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INTRODUCTION



Le présent polycopié constitue un support de cours destiné aux étudiants
de master Il spécialité biotechnologie végetale. Il vise a leur transmettre les
moyens d’amélioration des plantes par des méthodes de technologies nouvelles
aprés avoir acquis les techniques classiques de reproductions sexuée et
vegétative.

Les méthodes biotechnologiques basées sur la culture in vitro, le transfert
de genes et la connaissance du patrimoine chromosomique permettent
d’augmenter et d’améliorer la production végétale tout en I’adaptant a divers
environnements et développer une meilleure résistance aux maladies et
participent a la création de nouvelles espéces ou variétés.

Le contenu de ce cours a pour objectif également de faciliter la
compréhension des méthodes de génie génétique pour une application ultérieure
sur le terrain.

Contenu de la matiere



Chapitre I. Culture des protoplastes et ses produits

Chapitre I1. Recherche d’une nouvelle variabilité par recombinaison de génome
d’especes différentes ou tres éloignées

Chapitre I11. Amélioration d’une espéce polyploide
Chapitre 1V. Les haplométhodes

Chapitre V. La variation somaclonale et causes génétiques
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CHAPITRE I - CULTURE DESPROTOPLASTES ET SES PRODUITS :
HYBRISATION SOMATIQUE ET INTERETS EN SELECTION

I. Hybridation somatique

1. Définition

La reproduction sexuée est I’'un des mécanismes les plus stricts que les
processus évolutifs ont mis en place pour empécher les flux genétiques entre les
especes et méme a ’intérieur de I’espéce. Des types de fécondations bien précis
autorisent ou non l’allogamie ou 1’autogamie définissant ainsi la structure
génétique plus ou moins hétérozygote du génotype. En effet la méiose implique

I’appariement des chromosomes homologues et élimine tous remaniements
profonds des chromosomes en contrdlant ainsi I’homogénéité de 1’espéce.

A partir de manipulations cellulaires permettant 1’obtention d’agrégations de
cellules débarrassées de leurs parois pecto-cellulosiques il en résulte une fusion
des élements nucléaires et cytoplasmiques : c’est ce qu’on appelle I’hybridation
somatique (1973).

Melchers (1978) montra ensuite que cette fusion était possible entre protoplastes
différents (exemple de la tomate et la pomme de terre) transgressant ainsi les
frontieres de I’hybridation sexuée.

I1. Etapes importantes de I’hybridation somatique
1. Protoplastes

Hanstein (1880) fut le premier a utiliser le terme de protoplaste (Protos=
premier et plastos=formé) pour décrire la matiere vivante contractée par la
plasmolyse et limitée par le plasmalemme.

Pour Brenner (1958), le terme botanique de protoplaste désigne la partie
de la cellule située a I’intérieur de la paroi cellulaire. Aujourd’hui Ia
signification de ce terme a été précisee ; elle tient compte des caractéristiques
physiologiques et structurales de ces entités cellulaires (Cocking, 1965).
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Dans la cellule végétale, la membrane plasmique ou plasmalemme est
doublée par une paroi constituée de fibres de cellulose et de pectine. C’est par
des enzymes de type cellulase et pectinase qu’on pouvait attaquer les fibres
pecto- cellulosiques et dissocier les tissus végétaux mettant ainsi a nu la

membrane plasmique de chaque cellule. Divers explants sont utilisables tel que :
feuilles, cotylédons, hypocotyles.... Il est également possible de partir de
matériel deja différencié : cals ou suspensions cellulaires. Malgré la diversité des
origines possibles, le mésophylle foliaire reste la source de protoplastes la plus
utilisée. Chaque unité cellulaire dénudée apparait sous forme sphérique appelé
protoplaste. Ex : chez la luzerne, on obtient ainsi 12.10° protoplaste/g de feuille.
Les protoplastes récupérés par centrifugations et lavages puis mis en bonnes
conditions de survie, reconstituent trés vite leur paroi pecto-cellulosique (en
quelques heures on voit apparaitre les premieres fibres).

