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La Chicorée a café (Cichorium intybus var. Magdebourg) est cultivée pour
sa racine. Apres transformation industrielle, elle sert principalement pour la préparation
de boissons et est commercialisée sous forme de grains, d'extraits solubles ou liquides.
Depuis peu de temps, elle est également utllisée pour l'extraction du fructose et des
fructosanes.

Les possibilités de désherbage de cette culture sont trés limitées (STRY-
KERS, 1983). Les molécules commercialisées entrainent des retards de croissance et en
France, des adventices telles que les Matricaires et les Galinsogas ne sont pas ou mal
contrdlées par ces herbicides. Les agriculteurs doivent par conséquent les éliminer
manuellement ce qui entraine des surcoilts de production importants.

La solution idéale & ce probléme consisterait & disposer d'un herbicide
sélectif de la Chicorée a café mais les surfaces emblavées sont trop faibles pour qu'une
entreprise phytosanitaire puisse envisager de rentabiliser des frais de recherche inhé-
rants & la mise au point d'un tel herbicide.

La solution qui a été proposée a l'Interprofession de la Chicorée de France
par le Laboratoire de Physiologie végétale de Lille consiste a rechercher des plantes
résistantes & un herbicide déja commercialisé en exploitant la variabilité génétique des
cultures cellulaires in vitro.

La premiére partie de cette étude est consacrée & la vériflcation des
potentialités de différents organes de la Chicoré a café en culture in vitro.

La seconde partie traite de la sélection avec le glyphosate. Nous avons
d'abord recherché les doses utilisables pour la sélection, tenté de reverser l'action du
glyphosate puis comparé les souches sélectionnées aux souches non sélectionnées. Nous
avons ensuite défini les conditions d'obtention des vitroplants. Le transfert aux plantes
entiéres des caractéristiques des cals sélectionnés a été contrdlé et la transmission
dans la descendance vérifiée.

La derniére partle concerne la sélection avec le glufosinate. Nous avons
déterminé les doses utilisables pour la sélection et comparé les souches sélectionnées
aux souches non sélectionnées.
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Les adventices sont des plantes qui crolssent sur un terrain cultivé sans y avoir
&té semées ou plantées. Ce sont aussi bien des espéces sauvages que des espeéces
cultivées qui, en se ressemant naturellement ou en se reproduisant par voie végétative
se comportent en espéces concurrentes pour la lumiére, l'eau et les éléments nutritifs.

Leur présence dans les cultures et leur récoite entraine une baisse de qualité
et de productivité qui se traduit pour Il'agriculteur par des pertes financiéres. Le dés-
herbage manuel, s'il permet d'éradiquer les mauvaises herbes, contribue 4 une aug-
mentation des colts de production. Avec le désherbage chimique, il est possible de les
abaisser. Aussi, dans le contexte économique actuel, de plus en plus compétitif, I'em-
ploi des herbicides tend a se généraliser. Le marché de ces molécules qui représentait
4085 millions de $US en 1972, est passé en 1988 a 8925 millions $US et il devrait

atteindre 10150 millions $US en 1995 (BORDERON, communication personnelle).

2. 1 CARACTERISTIQUES DES HERBICIDES ; SPECIFICITE, SELECTIVITE, PERSIS-
JANCE

Un désherbant se définit par rapport dune part aux adventices, d'autre part &
la plante cultivée.

La spécificité caractérise le spectre d'activité de la molécule vis-a-vis des plan-—
tes a détruire. :

La sélectivité traduit I'absence de toxicité de cette molécule vis-a~-vis de fa cul-
ture & protéger, ceci pour une dose donnée.

La sélectivité ou la spécificité d'un herbicide par rapport & une plante dépendent
des mécanismes permettant au désherbant d'atteindre sa cible mais également des
mécanismes de défense mis en place par la plante elle-méme.

Plusieurs possibllités existent:

- l'échappement spatial ou temporel de la plante au traitement

- la présence d'une barriére physique (cuticule cireuse et épaisse) empéche la
pénétration du produit ,

- le transport de l'herbicide aprés pénétration foliaire ou racinaire n'est pas

assuré et seules les cellules au contact de la molécule sont tuées

la plante dispose d'un mécanisme de détoxication et Inactive le produit

- la cible a muté et n'est plus reconnue

la cible est sensible mais en quantité telle que I'herbicide ne peut l'inhiber

complétement.

'

La persistance est une autre caractéristique importante des herbicides. C'est
une notion complexe qui couvre des aspects différents (VACHER, 1983).

- la persistance absolue (chimique) représente le temps pendant lequel la molé-
cule herbicide non transformée peut étre détectée par des méthodes physiques, chimi-
ques ou biologiques. :
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- la persistance agronomique est le temps pendant lequel un effet toxique est
observable soit sur des mauvaises herbes, soit sur des cuitures.

- la persistance biologique est le temps pendant lequel la molécule herbicide ou
ses métabolites, peuvent avoir un effet sur des &tres vivants animaux ou végétaux au-
tres que ceux visés par le traitement.

Un herbicide sera considéré comme d'autant plus efficace quil détruira un
maximum de mauvaises herbes (spécificité large), qu'il épargnera uniquement ou es-
sentiellement la plante cuitivée (sélectivité restreinte) et quil ne présentera pas de
danger pour les cultures suivantes (persistance agronomique limitée).

Dans un programme de désherbage, le choix de I'herbicide, la dose employée, la
localisation et le moment du traitement sont des facteurs déterminants qu’il faut pren-—
dre en considération.

Si les technigues classiques faisant appel a la mutagénése sur plantes entiéres,
sur graines ou sur pollen, ont permis diisoler certains mutants trés intéressants
(BOURGIN, 1978), elles nécessitent la mise en place d'une logistique lourde, en temps,
en espace et en moyens (NABORS, 1976; GRESSEL, 1989).

Par comparaison, la culture in vitro permet de tester de nombreuses molécules,
sur un grand nombre de cellules, simultanément, dans de bonnes conditions d'homo—
généité, sur une surface restreinte (BOURGIN, 1978; BRANCHARD, 1984; DUNCAN &
WIDHOLM, 1986). L'apparition de variants somaclonaux (LARKIN & SCOWCROFT, 1981)
résultant de linstabilité génétique des cellules en culture in vitro est un phénoméne
général qui caractérise aussi les plantes régénérées (BOURGIN, 1985; LARKIN et al.,
1985; DUNCAN & WIDHOLM, 1986; WERSUHN, 1989). L'origine de ces variations est
trés diverse : changement du nombre de chromosomes (aneuploidie, polyploidie), varia—-
tion des structures chromosomales (duplication, translocation), modification des sé-
quences du DNA (point de mutation, activation de transposons, amplification et réduc-
tion sélective) (LARKIN & SCOWCROFT, 1981; EVANS et al., 1984; BOURGIN, 1985;
LARKIN et a/., 1985; DUNCAN & WIDHOLM, 1986; WERSHUN 1989). Cette source de
variabilité peut étre exploitée dans un programme d'amélioration des plantes (LARKIN &
SCOWCROFT, 1981; EVANS et al., 1984; HESKZY et al.,, 1989) notamment pour la
résistance aux herbicides (MALIGA, 1984; FACCIOTTI, 1985; LOR, 1985; RAINCHA-
PEL-MESSAI & GUERCHE, 1985; DUNCAN & WIDHOLM, 1986).11 est possible d'aug-
menter cette variabilité par des traitements mutagénes.

Plus de 100 molécules différentes (BOTTERMAN & LEEMANS, 1988a) entrent
dans la composition des divers herbicides commercialisés. Toutes ne peuvent pas étre
utilisées dans un programme de sélection de mutants par culture in vitro en particulier
celles dont les cibles sont multiples et ou celles dont la cible est présente dans les
tissus différenciés mais pas dans les tissus indifférenciés.
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L'emploi de certains herbicides peut nécessiter des conditions particuliéres. Ainsi
pour les inhibiteurs de la photosynthése, la sélection de mutants requiert des cultures
photomixotrophes c'est-a-dire des cultures dont I'activité photosynthétique assure par-
tiellement les apports en carbone, l'autre partie étant fournie par le sucre du milieu
de culture (CSEPLO & MEDGYESY, 1986; WANG et al., 1991) ou mieux photoatitotro—
phes c'est-a-dire des cultures se développant uniquement grice a la photosynthése
(FACCIOTTI, 1985; SATO et al., 1987; REY et al., 1989; 1990). Les exemples de cul-
tures de ce type sont encore rares.

2. 4 LE CHOIX DE L'HERBICIDE

Les herbicides susceptibles d'étre retenus pour cette étude devaient :

- avolr une spécifité large, une sélectivité étroite ou nulle, une cible blochimique
unique connue, de préférence sous contrlle nucléaire et leur utilisation devait &tre
compatible avec les conditions de culture in vitro.

Parmi toutes les substances proposées :
- les sulfonylurées

- les Imidazolinones

- le glufosinate et le bialaphos

- le glyphosate -

présentalent ces caractéristiques.

2. 41 SULFONYLUREES

Cette famille regroupe un grand nombre de molécules distinctes mais proches
structurellement. Elles sont utilisées a faibles doses (quelques grammes hectare) pour
le désherbage antidicotylédones des céréales. Elles sont falblement toxiques pour les
animaux (HAWKES et al., 1989). Elles présentent l'inconvénient de persister longtemps
dans le sol et de provoquer dans le cas de rotations culturales de sévéres dommages
aux cultures suivantes (PETERSON & ARNOLD, 1985). Mais selon BLAIR & MARTIN
(1988), les auteurs qui ont rapporté ces problémes avaient utilisé des doses trés
supérieures a celles recommandées en Grande-Bretagne.

D'apres GRESSEL (1989) le chlorsulfuron est un des herbicides qui présente la
plus forte activité résiduelle. Il peut par conséquent exercer une trés forte pression de
sélection ce qui expliquerait que, bien que les sulfonylurées soient d'un emploi récent
(1982), des adventices résistantes aient déja été observées. Aprés 4 ans de traite-
ments consécutifs au chlorsulfuron, une souche de Stellaria media résistante est ap-
parue (MAURICE D. cité par HALL & DEVINE, 1990). Elle présente une résistance
croisée avec un autre herbicide le D 484 qui est une triazolopyrimidine (HALL & DE-
VINE, 1990). Une souche de Lactuca serriola résistante au metsulfuron méthyl a aussi
été observée (THILL et al, 1989; MALLORY-SMITH et al., 1990). Cing applications de
chlorsulfuron ont suffi pour isoler un Kochia scoparia résistant au chlorsulfuron (PRI-
MIANI et al., 1990; SAARI et al, 1990) et aux Iimidazolinones. Une Salsola lberica ré-
sistante a différentes sulfonylurées a aussi été mentionnée par THILL et al. (1989).
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Le site d'action des sulfonylurées est parfaitement connu. Ce sont des inhibi-
teurs de la voie de biosynthése des acides aminés & chaine branchée (valine, leucine
et isoleucine). Chez les bactérles, les levures et les plantes, ils bloguent 'acétolactate
synthase (ALS) encore appelée acétohydroxyacide synthase (AHAS) (CHALEFF & MAU-
VAIS, 1984; LAROSSA & FALCO, 1984; SCHEEL & CASIDA, 1985).

Des mutants résistants aux sulfonylurées ont été isolés chez Arabidopsis tha-
liana (HAUGHN & SOMERVILLE, 1986), Brassica napus (SWANSON et al., 1988;
SAXENA et al., 1990), Chlamydomonas reinhardtii (HARTNETT et al., 1987), Cichorium
intybus (MILLECAMPS, 1989), Datura innoxia (SAXENA & KING, 1988), Escherichia coli
(YADAV et al, 1986), Glycine max (SEBASTIAN & CHALEFF, 1987), Linum usitatissi~
mum (JORDAN & McHUGHEN, 1987), Nicotiana tabacum (CHALEFF & RAY, 1984),
Saccharomyces cerevisiae (FALCO & DUMAS, 1985), Salmonella typhimurium (LAROS-
SA & SCHLOSS, 1984), Synchococcus (FRIEDBERG & SEIJFFERS, 1988).

