Annealing (55–65°C), 30 sec.

 3- Extension (72°C), time depends on product size.

7. Marqueurs moléculaires

L’AND est extrait, purifié et lavé.

7.1. Polymorphisme de longueur des fragments de restriction de l’ADN (RFLP) 

La technique RFLP repose sur la digestion d'un DNA cible par une ou plusieurs enzymes de restriction spécifiques des sites de restriction portés par le DNA. Après électrophorèse, les fragments séparés sont hybridés avec un DNA sonde, provenant souvent de banques de DNA génomique ou complémentaire. Cette sonde peut provenir d'une espèce proche de l'espèce à étudier (sonde hétérologue). 
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Comparons deux individus A et B. Leur ADN sera digéré séparément par des enzymes de restriction données (triangle et losange), puis hybridé par une sonde S.
 
La digestion avec l'enzyme –losange- donne des fragments de restriction identiques pour les deux individus. Les deux profils révélés après électrophorèse ne permettent pas de les distinguer. Avec ce couple enzyme - sonde S, aucun polymorphisme n'est mis en évidence.
 
En revanche, pour l'enzyme –triangle-, l'individu B présente une mutation au niveau d'un site de restriction, entraînant la perte de ce site. Ainsi, par digestion, l'individu A donne un fragment plus petit que celui de l'individu B. On révèle le polymorphisme entre les deux individus : un fragment rapide pour A et un plus lent pour B.
 Ce couple enzyme  - sonde S révèle un polymorphisme.
7.2. Polymorphisme d'amplification de fragement de dna: technique AFLP. 
La technique AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism,  est fondée sur la mise en évidence conjointe de polymorphisme de sites de restriction et d’hybridation d’amorces  arbitraires.  Cette  technique  utilise  à  la  fois  les  enzymes  de  restriction  et l’amplification PCR.
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L'ADN de la plante est soumis à une digestion par des enzymes de restriction. Les tailles des fragments obtenus sont dépendantes des enzymes utilisées.
 
Ensuite, il y a addition aux extrémités des fragments de restriction d'adaptateurs nucléotidiques spécifiques des enzymes de restriction utilisées. Ils sont de séquences connues.
Les fragments sont ensuite amplifiés par PCR. On utilise comme amorce un oligonucléotide complémentaire de la séquence de l'adaptateur, prolongé de quelques nucléotides arbitraires (de 1 à 3) appelés bases débordantes. Seuls sont amplifiés les fragments possédant les bases complémentaires de ces bases arbitraires. Il s'agit donc d'amorces sélectives permettant de réduire le nombre de fragments amplifiés à une centaine : sans ces séquences débordantes, il y aurait amplification de milliers de fragments.
 
Les bandes sont visualisées par électrophorèse.
7.3. Polymorphisme d’amplification aléatoire de l’ADN par PCR : Technique RAPD. 

Basée sur la méthode PCR. L'amplification du DNA génomique est, cette fois ci, réalisée à partir d'amorces de séquences aléatoires (10 bases, environ), utilisées seules ou par couples. Lorsqu'une seule amorce aléatoire est utilisée, l'amplification a lieu une fois celle ci se fixe sur 2 sites complémentaires peu distants.
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si deux sites d'hybridation sont proches et sur deux brins d'ADN, il y aura amplification, c'est le cas de l'individu A. En revanche, si ces deux sites sont trop éloignés, il ne peut y avoir amplification, cas de l'individu B. Ainsi, on observe la présence d'une bande sur le gel pour A et l'absence pour B de cette même bande.

7.4. Marqueurs de type ’microsatellites’ (SSR) 

constitués de séquences de di-, tri- ou tétra-nucléotides répétés en tandem (toujours dans le même sens ). Ces éléments sont uniformément répartis en plusieurs exemplaires sur l'ensemble du génome d'une espèce et présentent un taux de polymorphisme élevé. Ce polymorphisme repose sur la variation du nombre d'unités de répétition constituant le microsatellite. Les clones d'ADN qui s'hybrident facilement contiennent des séquences répétés. Pour que ce DNA marqueur puisse être un repère non ambigu, il doit être entouré à droite et à gauche de séquences uniques. Ces deux séquences flanquant les éléments répétés permettent de définir une paire d'amorces qui sera utilisée pour l'amplification PCR. L'analyse des produits amplifiés s'effectue sur gel de polyacrylamide. 

Haute résolution (susceptible de séparer des fragments d'ADN de taille faible). Un microsatellite (SSR) est donc défini par: 

1/ le motif répété qui le compose et 

2/ la paire d'amorces uniques qui l'encadrent et servent à l'identifier et à l'amplifier. 

les SSR constituent de bons marqueurs moléculaires (reproductibles, codominants et aisés d'utilisation), 
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C'est la technique de PCR qui est utilisée pour révéler le polymorphisme des microsatellites. Une paire d'amorces spécifiques des bordures droite et gauche d'un microsatellite est utilisée pour amplifier le même microsatellite chez différents individus. En effet, chaque microsatellite est bordé par des séquences uniques qui lui sont propres. Les fragments d'amplification sont ensuite révélés par électrophorèse.
 