La totipotence peut étre maintenue dans les cals issus de protoplastes et
s’exprime dans un milieu de régénération appropri¢ ou le cal donne des
formations meristéematiques qui se développent en jeunes plantes ou en
embryons somatiques qui donneront des plantules.

2. Fusion
On appelle fusion 1’agrégation de 2 ou plusieurs protoplastes (Fig.1).

La fusion se produit d’une manicre aléatoire. Si on considére que le
mélange contient en quantité égale deux especes différentes A et B, on doit
observer Y4 d’autofusion AA, % d’hétérofusion AB et ¥4 d’autofusion BB.

Lors de I’accolement des protoplastes, I’ensemble du contenu cellulaire est mis
en commun : on peut donc aboutir a 1’addition totale des 3 compartiments
héréditaires : nucléaire, mitochondrial et chloroplastique. Cette addition totale
accroit le niveau de ploidie de I’unité résultante. Cependant des phénomenes
peuvent perturber le déroulement de 1’agrégation :

1- les échanges ne sont pas toujours totaux : addition incompléte
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2- des la fusion réalisée, des compétitions et des éliminations se mettent
en place

3- Lorsque les noyaux se sont additionnés partiellement ou en totalité, on
parle d’hybride somatique ; s’il ne subsiste que I’'un des noyaux parentaux avec
un cytoplasme composé ou recombiné on parle de cybride (cytoplasme hybride).

A B B

O
O Protoplastes

P —»‘—“\_/"__//\“ —_—

pas de fusion
autofusion addition autofusion
partfaite ﬂ
pas de tusion
tybride

& (&

D ,ﬂ tusion
et
fusion élimination
cybride partielle

élimination
chromosomigue

Fig.1. Diversité des produits d’une hybridation somatique
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1. Intérét en sélection

Le protoplaste, ayant perdu tout signal relationnel avec le tissu dont il est
issu et tout repérage inscrit dans la paroi, se trouve dans I’incapacité de
reconnaitre le partenaire : on peut donc fusionner une cellule animale et une
cellule végétale, ou un protoplaste de monocotylédone avec une dicotylédone,
on peut aussi introduire des microplastes consistant en quelques organites
cytoplasmiques ou des globules lipidiques ou une protéine. On peut enfin par
électroporation faire pénétrer des fragments d’ADN et des plasmides.

Le protoplaste est un excellent récepteur, son seul défaut réside dans la faible
probabilité de régénération.
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L’amélioration des plantes se base sur des opérations génétiques
nécessaires a la création de variétés et qui se déroulent en 4 phases :

1- Gestion des ressources dans lesquels sont choisis les genotypes
travaillés

2- Remaniements dans les génotypes-sources entrainant des ségrégations
ou des diversifications

3- Sélection dans la diversité créée s’accompagnant d’une stabilité des
types retenus : on appelle cette phase sélection stabilisatrice

4- Opération aboutissant a la multiplication en nombre du genotype
sélectionné

I. Gestion des ressources des génotypes travaillés

Le matériel de départ pour un améliorateur consiste en variétés déja
existantes. Grace aux biotechnologies tout gene du regne vivant peut étre
accessible et par des manipulations moléculaire, transféré dans une espéce
donnée.

Lors de cette phase, la gestion des ressources est accompagnée d’une évaluation
agronomique et genétique des individus stockeés.

I1. Modification des genotypes issus des sources

Au cours de cette phase, on utilise généralement les génotypes extraits des
sources comme géniteurs :

1. Hybridations sexuées intraspécifiques : Les génotypes sont croisés a
I’intérieur d’'une méme espece avec un ou plusieurs partenaires qui apportent des
qualités complémentaires ou qui intensifient les performances.