Chez les plantes, différentes techniques ont été employées pour sélectionner les
mutants:
- le screening in vitro de graines (Arabidopsis, Soja)
le screening de cals (Lin)
- le screening de suspensions cellulaires (Colza, Datura, Cichorium , Tabac)
- le screening de microspores et protoplastes (Colza)
Dans tous les cas un traitement mutagéne a été appliqué excepté pour Cicho-

rium .
La résistance aux sulfonylurées résulte de différents mécanismes.

- Dans le cas des céréales pour lesquelles les sulfonylurées sont sélectives et
des dicotylédones Solanum nigrum et Linum usitatissimum (HUTCHISON et al., 1984),
les sulfonylurées sont métabolisées en O-glucosides, composés sans propriété herbicide
(SWEETSER et af., 1982).

- Chez Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae et Salmonella typhimurium
des mutations dominantes conférent la résistance. |l a été montré que la substitution
dun seul acide aminé dans les génes codant pour 'ALS entraine une modification de
I'activité de l'enzyme et une sensibilité différente a I'herbicide (BOTTERMAN & LEE-
MANS, 1988b). Chez les plantes supérieures (Arabidopsis, Tabac), la résistance dé-
coule également de mutations. La simple substitution dans le géne de I'ALS de la
proline 197 par de la serine rend I'Arabidopsis résistant (HAUGHN et al.,1988). Chez le
Tabac ou I'ALS est codé par 2 génes non liés coségrégeant ( CHALEFF & RAY, 1984)
on a trouvé dans la souche mutante C3 (CHALEFF & RAY, 1984; CHALEFF & BAS-
COMB, 1987) au locus SuRA une simpl: mutation due & la substitution de la proline
196 en glutamine (LEE et al, 1988) alors que dans la lignée mutante HRA (CREASON
& CHALEFF, 1988) au locus SuRB, il y a trois mutations dues a des substitutions de
la proline 196 en alanine, du tryptophane 573 en leucine et une mutation silencieuse
(LEE et al., 1988).

La transmission du caractere de résistance dans la descendance a été montrée
pour |'Arabidopsis (type monogénique dominante (HAUGHN & SOMERVILLE, 1986)), pour
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le Colza (type monogénique semi-dominante (SWANSON et al., 1988)), pour le Cicho-
rium (type monogénique dominante (GASQUEZ, résultats non publiés)), pour le Soja
(type monogénique récessive (SEBASTIAN & CHALEFF, 1987)), type monogénique semi-
dominante (SEBASTIAN et al.,1989)) et pour le Tabac (type dominante ou semi-domi-
nante avec 2 génes non liés coségrégeant (CHALEFF & RAY, 1984; CREASON &
CHALEFF, 1988)).

Une autre approche a été utilisée pour obtenir des plantes résistantes aux sul-
fonylurées : la transformation par génie génétique.

Le géne de I'ALS isolé d'un mutant d'Arabidopsis (lignée GH 50) (HAUGHN &
SOMERVILLE, 1986) a été introduit dans un Tabac sensible (HAUGHN et al., 1988).
Les plantes transgéniques présentent une résistance élevée et les résultats de l'auto—
fécondation suggérent que les copies du géne de I'ALS ont été insérées a un seul lo-
cus nucléaire.

Les génes codant pour la forme résistante de I'ALS du Tabac ont aussi été
réintroduit chez cette méme espéce dans des souches sensibles. lls leur conférent
une forte résistance (LEE et al, 1988). Des cas de recombinaisons homologues entre
le géne introduit et le géne sauvage ont été signalés par LEE et al. (1990). L'analyse
génétique des plantes montre que le nouveau gene ségrége comme un simple caracté-
re mendelien.

Des génes mutants ont aussi été introduits chez la Betterave sucriére, le Colza
(BEDBROOK et al., 1988), le Lin (McHUGHEN, 1989), la Luzerne, le Melon (BED-
BROOK et al., 1988), le Mais (FROMM et al., 1990), la Tomate (MAZUR et al., 1987;
BEDBROOK et al., 1988; MAZUR & FALCO, 1989). Ces plantes transformées pré-
sentent une résistance aux sulfonylurées.

2. 42 IMIDAZOLINONES

Les imidazolinones constituent une famille d'herbicides actifs contre les mono-
et dicotylédones annuelles et pérennes (SHANER et al., 1984; SHANER & ANDERSON,
1985; ANDERSON, 1986). Elles présentent une faible toxicité pour les organismes
autres que les plantes. Elles peuvent &tre appliquées en pré- et en post-levée (OR-
WICK et al., 1983). Elles sont absorbées par les racines et le feuillage et transportées
par le xyléme et le phloéme (SHANER & ANDERSON, 1985; ANDERSON, 1986). Com—-
me les sulfonylurées, elles présentent l'inconvénient de persister longtemps dans le sol,
ce qui peut entrainer des dommages aux cultures suivantes. Ainsi, 11 mois aprés l'ap-
plication d'imazaquin sur une culture de Soja, des dommages ont été constatés sur la
culture de Mais qui suivait dans la rotation culturale (RENNER et al., 1988a). Il a été
vérifié expérimentalement que des résidus de 35 g ha™! de cet herbicide réduisaient
bien la taille du Mais (RENNER et al., 1988b).

Ces molécules, compte-tenu de leur persistance dans le sol, exercent une forte
pression de sélection sur les adventices. Si, jusqu'a présent aucune mauvaise herbe
résistante aux imidazolinones n'a été signalée, il est & noter que des essais en serre
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ont montré que des Kochia scoparia résistantes aux sulfonylurées le sont aussi aux
imidazolinones (PRIMIANI et al., 1990; SAARI et al., 1990).

Leur mode d'action est similaire 3 celui des sulfonylurées (HAWKES et al.,
1989). Elles interférent avec la biosynthése des acides aminés & chaine branchée (vali-
ne, leucine et isoleucine) (ANDERSON & HIBBERD, 1985), en inhibant I'acétohydroxyaci~
de synthase (AHAS) (SHANER et al., 1984: MUHITCH et al., 1987). Toutefois, |'absence
de résistance croisée avec les sulfonylurées de certaines souches de Chlamydomonas
reinhardtii (WINDER & SPALDING, 1988), de Datura innoxia (SAXENA & KING, 1988) et
de Mais (ANDERSON & GEORGESON, 1989) laisserait supposer que les sites d'ac—
tion sur I'enzyme de ces 2 groupes de molécules sont légérement différents (SANEXA
& KING, 1988; ANDERSON & GEORGESON, 1989). Les travaux de SAXENA & KING
(1990) ont confirmé cette séparation des sites d'action et selon ces auteurs, les
différents phénotypes observés résulteraient de mutations séparées dans le géne de
I'ALS, ce qui reste a vérifier.

Des mutants résistants aux imidazolinones ont été trouvés chez Arabidopsis
thaliana a partir de graines cultivées in vitro préalablement traitées par I'éthyl éthane
sulfonate (agent mutagéne) (HAUGHN & SOMERVILLE, 1990), chez Chlamydomonas rei-
nhardtii parmi des cellules traitées au N-méthyl-N'-nitrosoguanidine (WINDER & SPAL-
DING, 1988), dans des suspensions cellulaires de Datura innoxia traitées a V'éthyl étha-
ne sulfonate (SAXENA & KING, 1988), parmi des cals de Mals embryogénes (ANDER-
SON & GEORGESON, 1989; FINCHER, 1989).

Plusieurs mécanismes expliquent la résistance aux imidazolinones :

- La métabolisation rapide de I'herbicide en composé non toxique (OWEN 1987,
1989): c'est le cas du Blé et du Mals vis-a-vis de l'imazamethabenz (BROWN et al.,
1987) et du Soja vis-a-vis de l'imazaquin (SHANER et al., 1983, SHANER & ROBSON,
1985).

- l'altération de l'enzyme (AHAS) (SHANER & ANDERSON, 1985; ANDERSON,
1986; FINCHER, 1989) entrainant une diminution de sensibilité a [|'herbicide (ANDER-
SON, 1986. SAXENA & KING, 1988; WINDER & SPALDING, 1988; ANDERSON &
GEORGESON, 1989): c'est le cas de Arabidopsis, de Chlamydomonas, de Datura et du
Marls. A l'origine de cette altération se trouve chez Arabidopsis une simple mutation
nucléaire dominante, probablement une substitution d'acide aminé (HAUGHN & SOMER-
VILLE, 1990). Chez Chlamydomonas, selon les souches, elle résulterait d'une mutation
dominante ou semi-dominante (WINDER & SPALDING, 1988) tandis que chez le Mals,
elle proviendrait d'une mutation semi-dominante (ANDERSON & GEORGESON, 1989).
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Un programme de recherche a été mis en place par Pioneer et American Cya-
namid pour introduire la résistance aux imidazolinones dans des hybrides commerciaux
de Mais (FRALEY et al.,, 1387; FINCHER, 1983) & partir des souches isolées par SHA-
NER & ANDERSON (1985).

2. 43 GLUFOSINATE ET BIALAPHOS

Le glufosinsate ou phosphinothricine (BAYER et al., 1972}, et le bialaphos (OGA-
WA et al.,, 1973; KONDO et al., 1973) sont des herbicides non sélectifs (SCHWERDTLE
et al., 1981; BUBL & LANGELUDDEKE, 1984), post-émergence, agissant par contact
(KOCHER, 1983; MAZUR & FALCO, 1989) et non mobiles dans le phloéme (MAZUR &
FALCO, 1989). Le bialaphos est un tripeptide antibiotique produit par Streptomyces
hygroscopicus (KONDO et al., 1973; OGAWA et al., 1973) et par Streptomyces virido~
chromogenes (BAYER et al., 1972). | est consitué du glufosinate et de 2 résidus de
L-alanine. Alors que le glufosinate est synthétisé chimiquement, il est produit par
fermentation de S. hygroscopicus (LEEMANS, et al., 1987; BOTTERMAN & LEEMANS,
1989).

Le glufosinate est un inhibiteur de la glutamine synthétase (GS) (BAYER et al.,
1972; LEASON et al., 1982; WILD & MANDERSCHEID, 1984; COLANDUONI & VILLA-
FRANCA, 1986; MANDERSCHEID & WILD, 1986).

Des mutants résistants au glufosinate ont été isolés chez la Luzerne (DONN et
al., 1984) et le Tabac (ISHIDA et al., 1989) & partir de suspensions cellulaires. Dans
le cas de Luzerne, la résistance des suspensions cellulaires a été transférée a des
souches sensibles par fusion de protoplastes (DEAK et al., 1988).

Deux mécanismes de résistance ont été décrits dans la littérature. Chez les
plantes, la résistance résulte d'une augmentation de l'activité enzymatique de la GS
(DONN et al.,, 1984; DEAK et al., 1988; ISHIDA et al., 1989). Il a pu étre démontré
quelle était liée & une amplification du géne (DONN et al.,1984; DEAK et al.,, 1988).
Chez les bactéries, il existe un mécanisme de détoxification. Le géne bar isolé de
Streptomyces hygroscopicus (MURAKAMI et al., 1986; THOMPSON et al., 1987b) et le
géne pat isolé de Streptomyces viridochromogenes (STRAUCH et al.,, 1988; WOHLLE-
BEN et al., 1988) codent pour une enzyme, la phosphinothricine acétyl transférase, qui
convertit la molécule de phosphinothricine en un composé acétylé sans actlvité herbicide
(THOMPSON et al., 1987b).

Les outils du génie génétique ont permis de transférer la résistance a des
plantes sensibles.

Le gene amplifié¢ de la Luzerne (TISCHER et al., 1986) a été introduit dans le
Tabac (ECKES, 1987). Mals la surexpression n'entraine qu'un faible niveau de résistan-
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ce a la phosphinothricine (ECKES & WENGEMAYER, 1987). Ceci pourrait é&tre di
(QUINN, 1990) a l'existence de multiples génes nucléaires de la GS dont I'expression
est spécifique d'un tissu et d'un organite (TINGEY et al., 1987). La présence d'un seul
geéne muté pourrait ne pas étre suffisante pour rendre une plante résistante (KISHORE
& SHAH, 1988).