Un individu B, possédant plus d'unités de répétition que A, a un produit d'amplification qui migre plus lentement que A. 
8. Transgénèse :

8.1. Définition : La transgénèse est l’addition d’un ou de plusieurs gènes étrangers dans une cellule. Le nouveau gène introduit est appelé transgène qui peut, s’il est exprimé, conférer de nouvelles caractéristiques à la cellule.
8.2. Les étapes de technique

a) Etape 1 : Identifier, isoler, intégrer et multiplier un gène d'intérêt
L'identification d'un caractère que l'on veut introduire dans la plante, comme par exemple des caractères de qualité nutritionnelle, la résistance à certains insectes, etc. Il doit ensuite être isolé de l'organisme donneur. Il est intégré dans une construction génétique associant souvent un gène marqueur. Ce gène marqueur permet de sélectionner les cellules qui ont intégré le gène d'intérêt. La construction est ensuite multipliée (clonée) afin de disposer d'une quantité suffisante d'ADN pour son introduction dans les cellules végétales que l'on veut transformer.
b) Etape 2 : Transférer le gène
Il y a plusieurs méthodes pour introduire un gène dans une cellule :
 
- La transformation biologique
    Cette technique utilise une bactérie du sol, Agrobacterium, qui a la propriété de réaliser naturellement la transformation  génétique d'une plante, afin de la parasiter. Ainsi, une construction génétique introduite dans la bactérie sera transférée dans la plante et intégrée à son génome. C'est la technique la plus couramment utilisée
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· Le transfert direct
Cette technique fait intervenir :
• soit une projection d'ADN dans les cellules de la plante par l'utilisation d'un canon à particules qui projette dans les cellules des microparticules enrobées d'ADN (biolistique),
• soit l'introduction d'ADN dans des protoplastes, par action d'un agent chimique ou d'un champ électrique (électroporation).
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c) Etape 3 : Régénérer et évaluer les plantes transformées
Après sélection des cellules transformées, il faut régénérer les nouvelles plantes transgéniques. Les cellules transformées se développent d'abord en cals, Après quelques semaines, on observe le développement de pousses. Elles sont alors placées dans un nouveau milieu de culture permettant le développement des racines. Quand les racines sont suffisamment développées, les plantules sont repiquées en pot et acclimatées en serre.
 
La régénération in vitro des cellules transformées est une étape difficile à maîtriser. Aussi, le génotype, le type de tissus et les conditions de culture sont choisis en fonction de leur aptitude à la régénération.
Les plantes régénérées sont ensuite analysées pour confirmer l'insertion de la construction génétique dans leur génome. Des analyses moléculaires sont conduites dans ce sens. Des études sur l'expression du gène ont lieu à plusieurs stades, ce qui permet de caractériser le niveau d'expression et le comportement de la plante exprimant le nouveau caractère.
d) Etape 4 : Incorporer dans une variété commerciale.
Les plantes transformées obtenues sont soumises à des croisements contrôlés pour étudier les modalités de transmission du nouveau caractère à la descendance.
 
La transformation et la régénération étant des opérations délicates, le génotype de la plante choisie est celui facilitant ces étapes. C'est pourquoi les plantes retenues sont ensuite soumises à une succession de rétrocroisements afin d'introduire le gène dans le matériel élite et d'obtenir de nouvelles variétés commerciales exprimant ce caractère.
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Les cellules végétales, prélevées sur un organe quelconque d'une plante, possèdent la capacité de régénérer un individu complet identique à la plante mère. 


C'est la totipotence des cellules végétales. Elle repose sur l'aptitude à la dédifférenciation  (site du GNIS)
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Comment étudier le comportement de cellules isolées ?





Caractérisation de substances de croissance





Cultures en conditions stériles





Confirmation des hypothèses d’Haberlandt
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1958 (Reinart et Stewart) Embryogenèse somatique chez la carotte








Confirmation des hypothèses de Haberlandt





1960 Production fiable de protoplastes par digestion enzymatique (Cocking)











1971 (Nagata et Takabe) Régénération d’un plant entier à partir d’un protoplaste





Développements : des outils agronomiques





1965 (Morel) Germination et micropropagation in vitro des orchidées








1967 (JP Bourgin & JP Nitsch) : tabacs haploïdes à partir d’anthères





1973 : hybride issu d’une fusion de protoplastes














Des cellules plus ou moins totipotentes





Les méristèmes : 


un réservoir de cellules totipotentes


Les autres types cellulaires :


 une totipotence plus ou moins facile à exprimer


Utilisation de substances de croissance exogènes


Régénération 


Directe


en passant par un stade de cal


Différenciation : est l'ensemble des processus qui aboutissent à la formation de cellules spécialisées à partir d'un matériel génétique commun.
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Morphogenèse directe
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Embryogenèse somatique directe
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