Lorsque la caractéristique a transférer est génétiquement simple, on opere par
des series de croisement de retour sur la variété a améliorer (Back cross en
série).
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2. Hybridations sexuées interspecifiques : I n’existe pas toujours a
I’intérieur de I’espeéce travaillée les caractéristiques que 1’on désire introduire
dans la variété a créer. Dans ce cas on fait fréquemment appel a des plantes
issues d’especes voisines. Ces hybridations entre especes sont réalisées avec des
formes spontanées tres résistantes. Cependant ces hybridations sont difficiles car
les embryons avortent fréquemment, la culture in vitro est maintenant la voie de
sauvetage.

3. Hybridations somatiques : Cette opération est appelée fusion de
protoplastes, elle peut avoir lieu entre protoplastes de genotypes différents a
I’intérieur d’une méme espece mais aussi entre des groupes tres éloignés.
Lorsque les fusions entre organismes sont treés éloignées la régénération du
produit de fusion est impossible.

4. Transfert de geéenes : obtention de plantes transgéniques grace aux
developpements des connaissances sur le code génetique et la régulation de son
expression.

I11. Sélection dans la diversité créée et stabilisation des types retenus

La voie conventionnelle de sélection et de fixation d’une nouvelle variété
nécessite beaucoup de temps. Exemple pour le blé ou I’orge la durée de création
est de 10 a 15 ans et la durée de commercialisation est de 5 ans.

IVV. Multiplication en nombre du génotype retenu

Lorsqu’un sélectionneur a €laboré un génotype assez proche de son
idéotype, il lui reste encore a le reproduire en quantité suffisante pour satisfaire
la demande du marché. Ce passage s’accompagne d’un retour au mode de
reproduction naturel de 1’espece.
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I. Définition de la polyploidie

Un bon nombre d’espéces végétales cultivées et sauvages sont
polyploides, c'est-a-dire qu’elles ont subi une ou plusieurs duplications des
chromosomes durant leur évolution.

La polyploidie peut apparaitre spontanément suite a un accident de la mitose
(réplication de I’ADN sans séparation des cellules filles).

Depuis le milieu du XX*™ siécle, des substances chimiques ont été utilisées
pour provoquer la polyploidie.

a. Division mitotique normale

T

Réplication ﬁ;

Cellule
pré-mitotique

Division cellulaire /¢ ):1

o JHECHE

filles

Division cellulaire normale
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- Au départ chaque cellule porte deux copies de chaque chromosome (une
copie de chaque parent)

- Avant la mitose, les chromosomes sont répliqués

- Durant la mitose, les chromosomes sont partagés entre les deux cellules
filles

- Les cellules filles portent donc le méme nombre de chromosomes que la
cellule mére

b. Apparition de la polyploidie

- Une cellule tétraploide (4 copies de chaque chromosome) apparait suite
a une mitose sans division cellulaire.

- Chacun des chromosomes est répliqué avant la prochaine mitose

- Les cellules polyploides sont généralement plus volumineuses que les
diploides

- Les plantes polyploides donnent généralement des fruits plus gros que
les plantes diploides
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c. Exemples de polyploidie

Les premieres especes de blé cultivé apparaissent il ya 10.000 ans. Il
s’agit de I’engrain et 1’amidonnier.

- P’engrain (Triticum monococcum) est diploide et porte 7 paires de
chromosomes

- I’amidonnier (Triticum dicoccum) est tétraploide et porte 14 paires de
chromosomes

Le froment est hexaploide, il résulte d’une hybridation entre I’amidonnier
(tétraploide) et une variété de blé diploide (Triticum tauschii)
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I1. Stérilité des hybrides

Espéce 1 Espece 2
gl
Cellule mére ki
(diploide) il HH I E
Meéiose 67 {?

Gamete
{haploide)
¥ P
Fécondation
.
Zygote hybride

Réplication f;'

Cellule
pre-mitotique

Mitose
24}

(DN

Formation de polyploides stériles

=5

On peut réaliser des croisements entre especes voisines mais les hybrides
ne sont généralement pas fertiles.