L'introduction du géne pat chez le Tabac a conféré & celui-ci la résistance a la
phosphinothricine (WOHLLEBEN et al., 1988).

Le géne bar a été employé pour transformer Arabidopsis thaliana (DE ALMEIDA
et al., 1989), Brassica napus, Brassica oleracea (DE BLOCK et al., 1989), la Betterave,
la Luzerne (D'HALLUIN et al., 1990), le Mals (SPENCER et al., 1990), la Pomme de
terre, le Tabac, la Tomate (DE BLOCK et al, 1987). Les essais en champs sur de la
Pomme de terre, du Tabac (LEEMANS et al., 1987; DE GREEF et al., 1989) et de la
Luzerne (D'HALLUIN et al., 1990) ont montré une résistance élevée au glufosinate. Le
caractére est hérité comme un simple caractére mendelien (LEEMANS et al., 1987;
BOTTERMAN & LEEMANS, 1989; OXTOBY & HUGHES, 1989). Les performances agro-
nomiques des Tabacs et des Pommes de terre transgéniques sont comparables a cel-
les des plantes non transformées (DE GREEF et al., 1989; BOTTERMAN & LEEMANS,
1989).

2. 44 GLYPHOSATE

Le glyphosate est un herbicide post-émergence, non sélectif (CASELEY & COU-
PLAND, 1985), transporté par vole symplastique (GOUGLER & GEIGER, 1981) et apo-
plastique (JACHETTA et al, 1986; DUKE, 1988) jusqu'aux méristémes ou il est accu-
mulé (HOAGLAND & DUKE, 1982; MOLLENHAUER et al., 1987). Il n'est pas toxique
pour I'homme (ATKINSON, 1985). Sa persistance dans le sol est variable (TORSTENS -
SON, 1985; DEVLIN et al., 1986) mais elle ne pose pas de problémes majeurs aux
cultures suivantes car le glyphosate est peu absorbé par voie racinaire (DUKE, 1988).
II est généralement trés rapidement adsorbé sur les particules dargile et la matiére
organique (TORSTENSSON, 1985) et dégradé par la microflore ubiquiste du sol (RUEP-
PEL et al., 1977; TORSTENSSON & AAMISEPP, 1977; QUINN et al., 1988).

Bien que le glyphosate soit employé depuis de nombreuses années dans le mon-
de entier, jusqu'en 1988 aucune adventice résistante n'avait été signalée (DUKE, 1988).
I semblerait néanmoins que les résistances de Elymus repens (PUTWAIN & COLLIN,
1989) et Lolium perenne (GRESSEL, 1990a; 1990b) aient augmenté dans le temps mais
les informations dont nous disposons ne nous permettent de savoir s'l s'agit dun tri
de biotypes préexistants ou de l|'apparition de nouveaux biotypes; des différences de
sensibilité naturelle entre biotypes ayant déja été décri‘es chez Convolvulus arvensis
(DE GENNARO & WELLER, 1984), Cynodon dactylon (BRYSON & WILLS, 1985) et Lotus
corniculatus (BOERBOOM et al., 1990).
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Le glyphosate est un inhibiteur de la voie shikimate. 1| bloque, dans cette voie
conduisant aux acides aminés aromatiques (JAWORSKI, 1972) et a de trés nombreux
métabolites secondalres, |'activité de la S-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP) syn—
thase (STEINRUCKEN & AMRHEIN, 1980).

Des mutants résistants au glyphosate ont été isolés chez Aerobacter aerogenes
(SCHULZ et al., 1984), Escherichia coli (KISHORE et al., 1986) et Salmonella typhymu-
rium (STALKER et al.,, 1985). Parmi les plantes, des souches celiulaires résistantes ont
été sélectionnées chez la Carotte (NAFZIGER et al., 1984; GONZALEZ & WILDHOM,
1985), Ceratopteris (HICKOK, 1987), Corydalls sempervirens (AMRHEIN et al., 1983;
SMART et al. 1985), le Mais (RACCHI et al., 1989), le Pétunia (STEINRUCKEN et al.,
1986), la Pervenche de Madagascar (CRESSWELL et al., 1988), le Tabac (SINGER &
Mc DANIEL, 1985; DYER et al., 1988) et la Tomate (SMITH et al., 1986).

Trois mécanismes principaux expliquent la résistance au glyphosate:

- La métabolisation de I'herbicide:

Des souches de Pseudomonas, d'Arthrobacter, d'Alcaligenes, de Flavobacte-
rium, d'Agrobacterium sont capables d'utiliser le glyphosate comme seule source de
phosphore (P) (MOORE, et al., 1983; SHINABARGER et al., 1984; TALBOT et al., 1984;
JACOB et al, 1985, 1988; BALTHAZOR & HALLAS, 1986; WACKETT et al., 1987;
PIPKE & AMRHEIN, 1988; QUINN et al., 1988). Elles le dégradent en sarcosine et/ou
en acide aminométhylphosphorigue.

Sarcosine
: ) HO2C-CH2-NH-CH3
HO2C-CHe-NH-CHz-PO3H2 <
HaN-CH2-PO3H2
Glyphosate
Aminométhylphosphonate

Les enzymes impliquées dans l'une et l'autre voie n'ont pas encore été caracté-
risées (QUINN et al, 1990). Néanmois, une enzyme appelée C-P hydrolase (MURATA
et al., 1989a) présentant une certaine activité vis-a-vis du glyphosate (MURATA et al.,
1989b) a été purifiée a partir de Enterobacter aerogenes (MURATA et al., 1988) mais
la vole de dégradation n'a pas été spécifiée.

- L'insensibilité de I'EPSP synthase au glyphosate:

Il a été montré que la substitution dans le géne de I'EPSP synthase de la proli-
ne 101 en serine chez E. coli (KISHORE et al. 1986) et de la glycine 95 en alanine
chez Salmonella typhimurium (STALKER et al.,, 1985) conférait l'insensibilité au glypho-
sate. Dans une suspension cellulaire de Mals, une Isoenzyme insensible & I'herbicide a
aussi été isolée (RACCHI et al., 1989; RACCHI, 1990).
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- L'augmentation d'activité de I'EPSP synthase:

Plusieurs auteurs (AMRHEIN et al.,1983; ROGERS et al., 1983; DUNCAN et al.,
1984; NAFZIGER et al., 1984; SMART et al, 1985; SMITH et al., 1986; STEINRUCKEN
et al., 1986; CRESSWELL et al., 1988; DYER et al., 1988) ont démontré que la tolé-
rance de certaines bactéries et de toutes les plantes sélectionnées a ce jour, excepté
le Mais, résulterait d'une augmentation d'activité de 'EPSP synthase, forme sensible au
glyphosate.

Pour transférer la résistance & des plantes sensibles, deux méthodologies ont
été développées : la fusion de protoplastes et le génie génétique.

- La fusion de protoplastes

YE et al. (1987) ont falt fusionner des Tabacs sensibles au glyphosate portant
une double mutation (nitrate réductase™s azetidine-2-carboxylate™) avec des Carottes
résistantes (par amplification de géne} et ils ont observé que les produits de fusion
étaient résistants au glyphosate mais moins toutefois que le parent donneur. lls ont
noté également que le nombre de chromosomes des hybrides obtenus avait augmenté.

HAUPTMANN et al. (1988) ont réalisé des hybrides somatiques entre une Ca-
rotte résistante au glyphosate et une Carotte sensible portant une double mutation
(DL-5 méthyltryptophaneR, azetidine-2-carboxylateR). Les produits de fusion ont ex-
primé la résistance au glyphosate de maniére dominante ou semi-dominante. Dans la
plupart des cas, en absence prolongée de pression de sélection (3 ans), I'amplification
de I'EPSP synthase a été conservée. lls ont eux aussi observé que les hybrides pos-
sédaient des chromosomes supplémentaires par rapport aux lignées parentales.

= Le génie génétique

La résistance au glyphosate a été transférée a Populus (FILLATI et al., 1987b),
au Tabac (COMAI et al., 1985) et a la Tomate (FILLATI et al., 1987a) en introduisant
le géne mutant aro A de Salmonella typhimurium. Les plantes transformées se sont
montrées plus résistantes au glyphosate que les plantes non-transformées mais leur
croissance comparée & celles des plantes non-traitées est plus faible (COMAI &
STALKER, 1986). Dans le cas du Tabac, Il a été prouvé que le caractére de résistance
est transmis a la descendance (THOMPSON et al., 1987a).

Le géne bactérien exprime son activité dans le cytosol des plantes transformées
(DELLA-CIOPPA et al., 1987) or la voie shikimate est prédominante dans les chloro-
plastes. La résistance conférée par l'enzyme cytosolique est donc surprenante selon
KISHORE & SHAH (1988).

Le géne mutant de E. coli a été transféré au Tabac. Lorsque lactivité EPSP
synthase est localisée dans le cytosol, les cals ne sont pas résistants au glyphosate
(KISHORE & SHAH, 1988), mais lorsqu'on ajoute la séquence peptide signal qui assure
le transfert de 'EPSP synthase dans le chloroplaste (DELLA-CIOPPA et al., 1987), les
cals sont résistants.
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Afin d'éviter de se poser la question de la localisation de I'expression du géne,
SHAH et al., (1986) ont utilisé pour les transformations directement un géne EPSP
synthase d'origine végétal. lis ont placé le ¢DNA du Pétunia tolérant sous le contrdle
du promoteur 35S du virus de la mosaique du Tabac et l'ont réintroduit dans le Pétu-
nia. Les plantes transformées sont devenues résistantes au glyphosate. Le géne s'est
exprimé en surproduisant 'enzyme.

KLEE et al. (1987) ont obtenu des résultats similaires en introduisant dans Ara-
bidopsis les séquences codantes de I'EPSP synthase d Arabidopsis fusionnées avec le
promoteur 35S du virus de la mosaique du Tabac.

Le géne du Pétunia a aussi été introduit dans le Lin (JORDAN & McHUGHEN,
1988). Il a conféré la résistance aux plantes transformées et Il a été transmis dans la
descendance comme un simple géne mendelien dominant.

It faut toutefois noter que lorsque les plantes transgéniques (surproduisant
I'enzyme) sont traitées & ['herbicide, elles ont une croissance réduite par rapport aux
plantes non traitées (KISHORE & SHAH, 1988).

Par contre, quand les tabacs sont transformés avec un géne d'EPSP synthase
de Pétunia ayant subi une mutagénése dirigée, elles montrent aprés traitement au
glyphosate, une croissance identique a celles des témoins. Dans ce cas, I'enzyme syn—
thétisée est insensible a4 l'herbicide (KISHORE & SHAH, 1988). Des sojas également
transformés avec le géne mutant de Pétunia ont transmis le caractére de résistance &
leur descendance comme un simple géne mendélien (HINCHEE et al., 1988).

2. 45 CONCLUSION

La figure 1 montre que les herbicides qui pouvaient &tre utilisés dans notre étu-
de (sulfonylurées, Imidazolinones, giufosinate, bialaphos, glyphosate) interféraient tous
avec la synthése des acides aminés. lls avaient déja tous été employés pour sé-
lectionner des résistants par culture in vitro. Il était donc envisageable dutiliser l'une
ou l'autre molécule indifféremment. Notre choix s'est porté sur le glyphosate et le glu-
fosinate pour trois raisons:

- ce sont des herbicides post-émergence et les agriculteurs ne disposent d'au-—
cun produit dit de “rattrapage” capable de détruire les adventices sans porter préjudi~

ce au développement de la Chicorée.

- ce sont des herbicides non sélectifs par conséquent aucune adventice ne de—
vait échapper au traitement.