- les cellules hybrides peuvent se multiplier par mitose et la plante peut
croitre

- la méiose chez I’hybride ne fonctionne pas car il n’ya qu’une copie de
chaque chromosome des deux especes parentales

- I’hybride est donc généralement stérile

10
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Ex : le blé et le seigle peuvent étre croisés mais leur descendance est stérile.

II1. Obtention d’hybrides fertiles par polyploidie

Zygote hybride i E H

Réplication f}?

—
ik
Mitose altérée i E

(pas de séparation
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Réplication JF

Cellule
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Mitose
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filles

Formation de Polyploides fertiles

Si une hybridation est suivie d’une polyploidisation, les cellules contiennent
deux copies des chromosomes de chacune des especes parentes. Elles sont donc
susceptibles d’entrer en mitose, ceci permet d’obtenir des hybrides fertiles entre
especes voisines.
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IV. Polyploidisation

La polyploidie peut étre utilisée de différentes facons pour la sélection de
plantes cultivées.

- Autopolyploidie : dupliquer les chromosomes d’une plantes afin
d’obtenir une augmentation de chromosomes

- Allopolyploidie : rendre fertile des hybrides interspécifiques afin de
combiner leurs propriétés.

12
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I. Tissus sporogenes

Les tissus sporogenes vont donner naissance a des structures bien
différenciées : les gamétophytes. Ces organes portent les gametes ou cellules
reproductrices : il existe donc un gamétophyte male et femelle.

Dans un bouton floral au stade jeune, a I’intérieur des anthéres, des files
cellulaires donnent naissances aux sacs polliniques. Dans chacun de ces
derniers, se différencient sous 1’épiderme une assise mécanique puis 2 couches
sous-jacentes, les assises nourriciéres qui serviront au développement des
cellules internes. Celles-ci sont les cellules meres des grains de pollen qui vont
chacune, a la suite de la meiose, produire 4 microspores haploides.

Il existe donc un noyau haploide méle dans la jeune microspore. Ce noyau se
divise pour donner naissance au noyau reproducteur et au noyau végetatif. Cette
structure constituera le pollen mdr chez les espéces dites a pollen binucléé
(Solanacées, Fabacées, Rosacées...). Chez les especes dites a pollen trinucléé
(Astéracees, Poaceées, Cruciféres...) le noyau reproducteur se divise et le grain
de pollen mar comprend 2 cellules reproductrices et 1 cellule végétative. De
méme dans le jeune ovule sous les téguments, on trouve une masse
parenchymateuse, le nucelle. Dans celui-ci une cellule située pres du pole
micropylaire va subir la méiose, c’est la cellule mere du sac embryonnaire.

Normalement les tissus sporogénes sont destinés a participer a la fecondation,
mais il arrive qu’avant la méiose, on puisse régénérer des plantes a partir des
tissus qui differencient les cellules meres : on dit qu’il ya apomixie.

Quand ce sont des tissus ayant subi la méiose qui, avant la fecondation, sont a la
source de régénérations, on parle, d’androgénése pour les microspores, de
parthogénese pour I’oosphére, d’apogamie pour les synergides, les antipodes ou
les noyaux polaires. L’ensemble de la parthénogénése et de 1’apogamie est plus
fréquemment désigné par le terme gynogenese.

13
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On peut donc a partir de tissus ayant subi le méiose, régénérer in vitro des
structures haploides a condition d’opérer avant la fécondation.

On peut aussi obtenir des régénérations haploides apres fécondation dans le cas
ou I’'un des deux stocks parentaux est ¢liminé (il ne sert alors que d’inducteur).
D’autres situations donnent aussi des plantes haploides dans le cas de
gémellarités ou polyembryonie.

I1. Divers cas d’obtention de plantes haploides
1. Polyembryonie

Il existe chez certaines plantes (les citrus et les manguiers) une
polyembryonie naturelle (Fig.1) : a coté de I’embryon sexué résultant de la
fécondation se développent dans la graine plusieurs embryons dits adventifs ou
nucellaires car ils dérivent de massifs cellulaires développeés a partir du nucelle :
ces embryons sont des copies végetatives de la plantes mere, contrairement a
I’embryon sexuée. Mais chez les espéces, il est trés rare (1/1000) que deux
embryons se développent et donnent des semences a 2 plantules ; souvent 1’une
de ces plantules est moins vigoureuse et haploide, son développement provient
d’une induction de 'une des 2 synergides qui parallelement a 1’oosphere
fécondee se différencie en un embryon apogamique. Pour I’amélioration de
certaines espéces, on peut utiliser cette haploidisation spontanée.

14
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embryons nucellaires micropyle
/

A

' Nucelle

Chez les citrus

Chez la mangue

Fig.1. Polyembryonie naturelle
2. Hybridations interspécifiques

Dans certains croisements, I’incompatibilité ne se traduit pas au niveau de
la reconnaissance pollen-stigmate, ni dans les phases ultérieures de la
croissance du tube pollinique et de la rencontre gaméte-oosphére, mais au stade
de leur fusion au cours des premiéres mitoses.

3. Traitement des gamétophytes par irradiation

Le processus normal de la différenciation des spermatozoides dans le
gamétophyte male peut étre perturbé de maniére a maintenir un pouvoir
inducteur de I’embryogénése en inhibant le pouvoir fécondant. En neutralisant
I’un des deux spermatozoides, il arrive que seuls les noyaux polaires soient
fécondés, ce qui engage alors le développement de I’albumen ; par entrainement
I’0osphére peut alors se diviser sans fécondation et donner un embryon haploide
parthénogénetique. On pourra alors mener son développement a terme en le
prélevant et en le cultivant in vitro. L’irradiation par des rayons y est I’une des
voies les plus expérimentées pour obtenir de telles interventions sur le
gametophyte méle.

15
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I11. Androgéneése in vitro

Les premiers travaux ont éte réalisés en 1964 par Guha et Maheshwari sur
la culture in vitro des cellules sexuelles males de Datura innoxia et la
régénération de plantes entieres viables et haploides d’origine exclusivement
paternelle. Cette technique a été ensuite adaptée au tabac.

Un certain nombre de cellules haploides ainsi traitées peut aboutir soit
directement soit apres des transferts dans des milieux adéquats a une plante
haploide viable issue d’un gamete paternel.

Le taux de réussite est tres variable mais souvent trés bas par rapport au
nombre des microspores. C’est pourquoi les chercheurs se sont attachés a 1’étude
des parametres qui influent sur le déroulement de chaque phase :

- Effet du génotype
- Etat physiologique de la plante donneuse

- Stade de prélevement des antheres

a. Effet du génotype : Les réussites sont fortement liées a la famille
végétale expérimentée tel que les Solanacées et certaines Poacees, certains
genres comme Datura ou Nicotiana donnent de bons résultats a 1’intérieur des
Solanacées alors que Lycopersicon s’avére réfractaire. Chez les Poacées, le riz
répond facilement aux traitements androgénétiques alors que le mais reste
difficile. Des facteurs génétiques sont donc liés aux processus de déroulement de
I’androgénése puisqu’on a pu mettre en évidence une héritabilité de I’aptitude.

b. Etat physiologique de la plante donneuse : Les conditions de culture
des plantes sur lesquelles on préléve les antheres paraissent jouer un réle majeur.
Des plantes jeunes, végétativement vigoureuses et en croissance active donnent
des résultats meilleurs ; aussi certaines périodes, correspondant a 1’époque
naturelle de floraison de I’espece, fournissent des anthéres plus réactives. Les
traitements phytosanitaires ont en géneral un effet dépressif sur la potentialité
des anthéres. Il existe donc des conditions environnementales de culture qui

16
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définissent, chez la plante donneuse, un état physiologique plus ou moins
favorable, la position des rameaux floraux intervient sur les taux de réussite.

c. Stade de prélevement des anthéres :

microspore axe mitotique i

n
‘ ‘ (“ i .."