- leur cible est sous contrdle de génes nucléaires.
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2. 5 ETUDE DU GLUFOSINATE ET DU BIALAPHOS

Deux résidus d'alanine distinguent le bialaphos du glufosinate

Glufosinate
O NH2 0
I I V4
CH3 -P-CHz2-CH2-CH-C
| \
OH OH
Bialaphos
Q) NHz2 0
i ! Y
CH3 -P-CH2-CHz2-CH-C 0 0]
| \ i V4 ‘
OH NH -CH-C-NH-CH-C ‘
I I \
CHs CHa OH

2. 51 INHIBITION DE LA GLUTAMINE SYNTHETASE

Le glufosinate est un analogue du glutamate (BAYER et al., 1972) et en tant
que tel inhibe, de maniére irréversible (MANDERSCHEID & WILD, 1986; WILD et al.,
1987) mais cela n'a pas encore été démontré chez toutes les plantes supérieures, la
réaction catalysée par la glutamine synthétase (GS) (BAYER et al, 1972; KOCHER,
1989).

Mg2* ‘
L glutamate + NH3 + ATP T’ L glutamine + ADP + Pi

8 sites actifs (un par sous unité) ont été trouvés sur la GS chloroplastique de
Moutarde, (HOPFNER et al., 1988).

Bien que le glufosinate soit synthétisé sous forme disoméres D et L (KOCHER,
1983), seule la forme L est biologiquement active (MANDERSCHEID & WILD, 1986).

Le bialaphos quant a lui ninhibe pas ia GS in vitro (BAYER et al., 1972; TACHI-
BANA et al., 1986a; WILD & ZIEGLER, 1989). Dans les plantes entiéres des pepti-
dases intracellulaires (BAYER et al, 1972) coupent les résidus alanine libérant ainsi le
glufosinate qui inhibe alors la GS (TACHIBANA et al., 1986a; WILD & ZIEGLER, 1989).
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Fp. 2 : Métabolisme qe l'azote chez les plantes supérieures (LEA & RIDLEY, 1989).




14

Le blocage de la GS est trés préjudiciable pour les plantes car cette enzyme
joue un rdle crucial dans la conversion de I'azote minéral en azote organique (Fig. 2)
(KOCHER, 1989; LEA & RIDLEY, 1989). Elle permet lincorporation de I'ammonium pro-
venant de la réduction des nitrates, du turn-over des acides aminés ou de la photo-
respiration (DE BLOCK et al., 1987). Son inhibition entraine une accumulation d'ammo-
nium intraceliulaire (TACHIBANA et al., 1986b; LACUESTA et al., 1989) qui conduit a la
mort de la plante.

Des différences de sensibilité au glufosinate entre isoenzymes ont été observées
(MANDERSCHEID & WILD, 1986). Mais selon RIDLEY & McNALLY (1985), elles n'expli-.
queraient pas les variations de sensibilité des plantes entiéres a I'herbicide. Les rai-
sons seraient a rechercher entre le point d'application de la molécule et le premier
site d'inhibition.

2. 52 EFFETS PHYSIOLOGIQUES DES INHIBITEURS DE LA GS

—— a— oa——

2. 521 Symptémes visibles

Des symptdmes de chlorose (TROGISCH et al, 1989) et de nécrose puis de
desséchement se produisent sur les feuilles 1 a4 2 jours aprés le traitement au glufo-
sinate (TACHIBANA et al., 1986b; KOCHER, 1989). Si les plantes sont placées a l'obs-
curité immédiatement aprés I'application de I'herbicide, les symptdmes visibles liés & la
phytotoxicité sont nettement moins importants (KOCHER, 1989).

2. 522 Accumulation NH4

La quantité d'ammonium dans les feuilles - qui est habituellement tres faible -
augmente considérablement (KOCHER, 1983; WILD & MANDERSCHEID, 1984; TACHI-
BANA et al., 1986b; WILD et al., 1987; LACUESTA et al, 1989; TROGISCH et al,
1989; ZIEGLER & WILD, 1989; WENDLER et al., 1990) si l'inhibiteur est appliqué pen-
dant la phase diurne. 4h aprés le traitement elle est 10 fois plus élevée, 24 h plus
tard 100 fois plus élevée et ensuite elle n'augmente plus que faiblement (KOCHER,
1989). Quand les plantes sont transférées a |'obscurité immédiatement aprés le traite-
ment, l'accumulation d'ammonium est moins élevée (KOCHER, 1983; KOCHER &
LOTZSCH, 1985). Ceci est attribué au fait que 2 sources importantes de production
d'ammonium - la réduction du nitrate et la photorespiration - sont dépendantes de la
lumiére (KOCHER, 1989). L'accumulation d'ammonium se produit chez les plantes en C3
comme en C4 mais les plantes en C4 en accumulent moins (KOCHER & LOTZSCH,
1985; WENDLER et al., 1990) vraisemblablement & cause de leur plus faible activité
photorespiratoire (WENDLER et al., 1990).

2. 523 Quantités d'acides aminés libres

Le dosage des acides aminés libres chez la Moutarde aprés traitement au
glufosinate montre que l'accumulation d'ammonium dans les feuilles s'accompagne d'une
diminution considérable des teneurs en glutamine, en acide glutamique et en acide
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aspartique. L'asparagine, la sérine et le glycocolle diminuent également tandis, que de
maniére surprenante, les acides aminés branchés (leucine et valine) augmentent forte-
ment (WENDLER et al., 1990).

2. 524 Photosynthese .

Des mesures d'activité photosynthétique montrent qu'aprés traitement, la fixation
photosynthétique du CO2 décline (SAUER et al., 1987; TROGISCH et al., 1989; ZIE-
GLER et al., 1989; WENDLER et al., 1990) parallélement & I'accumulation d‘ammonium
(KOCHER, 1983; WILD & MANDERSCHEID, 1984; WILD et al., 1987). Il est bien connu
qu'in vitro I'ammonium peut découpler ia photophosphorylation (KOCHER, 1989). Aussi
a-t-il été suggéré que linhibition de la photosynthése, apreés application des inhibiteurs
de la GS, serait due a l'augmentation de I'ammonium dans les feuilles. Cependant sous
des conditions ol la photorespiration ne peut pas se produire (0,1 % CO2, 2 % 02),
I'inhibition de la photosynthése par la phosphinothricine est trés faible, bien qu'l y ait
d'importantes quantités d'ammonium accumulées (SAUER et al., 1987; WILD et al.,
1987; ZIEGLER & WILD, 1989; WENDLER et al., 1990). En condition photorespiratoire,
lorsquon traite des feuilles excisées par du giufosinate et de la glutamine, la photo-
synthése n'est inhibée que de 20%, tandis que sans apport de glutamine exogéne, elle
chute rapidement (SAUER et al., 1987; ZIEGLER & WILD, 1989; WENDLER et al.,
1990). Les plantes traitées au glufosinate mais auxquelles on a apporté de la glutamine
produisent davantage d'ammonium (SAUER et al., 1987; ZIEGLER & WILD, 1989; WEN-
DLER et al, 1990). Aussi a-t-il été conclu que la toxicité de I'ammonium n'est que
faiblement responsable de I'inhibition de la photosynthése par le glufosinate (KOCHER,
1989).

2. 525 Donneurs NH2

Il a été montré que linhibition de la photosynthése est due a un épuisement de
donneurs de groupement NH2 pour assurer la conversion de l'acide glyoxylique en gly-
cine (ZIEGLER & WILD, 1989) lors de la photorespiration. Cela résulterait soit d'une
insuffisance du recyclage du carbone - de la photorespiration au cycle de CALVIN - et
en conséquence un manque de ribulose-1,5-biphosphate soit directement de [I'inhibition
de la ribulose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygénase par accumulation de glyoxylate
(KOCHER, 1989; WENDLER et al, 1990). Les travaux de ZIEGLER & WILD (1989)
conduiralent plutdt & accepter la seconde hypothése.

On peut présumer que le manque de donneurs-NH2, qui est une conséquence
de l'inhibition de la GS, interfére non seulement avec la conversion photorespiratoire du
glyoxylate en glycine mais aussi avec tous les processus métaboliques oll des réactions
de transamidation et de transamination sont impliquées. Il n'a pas été prouvé pour le
moment que cela expliquerait la rupture rapide de l'intégrité membranaire qui entraine
ultérieurement le desséchement des tissus foliaires (KOCHER, 1989).

2. 526 Transport membranaire

Un ensemble de données laissent supposer que le glufosinate agirait d'abord sur
les processus de transport membranaire avant |‘apparition des symptomes visibles
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Fig. 3 : Mode d'action du bialaphos (ZIEGLER & WILD, 1989). ala, alanine; AT, transaminase;
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a-céto-glutarate-transférase; PPT, glufosinate; RubP, ribulose diphosphate.
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(KOCHER, 1989). Chez des feuilles de Moutarde, une forte augmentation de l'efflux de
K* ainsi qu'une augmentation des concentrations en ammonium ont été observées
aprés un traitement au glufosinate (KOCHER, 1983).

Chez Lemna minor, quelques heures aprés un traitement au glufosinate, on
constate une diminution de |'absorption du nitrate et du phosphate. L'efflux de K* des
tissus de la plante commence a augmenter 1 heure aprés le traitement et cet effet
est attribué & une diminution du potentiel membranaire provoqué par Il'accumulation
d'ammonium (TROGISCH et al., 1989).

2. 527 Conclusion

ZIEGLER & WILD (1989) ont donné un schéma récapitulatif (Fig. 3) des effets
du bialaphos qui reprend les principales données qui ont été discutées ci-dessus.

2. 53 SOUCHES RESISTANTES AU GLUFOSINATE

2. 531 Luzerne

DONN et al. (1984) ont sélectionné des suspensions cellulaires de Luzerne 20 a
100 fois plus résistantes au glufosinate que les suspensions de type sauvage. Elles ont
été isolées en augmentant progressivement la concentration d'herbicide.

Des mesures dactivité enzymatique ont montré que l'activité de la GS est 3 a
7 fois plus élevée chez la souche variante. La résistance a |'herbicide résulte d'une
amplification de 4 a 11 fois d'un géne de la GS, d'une augmentation de 8 fois de la
gquantité de mRNA et d'une augmentation de la synthése d'enzyme.

Cette souche n'étant pas organogéne, DEAK et al. (1988) ont tenté de transfé-
rer le caractére de résistance a une souche qui I'était. Pour cela, ils ont fait fusion-
ner des protoplastes issus de suspensions cellulaires résistantes au glyphosate avec
des protoplastes issus de feuilles de plantes sensibles porteur du gene de résistance
a la kanamycine. lis ont obtenu des produits de fusion résistants au glufosinate et a la
kanamycine, mais les propriétés embryogénes du parent résistant & la kanamycine
nont pas été retrouvées. lils ont également provoqué la fusion de cellules résistantes
au glufosinate entre elles et ils ont observé que la résistance des produits de fusion
était plus élevée. Sur 2 x 104 colonies, 1 plante issue d'une fusion interspécifique et
2 plantes issues d'une fusion intraspécifique ont régénéré sur un milieu non sélectif.
Elles se sont montrées toutes 3 sensibles au glufosinate. Selon ces auteurs l'absence
de régénération de plantes & partir de la souche isolée par DONN et al. (1984) et des
souches hybrides pourrait résulter d'un changement significatif dans le métabolisme de
'azote di a I'amplification du géne de ia GS.

2. 532 Tabac
ISHIDA et al. (1989) ont utilisé des colonies issues de protoplastes et de sus-

pensions cellulaires pour tenter d'isoler une souche résistante au glufosinate. lis ont
rapidement abandonné les colonies provenant des protoplastes et focalisé leur étude
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sur les suspensions cellulaires. En augmentant progressivement les concentrations de
glufosinate - qu'ils ont employé sous forme de produit commercial formulé - ils ont pu
sélectionner une souche 10 fois plus résistante que la souche sauvage. Elle présente
une activité GS 20 fois plus élevée. Le poids moléculaire de la GS issue de la lignée
cellulaire résistante est similaire a celui de la lignée cellulaire sauvage, mais la lignée
résistante en accumule 5 fois plus. | n'y a pas de différence ni dans le nombre de
chromosomes, ni dans la quantité d'ADN par noyau ce qui indiguerait que la résistance
ne résulte pas d'une augmentation de la ploidie. Des plantes entiéres n'ayant pas
encore été régénérées, il n'a pas pu étre prouvé que la résistance était sous contrdle
génétique.

2. 6 ETUDE DU GLYPHOSATE

Une littérature abondante, composée de milliers de pubiications a été consacrée
au glyphosate. Une synthése des travaux a été rassemblée en 1985 dans un livre
publié¢ par GROSSBARD & ATKINSON . Des données plus récentes ont été réunies par
DUKE en 1988.

La N-(phosphonomethyllglycine ou glyphosate et ses sels sont biologiquement
actifs. Dans le Roundup, commercialisé par Monsanto, le glyphosate est sous forme de
sel d'isopropylamine.

0 H 0
I ! I
HO-C—-CH2-N-CH2-P - OH
!
OH

2. 61 MODE D'ACTION

2. 611 Absorption et transport

Le glyphosate, appliqué sur les parties foliaires, traverse la cuticule de la plu-
part des plantes et entre dans l'apoplaste. ll passe ensuite passivement dans le sym-
plaste et il est transporté principalement par le phloéme vers les lieux de fortes acti-
vités métabolites. Comme il n'est pas métabolisé par les plantes, de grandes quantités
peuvent s'accumuler dans les zones méristématiques, a des distances relativement
éloignées du site d'application (DUKE, 1988).

2. 612 Interférence avec la biosynthése des acides aminés aromatigues

Le glyphosate est un inhibiteur de la voie shikimate (Fig. 4) qui conduit aux aci-
des aminés aromatiques, phénylalanine, tyrosine, tryptophane ainsi qu'a une large varié-
té de métabolites secondaires. Les composés aromatiques représentent jusqu'a 35% du
poids sec dune plante et une partie du flux de carbone passe par cette voie (BOUDET
et al., 1985).
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entérobactéries (COLE, 1985, légerement modifié).

Abréviations: E4P, erythrose-4-phosphate; PEP, Phosphoenolpyruvate; DAHP, 3-deoxy-D-arabino -
heptulosonate-7-phosphate; DHQ, 3-dehydroquinate; DHS, 3-dehydroshikimate; SHK, shikimate;
S3P, shikimate-3-phosphate; EPSP, 5-enobpyruvylshikimate-3-phosphate; CHA, chorismate; ANTH,
anthranilate; PRA, phosphoribosylanthranilate; CPDP, carboxyphenylamino-deoxyribulose-5-
phosphate; INGP, indole-3-glycerolphosphate; IN, indole; TRP, tryptophane; PPA, prephenate; AGN,
arogenate; PHE, phenylalanine; TYR, tyrosine; HPP, 4-hydroxyphenylpyruvate; PPY,
phenylpyruvate.

Enzymes: (1) 3-deoxy-D-arabino-heptulosanate-7-phosphate synthase; (2) 3-dehydroquinate
synthase; (3) 3-dehydroquinate dehydratase; (4) shikimate dehydrogenase; (5) shikimate kinase; (6)
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase; (7) chorismate synthase; (8) anthranilate synthase; (9)
anthranilate phosphoribosyl transferase; (10) phosphoribosyl anthranilate isomerase; (11) indole
glycerol phosphate synthase; (12)(13)(14) tryptophane synthase ; (15) chorismate mutase; (16)
prephenate aminotransferase; (17) arogenate deshydratase; (18) arogenate dehydrogenase; (19)
prephenate dehydrogenase; (20) aromatic aminotransferase; (21) prephanate dehydratase; (22)
aromatic aminotransferase.
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JAWORSKI (1972) est le premier auteur & avoir fait I'nypothése que le glypho~
sate agissait en bloquant la synthése des acides aminés aromatiques. Cette hypothése
était basée sur le fait que Lemna gibba et Rhizobium japonicum pouvaient se dévelop—
per sur un milieu de culture contenant du glyphosate, & condition dy ajouter de la
phénylalanine, de la tyrosine et du tryptophane. =

De nombreux travaux ultérieurs sur des microorganismes et des suspensions
cellulaires (ROISCH & LINGENS, 1974; 1984; HARDELIE et al., 1977; DAVIS & HARVEY,
1979; GRESSHOFF, 1979; BODE et al., 1985; BYNG et al., 1985; SMART et al., 1985;
CRESSWELL et al,, 1988) ont montré que l'apport d'acides aminés exogénes permettait
bien de lever l'inhibition du glyphosate. Cependant LEE (1980a) et RUBIN et al. (1984)
sur des suspensions cellulaires et DUKE & HOAGLAND (1978, 1981), COLE & DODGE
(1979), COLE et al. (1980}, RUBIN et al. (1982), HOAGLAND (1990) sur des plantes
entiéres n'‘ont pas observé de réversion. La seule plante entiére ou la réversion a été
obtenue est Arabidopsis thaliana (GRESSHOFF, 1879).

La réversion partielle ou totale de l'action du glyphosate a aussi été obtenue
avec dautres molécules telles que le chorismate, l'o-succinylbenzoate, I'aspartate,
I'c-cétoglutarate, le glutamate, le pyruvate, le malate, I'acide indolylacétique (AIA) et
'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) (JAWORSKI, 1972; LEE, 1980a; 1982a;
AMRHEIN et al., 1980a; KILLMER et al, 1981; NAFZIGER et al., 1983; BODE et al.,
1985). Pour, l'aspartate, 'c-cétoglutarate, le glutamate, le pyruvate et le malate, leur
action s'expliquerait par la diminution d'absorption du glyphosate (NAFZIGER et al.,
1983; BODE et al., 1985).

Par la suite, les travaux réalisés au laboratoire d'AMRHEIN ont montré que le
blocage se situait en amont de la synthése du chorismate (AMRHEIN et al., 1980a;
HOLLANDER & AMRHEIN, 1980). Les importantes quantités d'acide shikimique (AM-
RHEIN et al., 1980b; 1981; 1983; BERLIN & WITTE, 1981; FISCHER et al., 1986; SMITH
et al., 1986; CRESSWELL et al., 1988; DYER et a/., 1988) accumulées dans les vacuo-
les (HOLLANDER-CZYTKO & AMRHEIN, 1983) impliquaient que le site d'action fat loca-
lisé entre l'acide shikimique et le chorismate. STEINRUCKEN & AMRHEIN (1980) ont
les premiers démontré que le glyphosate inhibait 'activité de I'EPSP synthase (Fig. 5).
Cette enzyme catalyse de maniére réversible (BOOCOCK & COGGINS, 1983) la réac-
tion ci-dessous.

GOy co,”
N CH, EPSP CH,
+ g Syathase u + HPO.-"
e—— C a
--0,p0” “co;, +— 7/ “Nco-
- 043P0 on QsP0" €O, ~--04PO o ‘co;
OH OH
Shikimate-3—-phosphate Phosphoenolpyruvate S5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate Phosphate
{s-3-P); (PEP) (EPSP)

Le glyphosate agit comme un inhibiteur compétitif du phosphoénolpyruvate (PEF)
et comme un inhibiteur incompétitif du shikimate-3-phosphate (S3P) (BOOCOCK &
COGGINS, 1983; STEINRUCKEN & AMRHEIN, 1984)
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Selon KISHORE & SHAH (1988), I'EPSP synthase est l'une des enzymes les
mieux caractérisées de la vole shikimate. Elle a été isolée et purifiée chez les bacté-
ries, les champignons et les plantes supérieures. C'est un monomére d'un poids molé-
culaire de 44000-48000 chez les bactéries et les plantes (REAM et al., 1988). Chez
les champignons, elle fait partie du complexe pentafonctionnel arom (KISHORE &
SHAH, 1988).

Des études sur la structure de I'enzyme ont montré que certains résidus amino
acides étaient nécessaires au fonctionnement de I'enzyme. La lyso3, I'argog, Ihisags,
la lys4q1 Joueraient un role essentiel dans l'activité de I'EPSP synthase et pourraient
représenter une partie du site dactif (HUYNH, 1987; 1991, HUYNH et al. 1988; PAD-
GETTE et al., 1988; KISHORE & SHAH, 1988). Les données de séquencage tendent
a confirmer cette idée car ces résidus sont trés conservés chez tous les EPSP syn-
thases analysées (KISHORE & SHAH, 1988).

Des formes isoenzymatiques de I'EPSP synthase ont été isolées chez le Mals
(RACCHI et al.,, 1989; RACCH!, 1990), le Pois (MOUSDALE & COGGINS, 1985), le
Sorgho (REAM et al., 1988) et le Tabac (RUBIN et al., 1984; JENSEN, 1986a). Pour
les 2 premieéres espéces, Il est rapporté une forme plastidiale et une forme cytosoli-
que. Les isoenzymes du Sorgho et du Tabac présentent la méme sensibilité au glypho-
sate tandis que chez le Mais la forme cytosolique est résistante (FORLANI et al,
1930).

L'existence de différentes formes enzymatiques localisées dans différents com-
partiments cellulaires chez d'autres enzymes de la voie shikimate renforce I'hypothése
de JENSEN (1986b) selon laquelle il y aurait 2 voles shikimate séparées, l'une dans le
cytosol et l'autre dans les plastes.

Il a été démontré que I'EPSP synthase était synthétisée dans le cytoplasme
sous forme d'une pré-enzyme (DELLA-CIOPPA et al., 1986) comprenant une séquence
peptide signal nécessaire au transfert dans le chioroplaste (DELLA-CIOPPA et al.,
1987). Cette préenzyme, comme I'enzyme mature, est inhibée par le glyphosate. Quand
elle est complexée avec le S3P et le glyphosate, elle n‘est pas transportée dans le
chioroplaste. Ce nouveau rdle du glyphosate a été démontré par DELLA-CIOPPA &
KISHORE (1988).

D'autres enzymes de la voie shikimate sont inhibées par le glyphosate. La
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate (DAHP) Co 2* synthase, localisée dans le
cytosol, (JENSEN, 1986b) ne fonctionne plus avec des doses millimolaires (RUBIN et
al., 1982). La forme Mn 2*, localisée dans les plastes est, gquant A elle, insensible au
glyphosate. L'nhibition de la DAHP Co 2* synthase pourrait s'expliquer par la formation
d'un complexe entre I'herbicide et l'ion (KISHORE & SHAH, 1988), le glyphosate étant
un chélateur de métaux (NILSSON, 1985). Pour la déhydroquinate synthase et |'anthra-
nilate synthase (ROISCH & LINGENS, 1974; 1980; FISCHER et al., 1986) la méme hy-
potheése peut &tre formulée (KISHORE & SHAH, 1988). Les doses de glyphosate né-
cessaires pour inhiber ces enzymes sont de lordre de 10 mM, ce qui ne correspon—
drait pas, selon COLE (1985), a des doses physiologiques. Cependant, une étude sur
des feullles d'Epinard avec du 14C glyphosate montre qu'aprés 3 jours la concentration
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en herbicide est de 65 yM dans le stroma, de 1140 yM dans le cytosol et de 13 yM
dans la vacuole. Il peut donc y avoir une accumulation d'herbicide supérieure & 1 mM
dans certains compartiments de la cellule (AMRHEIN, 1986).

En conclusion, il apparait que le glyphosate bloque I'EPSP synthase cytosolique,
'EPSP synthase plastidiale et la DAHP Co2* synthase. JENSEN (1386b) a émis I'hypo-
thése que le shikimate-3-P accumulé proviendrait du fonctionnement de la DAHP Mn2*
synthase insensible au glyphosate. Cette isoenzyme est soumise & une régulation en
feed-back par la L-arogénate (RUBIN & JENSEN, 1985; JENSEN, 1986a) et la diminu-
tion de sa concentration (provoquée par le blocage de I'EPSP synthase) pourrait con-
duire & une entrée continue de substrats (PEP et E4P) dans la voie shikimate. L'accu-
mulation incontrdlée de shikimate entrainerait & terme une perte d'énergie (JENSEN,
1986b) et pourrait étre a la base de l'absence de réversion par les acides aminés
aromatiques.