— = \
voie normale de maturation du pollen

)
voie androgénétique =

o < — axe mitotique
in vitro

cal régénérant
ou embryon

plantule
haploide

Fig.2. Maturation de la microspore et déviation du programme de
différenciation lors de I’androgénése in vitro
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Lors de la maturation normale d’un grain de pollen, la méiose produit des
tétrades haploides qui évoluent en jeune microspore uninucléée ; ce noyau
haploide entreprend alors une mitose dont I’axe fusorial est nord-sud. Cette
mitose produit alors deux cellules de taille trés inégale: une cellule
reproductrice au péle «nord » de faible volume a noyau trés condensé et
cytoplasme restreint. En revanche, au pdle «sud » se développe une large
cellule végétative a noyau diffus et a cytoplasme abondant.

Lorsque cette différenciation est ainsi marquée entre cellule reproductrice et
cellule végétative, le prélevement des anthéres pour culture in vitro et induction
d’une androgeénese est genéralement un échec. C’est le stade ou la jeune
microspore uninucléée va entrer en mitose qui constitue ’optimum pour la
réussite de I’androgénése (Fig.2).

Exemple : Chez Datura (Noreel, 1970) a observe que durant la culture in vitro,
un certain nombre des microspores possédaient lors de la mitose un axe fusorial
« est-ouest » ; les cellules produites ont alors des volumes semblables appelées
cellules embryonnaires. Ces cellules indifférenciées développent des nodules
sphériques dans 1’anthére qui donnent ensuite des embryons cordiformes ou des
formes proches des cals qui placées sur un milieu de régenération aboutissent a
de jeunes plantes haploides.

Vu que la réorientation vers 1’androgénése est toujours délicate, il est utile de
penser a des traitements ralentissant le processus de différenciation des
microspores en grains de pollen tel que : - des traitements par le froid

- des traitements par des tempeératures elevées

- traitement par un gameétocide en pulvérisant la plante donneuse au
moment de la méiose (Picard et al., 1975)
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CHAPITRE IV : LES HAPLOMETHODES

La composition des milieux de culture varie d’un auteur a l’autre et d’une
espece a 1’autre.

IVV. Gynogénése in vitro

La régénération de plantes haploides a partir des cellules sexuelles semble
plus logique par la voie femelle, puisque I’oosphere est destinée naturellement a
devenir embryon. Cependant toutes les tentatives de régenérations de plantes a
partir de la culture in vitro d’un ovule non fécondée avaient échoué. Ce n’est
qu’en 1976 que les premiers résultats ont ¢t¢ obtenus en cultivant des ovaires
d’orges non pollinisés issus du développement du sac embryonnaire.

a. Procédure de la gynogénese : Le but est d’obtenir un développement
parthénogénétique de 1’oosphere ou une apogamie a partir des autres cellules (n)
du sac embyonnaire. On préleve donc I’ovaire ou I'ovule dans la fleur non
fécondée lorsque le sac embryonnaire est bien développé c'est-a-dire le plus pres
possible du stade de réceptivité des gametes males. Les ovaires ainsi prelevés
sont placés dans des milieux qui favorisent le développement des tissus
haploides. Apres 1 a 6 mois, I’oosphére parfois les antipodes et plus rarement les
synergides se divisent et donnent des embryons différenciés qui se développent
en jeunes plantes.

Le tableau 1 rapporte le gain de temps et les étapes d'obtention dune
plante a partir des cellules méres des gameétes.
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CHAPITRE IV : LES HAPLOMETHODES

Tableau 1. Calendrier des opérations dans la méthode genéalogique et
I’haplométhode

Sélection généalogique

Haplométhode

Printemps ' : ot
Réalisation de I'hybridation

Année 1 Semis de la F4
Production de la F, i Culture des antheres
(a condition d’avoir produit | Production des haploides
la F4 a contre-saison) ! Doublement & la colchicine

Année2 Fy, —Fj3 ' Multiplication des lignées
sélection . obtenues

Année 3 F3—Fy ' Choix entre lignées
sélection !