2. 613 Autres effets blochimigues et physiologiques

2. 6131 Synthése des protéines

Le glyphosate bloque la synthése des protéines. Linhibition serait due & un
épuisement du pool d'acides aminés libres plutét qu'a une interférence directe ou indi-
recte sur le processus de la synthése des protéines (DUKE, 1988).

2. 6132 PAL

L'activité phénylalanine ammonia-lyase (PAL) des tissus traités au glyphosate
augmente progressivement dans le temps. Cela représente certainement une augmen-
tation de la synthése de la protéine ce qui est en contradiction avec linhibition de
synthése des protéines induite par le glyphosate. Une explication consisterait a dire
que le glyphosate stopperait la synthése des protéines dans les tissus méristématiques
ol il est accumulé, mais il aurait d'autres effets sublétaux dans la majorité des tissus
ou it n'est pas accumulé (DUKE, 1988). Seion HOAGLAND (1990), l'action du glyphosate
sur la PAL est un mécanisme secondaire.

2. 6133 AlA

Le giyphosate entraine rapidement une diminution de la quantité d'AlA dans les
tissus (LEE, 1982a; 1982b; LEE et al. 1983). LEE & DUMAS (1985) ont montré que
les plantes avec un métabolisme AlA élevé étalent moins sensibles au glyphosate,
probablement car elles étaient moins dépendantes de I'AlA (DUKE, 1988). Selon HOA-
GLAND (1990}, les effets du glyphosate sur le métabolisme de I'AlA sont indirects ou
secondaires. D'autre part, le glyphosate réduit aussi le transport de 'AlA (BAUR,
1979).

2. 6134 Chiorophylle

Le glyphosate n'a pas daction directe sur la photosynthése (DUKE, 1988). Par
contre, ces effets sur la synthése de chlorophylle sont relativement importants (KIT-
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CHEN et al., 198%a; LEE, 1981; COLE et al., 1983; CANAL VILLANUEVA et a/.,1985;
EL-HATTAB et al, 1987) car il inhibe la formation de l'acide 5-aminclévulinique (ALA)
qui est précurseur de la chlorophylle a. Cependant, il n'agit pas sur I'incorporation de
I'ALA dans la chlorophylle elle-méme (KITCHEN et al, 1981b). Une des conséquences
principales qui découlent d'un traitement a des doses sublétales de glyphosate est t'ap-
parition de feuilles chlorotiques (COLE, 1985). Le glyphosate agirait également en
accélérant la photodégradation de la chlorophylle (LEE, 1981).

2. 62 SQUCHES RESISTANTES AU GLYPHOSATE

2. 621 Carotte

NAFZIGER et al.(1984) ont sélectionné, en augmentant progressivement les do-
ses d'herbicide, des cellules de Carotte capabies de se développer sur 25 mM de gly-
phosate. Les concentrations requises pour inhiber 50% de la croissance sont de 0,12
mM pour les cellules non-adaptées et de 6,3 mM pour les cellules adaptées. La résis—
tance des cellules de Carottes a donc été augmentée de 52 fois. L'activité EPSP syn-
thase des cellules résistantes est 12 fois plus élevée que celle des cellules sensibles,
mais dans les 2 cas, elle est inhibée par 10 yM de glyphosate. HAUPTMANN et al.
(1988) ont caractérisé de maniére plus précise la souche isolée par NAFZIGER. lis ont
montré que l'augmentation d'activité enzymatique (5,5 fois) était associée & une aug-
mentation de la quantité de protéines (8,7 fois) et a une augmentation du nombre de
copies du geéne, mais ils n'ont pas pu déterminer ce nombre exactement puisqu'ils ne
disposaient pas dune sonde de Carotte homologue. Aucune plante n'a pu &étre régéné-
rée.

2. 622 Ceratopteris

Cette plante a été employée pour rechercher des mutants résistants au glypho-
sate car elle présente l'avantage d'avoir une génération gamétophytique et une généra-
tion sporophytique, ce qui permet de retrouver aisément des mutations dominantes et
récessives. HICKOK (1987) en traitant des spores avec un agent mutagéne a ainsi
obtenu et caractérisé 2 mutants gamétophytiques. La comparaison de I'inhibition de
croissance de ces souches avec un témoin a montré que les mutants étaient plus
résistants respectivement de 5 et de 15 fois. I| a été noté comme pour la Carotte
(NAFZIGER et al., 1984), qu'en absence d'herbicide la croissance des mutants est plus
faible que celle des plantes sauvages. Les effets sur la génération sporophytique n'ont
pas été rapportés; de méme quon ne connait pas les bases enzymatiques de la résis-
tance.

2. 623 Corydalis sempnrvirens

Pour sélectionner leur souche de Corydalis résistante au glyphosate AMRHEIN et
al. (1983) ont augmenté progressivement les doses d'herbicide. lls ont ainsi obtenu des
cellules capables de se développer sur 10 mM puis 20 mM de glyphosate (SMART et
al., 1985). lls ont montré que la croissance des cellules non-adaptées est inhibée a
50% avec une concentration de 0,2 mM tandis que celle des celiules adaptées est
inhibée a 50 % avec une concentration de 25 mM. Comparées aux cellules sauvages,
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les cellules adaptées présentent donc une résistance 100 fois plus élevée. L'activité
EPSP synthase des cellules adaptées est aussi plus élevée (40 fois); mais les proprié-
tés physiques, cinétiques et immunologiques de I'enzyme extraite des 2 types de cellu-
les sont identiques. La souche résistante contlent également davantage de protéine
EPSP synthase (40 fois), de mRNA transcrit (8-12 fois) et traduit (10 fois) (HOL-
LANDER-CZYTKO & AMRHEIN, 1987) mais il n'y a pas d amplification du géne. Pour
expliquer ces résultats HOLLANDER-CZYTKO et al. (1988) font I'nypothése d'une moin-
dre dégradation protéolytique. Contrairement & la Carotte (NAFZIGER et al., 1984), la
souche de Corydalis adaptée (SMART et al., 1985) n'accumule pas d'acides aminés
aromatiques.

2. 624 Mais

RACCHI et al. ( 1989, 1990) ont sélectionné 2 souches de suspensions cellulai-
res de Mals dorigine génétique différente (BMS; A188 x WG64A) résistant naturelle-
ment au glyphosate. Elles sont capables de se développer sur des concentrations de 10
mM, contrairement aux semences provenant des populations d'origine qui voient leur
développement inhibé par 0,1 mM de glyphosate. Les suspensions cellulaires (BMS)
contiennent 2 formes Jd'EPSP synthase : une forme plastidiale sensible au glyphosate
(inhibée & 50 % par 6 uM ) et une forme cytosolique insensible (plus de 70 % dacti-
vité @ 10 mM) (FORLANI et al., 1990). L'expression de l'isoenzyme résistante dépend
du stade de développement des suspensions cellulaires. Elle est & peine détectable du-
rant les premiers jours de culture, elle augmente considérablement au cours de la
phase exponentielle, puis ensuite elle décline (FORLANI et al., 1990). Dans les plantes
entieres a l'origine des suspensions cellulaires, ces auteurs n'ont pas trouvé la forme
isoenzymatique résistante. L'absence de cette forme cytosolique, dans d'autres li-
gnées cellulaires (BMS) provenant d'autres laboratoires, permet & FORLANI (communi~-
cation personnelle) de supposer quon pourrait étre en présence d'un géne muté ou
que l'isoenzyme résistante ne s'exprimerait que dans certaines conditions expérimenta-
les. Notons que cette souche n'est pas embryogéne.

2. 625 Pervenche de Madagascar

CRESSWELL et al. (1988) ont isolé, en augmentant progressivement les concen—
trations en herbicide, une souche de Pervenche capable de se développer sur 35 mM
de glyphosate mais cette résistance n'est pas stable dans le temps. L'activité enzymati-
que qui était 60 fois plus élevée chez les cellules résistantes que chez les cellules té-
moins n'était plus que de 12 fois aprés 10 mois de culture sans herbicide. L'activité
enzymatique des 2 types de souches (résistantes et sensibles) est inhibée & 50 % par
10 uM de glyphosate. Comme pour le Corydalis (SMART et al., 1985), mais contraire-
ment a la Carotte (NAFZIGER et al., 1984), la Pervenche résistante n'accumule pas
d'acides aminés aromatiques.

2. 626 Pétunia
La souche de Pétunia résistante, isolée par STEINRUCKEN et al. (1986), a été

obtenue, elle aussi, par augmentation successive des concentrations dherbicide. Quand
la souche sauvage est inhibée a 50 % par 0,34 mM de glyphosate, ii faut employer
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pour obtenir un résultat similaire, 6,6 mM avec la souche adaptée. Il y a donc une
augmentation de la résistance de 20 fois chez la souche sélectionnée par rapport a la
souche sauvage. A l'origine de la surexpression de l'activit¢é EPSP synthase (10 & 20
fois), de la surproduction denzyme (15 a 20 fois), de l'augmentation du mRNA (20
fois) observée chez la souche résistante se trouve I'amplification du géne (20 fois)
codant pour I'EPSP synthase (SHAH et al., 1986). Pour les 2 lignées (la résistante et
la sensible), le glyphosate inhibe I'EPSP synthase A une concentration de 55 uM. i
faut aussi noter que la croissance de la souche résistante est plus lente.

2. 627 Tabac

Une premiére série de travaux a été réalisée par SINGER & Mc DANIEL (1985).
fls ont isolé des cals de Tabac résistants parmi des cellules haploldes. Certaines sou-
ches ont conservé leur résistance aprés une culture prolongée sans herbicide (supé-
rieure & 9 mois) tandis que dautres l'ont perdue. Des plantes ont été régénérées.
Apres application de glyphosate, aucune plante résistante n'a été observée mais plu-
sieurs ont réagi en produisant des bourgeons axillaires. D'une maniére surprenante une
plante contréle s'est montrée résistante a la suite du traitement au glyphosate; la
résistance a été conservée 2 ans puis la plante est redevenue sensible. Du cal a été
initié & partir des plantes entiéres qui se sont montrées résistantes : certaines lignées
étaient toujours résistantes au glyphosate tandis que d'autres étaient devenues sensi-
bles. Par ailleurs, les plantes résistantes ont une croissance inférieure a celle des
plantes sauvages.

Une deuxiéme série de travaux a été effectuée par DYER et al. (1988). lls ont
obtenu 11 souches résistantes en les. exposant d'emblée a une dose d'herbicide élévée.
Ils en ont caractérisé une. Elle présente une résistance 10 fois plus élevée (lgo : 3-4
mM) que la souche sensible. Elle est stable dans le temps. Sa croissance est néan-
moins plus lente. Elle n'accumule pas d'acides aminés aromatiques. Elle montre des
activités DAHP synthase et EPSP synthase plus élevées que le témoin respectivement
de 4 et de 2 fois. L'augmentation d'activité de I'EPSP synthase serait le reflet d'une
augmentation de la quantité d'enzyme car l'enzyme extrait des cellules résistantes et
des cellules sensibles est inhibée de la méme maniére par le glyphbsate. Des plantes
ont été régénérées. Elles ont survécu a l'application de 1 kg ha™! de glyphosate, ce-
pendant leur croissance a été trés retardée. Des différences de résistance entre les
plantes ont été notées. A 0,6 kg ha™! la croissance des méristémes apicaux a été
ralentie pendant plusieurs semaines, puis elle a repris chez certaines plantes. Des
bourgeons axillaires se sont développés chez toutes les plantes résistantes, 2 semai-
nes apres le traitement. Une partie des plantes a fleuri et produit des graines, mais il
n'a pas été précisé si la résistance a été transmise dans la descendance.