Annéed4 F4—Fg l Essais de rendement dépot
sélection ! pour inscription au catalogue

? .
Jusgu’en '
année 10 +

suite de la fixation
et des sélections

20



CHAPITRE IV : LES HAPLOMETHODES

V. Variations liées aux techniques d’haploidisation

Les plantes haploides devaient apres doublement chromosomique
redonner la variété de départ ; cependant on pourrait obtenir une forte fréquence
d’individus trés distincts par leur taille, couleur....

Ces variations ont pu étre analysées : les unes proviennent de mutations, les
autres de remaniements chromosomiques. Chaque famille présente en fait un
comportement qui lui est propre.
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CHAPITRE V : LES VARIATIONS SOMACLONALES ET CAUSES GENETIQUES

La régénération a partir de cultures in vitro est I’'un des outils de plus en
plus utilisés soit pour la multiplication soit pour la conservation ou dans le cadre
des biotechnologies, mais au cours de ces régénérations il arrive que de fagon
surprenante de nouveaux phénotypes apparaissent appelés : vitrovariants ou
vitrovariation.

I. Mise en évidence de la variabilité issue de culture in vitro

Le développement de plantes entiéres a partir de meristemes amene
rarement aux variations alors que la régénération de bourgeons a partir de cals
primaires ou de souches sont sources de variabilité.

La terminologie désignant les nouveaux types obtenus est le terme de
« phénovariant » (Sibi, 1971). En, 1981 Larkin et Scrowcroft donnent
I’expression de « variation somaclonale ».

Les vitrovariations obtenues peuvent se situer a plusieurs niveaux
phénotypiques : cytologiques, morphologigue dont les causes sont :

- les mutations

- les crossing over

- les interactions

- les incompatibilités

In situ, une cellule fait partie d’un organe, intégrée a 1’ensemble de la
plante. Son expression et sa régulation sont programmées et corrélées avec
précision avec I’ensemble. Un entrenceud, un bourgeon préformé, un apex
différencié ou un gamétophyte sont déja programmés donc peu de modifications
sont observées. Au contraire, les tissus excises, les cellules dissociées et les
protoplastes donnent une large variabilité d’autant que leur développement passe
par un stade cal.
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CHAPITRE V : LES VARIATIONS SOMACLONALES ET CAUSES GENETIQUES

I1. Type d’hérédite et niveau biologique impliqué : diagnostic genetique

Un matériel biologique convenable pour une approche experimentale doit
inclure les points suivants :

1. Une espece diploide c'est-a-dire possedant des criteres génétiques qui
suivent des lois classiques mendeliennes.

2. Une structure génétiqgue homozygote, un matériel génétique fixé

3. Un systeéme floral permettant d’effectuer facilement des croisements ou
des auto-fécondations

4. Un nombre de chromosomes assez faible

5. Un matériel ou I’on maitrise in vitro la formation de cals et les
conditions de régenération.

La culture des tissus in vitro est entreprise apres veérification du comportement
homozygote des génotypes.

Les étapes des analyses sont les suivantes :
-Etudes cytologiques : dénombrement chromosomique

-Analyse des descendances : analyses statistiques effectuées pour des
caracteres qualitatifs et quantitatifs

-Hypotheése épigéniques c'est-a-dire modifications non permanentes : ces
résultats infirment I’hypothese de doubles mutations.

CONCLUSION

La régénération de plantes in vitro apres passage par cals donne naissance
a un large spectre de variations. Les nouveaux phénotypes observés sont le
principal centre d’intérét. La possibilité d’une transmission génétique de
nouveaux caracteres est fonction du type de changement qui s’opére au sein
d’une cellule destinée a régénérer.
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