A partir de la souche caractérisée par DYER et al. (1988) , GOLDSBROUGH et
al. (1990) ont augmenté progressivement les doses d'herbicide pour sélectionner de
nouvelles souches plus résistantes (jusqu'a 20 mM). La croissance de ces souches est
plus lente que celle des témoins mais finalement elles atteignent toutes le méme maxi-
mum de développement. Parmi les souches sélectionnées, celle qui présente l'activité
enzymatique la plus élevée par rapport au témoin (20 fois) présente également la
résistance la plus importante. Elle posséde aussi la quantité la plus élevée de protéines
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et de mRNA. Ceci résulte de I'amplification de 2 séquences codant pour I'enzyme. Il a
été montré que ces 2 séquences correspondaient a 2 pseudogénes. Dans la souche
isolée par DYER et al. (1988) il n'y aurait amplification que d'un seul géne.

2. 628 Tomate

SMITH et al. {1986) ont obtenu une souche de Tomate résistante au glyphosate
en irradiant aux rayons Y une suspension cellulaire. La croissance de cette souche
n'est pas affectée par 10 mM de glyphosate, ce qui représente une résistance de 100
fois par rapport a la souche sauvage. L'augmentation d'activité (8 a 13 fois) de la for-
me sensible de I'EPSP synthase (Inhibée a 50 % par 25 yM de glyphosate) différencie
les 2 souches. Des bourgeons ont été régénérés, mais les auteurs ne sont pas parve-
nus a les enraciner. lls ont néanmoins montré que les cals issus de ces bourgeons
étaient toujours résistants.

2. 629 Conclusion

Les principales caractéristiques des différentes souches résistantes sont ras-
semblées dans le tableau 1.
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3. 1 MATERIEL, VEGETAL

3. 11 ORIGINE ET CONSERVATION

Cette étude a été effectuée sur Cichorium intybus L. var. Magdebourg Cultivar
Pévéle. Dans les programmes de croisements, d'autres cultivars ont été employés dont
Dageraad (Etablissement Florimond Desprez).

La conservation des racines récoltées a l'automne se fait en chambre froide a
4°C et celles des akénes en congélateur & - 20° C.

3. 12 ASEPTISATION

Les racines sont épluchées, Immergées pendant 25 min dans une solution flitrée
d’hypochlorite de calcium (110° chiorométrique) & 150 g I puis rincées A l'eau stérile
3 fois, pendant 5, 10 et 20 min respectivement.

Les akénes sont désinfectés pendant 20 min par une solution de chlorure mer-
curique a 1%.. lls sont ensuite rincés a 3 reprises pendant 5, 10 et 15 min avec de
I'eau stérile.

3. 13 COMPOSITION DES MILIEUX DE BASE

Le milieu de base A utilisé pour la mise en culture d'explants de racines tubéri-
sées, l'enracinement de bourgeons et les germinations comprend les macro- et mi-
croéléments de HELLER (1953), le Fer-EDTA de MURASHIGE & SKOOG (1962) dilué
au demi, de la thiamine & 0,1 mg |-, de la pyridoxine & 0,5 mg I~1, de l'acide nicotini-
que a 0,5 mg I=1 et de l'inositol & 100 mg I-1.

Le milieu de base B utilisé pour la mise en culture de cotyiédons, I'entretien de
cals et de suspensions cellulaires contient les macro- et microéléments de MURA-
SHIGE & SKOOG (1962), du Fer-EDTA, des vitamines et de l'inositol aux concentra-

tions précitées.

3. 14 MISE EN CULTURE

- Des racines

Aprés aseptisation, des cylindres de 6 mm de diamétre sont prélevés a laide
d'un emporte-piéce dans la partie médiane de la racine, au niveau de la zone généra-
trice. lls sont ensuite débités en trongons de 2 mm d'épaisseur puis, placés en tube
fermé par des bouchons en cellulose (1 explant par tube). Pour initier des suspensions
cellulaires et pour rechercher les doses dherbicides utilisables pour la sélection, ils
sont cultivés en boite de Pétri de 90 mm de diamétre (5 explants par boite.

- Des akeénes

Les akénes aseptisés sont mis & germer en boite de Pétri de 90 mm de diame-
tre (20 akénes par boited sur un milieu comprenant le milieu de base A (§ 3.13), du
saccharose (10 g 1”7 et de I'agar Biokar type E (6 g I='); le pH étant ajusté a 5,5
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avant autoclage. Les boites sont sceliées avec du parafilm et placées & I'obscurité
dans une piéce de culture a une température de 22" % 2° C.

- Des cotylédons
Les cotylédons sont prélevés sur des germinations dgées de 5 a 15 jours, lacé-

rés pour augmenter les surfaces réactionnelles et mis en culture sur milleu solide en
boite de Pétri de 90 mm de diamétre a raison de 6 a 8 cotylédons par boite.

3. 15 INSTALLATION DE SUSPENSIONS CELLULAIRES

- Dorigine racinaire

Des explants primaires de racines ou des explants ayant proliféré pendant 3
semaines sur un milieu solide gélosé (6 g 1= comprenant le milleu de base A et de
I'ANA & 5. 10~ M (pH : 5,5) sont placés dans des Erlenmeyers de 100 mi (5 ex-
plants par fiole) contenant 50 mi de milieu de base B additionné d'ANA (5. 10~ M) et
de saccharose (5 g I-1). Aprés 14 jours de culture en milieu liquide agité sur un
agitateur orbital, les explants initiaux sont éliminés. Les cellules isolées et les minicals,
récupérés apreés décantation, sont repiqués dans du milieu neuf de méme composition
4 l'exception du sucre dont la concentration est portée & 10 g 1-1. Les repiquages sont
effectués toutes les 2 semaines et & partir du 3éme repiquage les cellules sont
transférées dans des Erlenmeyers de 250 mi contenant 100 ml de milieu.

- Dorigine cotylédonnaire

Des cotylédons sont prélevés sur des germinations &gées de 5 a 15 jours. lls
sont lacérés et placés soit directement dans des Erlenmeyers de 100 mil (20 cotylé-
dons par fiole) contenant 50 ml de milieu de base B additionné d'’ANA (5.10-6 M) et
de saccharose (10 g I-7) soit aprés une phase de callogénése de 28 jours sur un
milieu gélosé de composition analogue a celle précitée. Les milieux sont changés tous
les 14 jours et au 3eme repiquage, les explants initiaux sont enlevés; les cellules libres
et les minicals sont transférés dans des Erlenmeyers de 250 mi contenant 100 ml de
milieu. Au cours des subcultures suivantes des racines peuvent se former; eiles sont

systématiquement éliminées & chaque repiquage.

L'initiation de suspensions en présence de glyphosate (& 10-4, 2.10-4, 2,5.10-4,
10-3 M) est effectuée A partir de cotylédons ayant été repiqués 1 & 3 fois sur milieu
gélosé en présence d'herbicide.

3. 16 CONDITIONS DECLAIREMENT ET DE TEMPERATURE DES PIECES DE CULTURE

L'induction et l'entretien des cals se fait en lumiére continue (type Cool White De
Luxe) a une température de 22° + 2° C. La régénération des bourgeons et l'entre-
tien des suspensions cellulaires a lieu en présence de 16 h de lumiere tandis que
I'enracinement des bourgeons se fait en présence de 12 h de lumiére. La température
de ces piéces est de 24° + 2° C le jour et 20° + 2° C la nuit.

" Lorsque d'autres conditions ont été utilisées, elles sont spécifiées dans le texte.
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3. 2 HERBICI

Les molécules utilisées dans cette étude sont :

- le glyphosate =
. soit sous forme free acide pur a 99%
. soit sous forme de Roundup (360 g I-1 d'équivalent free acide)

- le glufosinate d'ammonium pur & 99%

Une partie du glyphosate nous a été fourni gracieusement par Monsanto Europe.
L'autre partie, ainsi que le glufosinate provient de la société Cluzeau Info-Labo (Ste
Foye la Grande).

L'incorporation aux milieux de culture est réalisée a partir de molécules pures.
Pour le glyphosate, on prépare une solution-mére a 100 mg mi~1(pH : 5,5) dans de la
soude IN. Pour le glufosinate d'ammonium, les solutions-mére & 1 et 10 mg mi-1 sont
préparées dans de l'eau. Les solutions d'herbicide sont filtrées sur millipore (0,2 uM)
avant d'étre additionnées aux milieux de culture autoclavés.

3. 3 ESSAIS DE REVERSION DE L'ACTION DU GLYPHOSATE

Les essais de réversion sont réalisés en boite de Pétri sur des é&talements de
suspensions cellulaires sauf pour l'expérience avec I'AIA ol des cals ont été utilisés.
Les molécules dont on veut tester l'action sont ajoutées par filtration (millipore 0,2
p¢m) au milieu de prolifération (milieu de base B additionné d'ANA (5.10-6 M), de BAP
(10-7 M) et de saccharose (10 g I=7) contenant ou non du glyphosate a 10-3 M.

3.4 SELECTION IN VITRQ

3. 41 AVEC LE GLYPHOSATE

Des cotylédons sont placés en boite de Pétri, sur des milieux dinduction de la
callogénése (milieu de base B additionné d'ANA (5.10-6 M) et saccharose (10 g I-1)
en présence d'herbicide aux doses définies dans les résultats . Aprés 4 semaines, on
repére les cotylédons sur lesquels de petits cals se sont développés. On les repique
sur un milieu de prolifération (milieu de base B comprenant de I'ANA (5.10-€ M), de la
BAP (10-7 M) et du saccharose (10 g I-")) avec la méme concentration d'herbicide. 1
mois plus tard, les cals qui ont proliféré sont placés sur des milleux avec des con-
centrations en herbicide plus élevées. Le mois suivant, on transfére les cals qui se
sont développés sur des milieux avec des concertrations égales ou supérieures dher-
bicide. Le processus est répété plusieurs fois.

Des suspensions cellulaires cultivées en présence ou non de glyphosate, sont
prélevées apres 14 jours de culture et étalées sur un lieu de prolifération (analogue a
celui décrit ci-dessus) contenant de I'herbicide & la concentration définie dans les
résultats. Au bout de 4 semaines, les cals qui se sont développés, sont repiqués sur




28

un milieu de sélection de composition identique. Cette opération est répétée jusqua ce
qu'il soit possible de sélectionner des celiules capables de se multiplier normalement en
présence d'herbicide.

3. 42 AVEC LE GLUFOSINATE

Des suspensions cellulaires sont étalées sur un milieu de prolifération (§ 3.41)
renfermant de I'herbicide & la dose définie dans les résultats . Aprés 4 semaines, les
cals qui ont proliféré, sont transférés sur un milieu de méme composition. L'opération
est répétée plusieurs fois puis, les cals sont placés sur des milieux contenant des
concentrations plus élevées.

3. 5 PRODUCTION DE “VITRO-PLANTS"

Les cals sélectionnés (R1 et R2) sont placés en boite de Pétri (10 cals par boi-
te) sur des milieux gélosés de diverses compositions pour induire le bourgeonnement.
Le délai d'apparition des bourgeons étant variable, les cultures sont repiquées tous les
mois sur des milieux neufs.

Les essais d'enracinement décrits dans les résultats ont été effectués dans des
tubes fermés par des bouchons en cellulose et éclairés selon les conditions spécifiées
au § 3.16. Lorsque l'enracinement ne se produit pas dans un délai de 30 jours, les
bourgeons sont repiqués sur du milieu neuf en prenant soin d'éliminer les tissus né-
crosés qui ont pu se former & la base.

Quand les "vitro-plants” enracinés sont suffisamment développés, ils sont sortis
délicatement de leur tube de culture, lavés avec une solution fongique (Rovral 1,5 g I-1)
a titre préventif, et repiqués en miniserre dans un terreau non stérile. Aprés 4 a 8
jours, la miniserre est ouverte progressivement, jusqu'a compléte acclimatation. Lors-
que les plantes ont atteint un développement suffisant, elles sont vernalisées.

3. 6 CARACTERISATION DES SOUCHES

DIFFERENTES

Les comparaisons de croissance entre souches cellulaires ont été effectuées en
placant plusieurs cals (10) dans des boites de Pétri sur un milieu de prolifération (mi-
lieu de base B additionné d'ANA (5.10-8 M), de BAP (10-7 M) et de saccharose (10 g
I-1)) contenant des quantités variables d'herbicide.

La dose inhibant (D) 50% de la croissance (DI50) de chaque souche a été dé-
terminée,

En effectuant le rapport entre la DIsO dune souche sélectionnée et celle d'une
souche sensible, on obtient une valeur "X" qui permet de conclure quune souche sé-
lectionnée supporte (avec une méme inhibition de croissance, dans ce cas 50%) "X
fois” plus d'herbicide qu'une souche sensible.
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3. 62 DOSAGE DE L'ACIDE SHIKIMIQUE

Le dosage du shikimate a été effectué selon le protocole de CRESSWELL et al.
(1988) avec toutefois des modifications.

Des cals lyophilisés (20 mg) sont broyés au mortier et placés dans un appareil
de SOXLHEY. L'extraction se falt par épuisement dans 80 ml de méthanol 70°C pen-
dant une 1 h. L'extrait est ensuite séché sous vide a 45°C, repris dans 10 ml d'eau
+ 10 ml dhexane puis placé dans une ampoule a décanter. La phase aqueuse est
récupérée, évaporée a sec et le résidu est redissous dans 10 ml d'eau acidifiée avec
de I'acide phosphorique pH : 3,5. Une cartouche Sep-PAK Cig (Millipore), est activée
par 2 ml de méthanol 100 % puis rincée par 5 ml d'eau acidifié¢e avec de l'acide phos-
phorique pH : 3,5. Une quantité aliquote (2 ml) d'extrait est passée sur la cartouche,
puis on élue avec 8 ml deau acidifiée. La phase aqueuse collectée (10 ml) peut étre
analysée par chromatographie liquide a haute pression (HPLC) pour détecter |'acide
shikimique.

Le systéme HPLC (LKB) est équipé d'un détecteur UV-visible a longueur d'onde
variable, d'un Intégrateur (Shimadzu C-R5A Chromatopac) et d'une colonne ODS dp5
4,6 mm x 15 cm (Ultrasphére, Beckman). Le volume injecté dans l'appareil est de 20
yl, le débit de la phase mobile (acide phosphorique pH : 3,5) est de 0,5 ml min-1 et
la colonne est thermostatée a 25° C. La détection se fait a 220 nm. Le temps de ré-
tention de l'acide shikimique est de 5 mn. La colonne est lavée par du méthanol a 100
% et rééquilibrée a l'acide phosphorique avant toute nouvelle injection.

La quantité d'acide shikimique contenue dans les différents extraits est détermi-
née en corrélant la surface du chromatogramme de l'acide shikimique étalon avec celle
des chromatogrammes des différents échantillons.

3. 63 DOSAGE DE LEPSP SYNTHASE

Nous avons suivi pour |'essentiel le protocole fourni par GIUSEPPE FORLAN! pen-
dant notre séjour dans le laboratoire dirigé par ERIK NIELSEN (Pavie, ltalie).

3. 631 Extraction

Les cals cultivés en boite de Pétri sur un milieu sans herbicide sont récoltés 15
jours aprés la mise en culture c'est-a-dire pendant la phase de croissance active et
placés dans du tampon & 4°C (4 ml g MF™1) (Hepes NaOH 50 mM pH : 7,0 + glycerol
10 % + glutathion réduit 5 mM + heptamolybdate d'ammonium 0,1 mM + EDTA 0,1 mM).
lls sont homogénéisés dans un broyeur de Potter. 10 m¢ ml™! de PVPP sont ajoutés
pour empécher |'oxydation par les phénols. L'ensemble est centrifugé pendant 15 min &
10 000 rpm (12 000 g) dans une centrifugeuse réfrigérée Sorvall. Les surnageants
sont fractionnés au sulfate d'ammonium (0-70 % de saturation, 436 mg mi~"). Les
protéines sont récupérées apres 20 mn de centrifugation & 10 000 rpm. Les culots
sont remis en suspension dans 3 ml de tampon d'extraction dilué au demi et dessalés
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sur une colonne (L : 15 cm, diamétre : 1,5 cm) contenant 2,5 g de résine Biogel
PEDG (Bio-rad). L'élution se fait avec 20 mi de tampon d'extraction dilué au demi et a
la sortie de colonne on recueille la fraction 0-6 mi.

Dans le cas des feuilles, le protocole utilisé est identigue mais les tissus sont
broyés en présence d'azote liquide dans un mortier et apres la premiére centrifugation

les surnageants sont filtrés sur Miracloth.

3. 632 Détermination de l'activité spécifique

Le S3P synthétisé par Aerobacter aerogenes nous a été fourni gracieusement
par GIUSEPPE FORLANI (Université de Pavie) et par STEPHEN PADGETTE (Monsanto
USA).

Chaque extrait enzymatique, dont la quantité en protéines est connue, est incubé
pendant des durées variables, a 35° C, dans un milieu réactionnel contenant pour 100
!l de volume final : 1 mM de S3P, 1 mM de PEP, 0,2 mM de (NH4)gMo7024.4H20
et 100 mM de Hepes NaOH pH : 7,0. La réaction est stoppée en ajoutant 1 ml de
réactif coloré au vert de malachite spécifique des phosphates inorganiques (le Tergitol
NP 10 (Sigma) dilué a 1 % a été utilisé & la place du Sterox dans le mélange coloré
décrit par LANZETTA et al. (1979) ). La coloration est stabilisée en ajoutant, 1 mn
aprés l'arrét de la réaction, 100 wl de citrate de sodium. Les réactions contrdles ne
sont pas incubées. Les activités aspécifiques libérant du phosphate sont mesurées en
omettant le S3P ou le PEP du milieu réactionnel. La lecture des échantillons se fait a
660 nm.

L'activité de 'EPSP synthase (S3P+PEP —> EPSP+Pi) est calculée en appliquant
la formule ci-dessous:
EPSP synthase = DOgso (+S3P+PEP) - DOgeo (-S3P+PEP) - DOsso (+S3P-PEP)

La relation entre la quantité de phosphate inorganique et la DO a été déterminée
a partir de la courbe étaion établie avec le KH2POg4; 1 nmole de PO42" correspond a
une DOgso = 0,065.

3. 633 Sensibilité au glyphosate

Pour évaluer les effets du glyphosate sur lactivité de I'EPSP synthase in vitro,
une quantité aliquote d'extrait est incubée 30 min a 35° C avec le milieu réactionnel
décrit plus haut et 10 pl de glyphosate a concentrations variables. La quantité d'enzy-
me est choisie de maniére a ce que le phosphate Inorganique formé en absence de
glyphosate corresponde a une DOsso = 1.

3. 634 Dosage des protéines

La concentration en protéines des extraits dessalés est mesurée avec la solution
commerciale Biorad selon la méthode de BRADFORD (1976). La courbe étalon est
établie avec de la sérum albumine bovine. A 1 yg de protéine correspond une DOsgs =
0,059.



3
3. 64 DOSAGE DES CHLOROPHYLLES

L'extraction des chlorophylles des cals et des feuilles a été effectuée d'aprés le
protocole de LEE (1981), légérement modifié.

Les tissus (3,5 g dans le cas des cals et 0,5 g dans le cas des feuilles) sont
homogénéisés au broyeur de Potter avec 10 ml d'éthanol pur et centrifugés a 10000g
pendant 10 min. Pour obtenir un épuisement complet 4 extractions supplémentaires &
'éthanol sont effectuées. Les surnageants rassemblés (50 ml) présentant fréquemment
une certaine turbidité, une quantité aliquote (10 ml) est soumise & une nouvelle centri-
fugation. La densité optique de l'extrait limpide est alors mesurée a 649 nm et & 665
nm avec un spectrophotométre Unikon.

La concentration en chiorophylle totale est déterminée selon WINTERMANS & DE
MOTS (1965). ‘

Chl a = (13,70 DOges - 5,76 DOeag) pg mi~1

Chi b = (25,80 DOsao - 7,60 DOges) pg mi~1
Chla+Chlb = (6,10 00555 + 20,04 D0649) HG mi™1
3. 7 TRAITEMENTS DES PLANTES EN SERRE

La recherche d'une dose de traitement est effectuée selon la méthodologie sui-
vante : des plantules (9 par barquette) au stade 2 feuilles sont puivérisées avec 2,5
ml d'herbicide & différentes concentrations, a l'aide d'un vaporisateur a bouche Lefranc
et Bourgeois. Le volume appliqué correspond & 1000 | ha~1. Aprés 4 semaines, les
plantes ont été observées et pesées.

Pour comparer la sensibilité des plantes sensibles au Roundup avec celle des
plantes provenant des croisements entre plantes sensibles et plantes sélectionnées, la
méthode suivante a été utilisée. Un montage équipé d'une buse est réglé de maniére a
délivrer 0,5 | ha~1 de Roundup avec un volume de 200 | d'eau. L'application de con-
centrations plus élevées se fait en passant les plantes plusieurs fois sous la buse.
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Fig. 6 : Influence de l'acide naphtylacétique (ANA) et de l'acide 2,4-dichlo-
rophénoxyacétique (2,4-D) sur la croissance (g de matiére fraiche (MF) par boite de Pétri)
d'explants racinaires, apreés 14 jours de culture. Les hormones ont été additionnées au
milieu de base A. La masse initiale d'un explant est de 64 mg. Les écart-types ont été
calculés sur 6 explants.
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4. 1 POTENTIALITES DE DIFFERENTS ORGANES DE LA CHICOREE A CAFE EN CUL-
JURE IN VITRO

Avant d'entreprendre la recherche de Chicorées A café résistantes aux herbici~
des par cultures cellulaires, il était indispensable, en raison de I'absence totale de don-
nées bibliographiques, de vérifier les aptitudes de cette plante en culture in vitro. Pour
cela, nous nous sommes servis de racines tubérisées et de cotylédons issus de ger-
minations.

4. 111 Conditions callogenes

4. "1 Pour explants primaires

De maniére a déterminer les conditions hormonales permettant d'obtenir une
callogénése importante sur des explants primaires de racines tubérisées, une série
d'essais avec I'ANA et le 2,4-D a été mise en place.

Au milieu de base A, nous avons ajouté de I'ANA et du 2, 4--D a différentes
concentrations {agar a 6 g I-1 et pH : 5,5).

Les résultats (fig. 6) montrent qu'aprés 14 jours de culture, la meilleure crois-
sance est obtenue avec 106 M d'ANA et avec 5.10-6 M de 2,4-D. Toutefois pour
ces doses, 'ANA permet une prolifération plus importante (1,1 g par explant) que le
2,4-D (0,9 g par explant). Nous avons donc préféré, pour la suite de notre étude,
utiliser 'ANA, Par allleurs, nous avons observé quen absence d'auxine ou aux falbles
concentrations (5.10-8 ; 10-7 M) des bourgeons se développent.

4. M2 Installation de suspensions cellulaires

Les expériences réalisées sur les explants primaires de racines ont montré
qu'on pouvait induire aisément de la callogénese, il devait donc étre possible d'installer
des suspensions cellulaires soit en transférant des cals formés sur milieu solide en
milieu liquide, soit en plagant directement des explants primaires en milieu liquide.

Avec les deux méthodes, des suspensions cellulaires ont été obtenues. La pha-
se initiale en milieu solide n'‘est par conséquent pas indispensable.

Pensant que les réserves de sucres endogénes contenus dans les explants pri-
maires étaient suffisantes, dans un premier temps, nous n'avons pas apporté de sucre
au milieu d'initiation des suspensions. Mals comme nous avons constaté gu'en présence
de 5 g I"' de saccharose la croissance est meilleure, nous avons été amenés & en
ajouter. Cette quantité est portée & 10 g I-1 lorsque les explants initiaux sont éliminés.
La présence de 15 ou 20 g I-1 de saccharose dans le milieu de culture accélére la
croissance mais entraine une coloration jaune brundtre qui laisse supposer que les
cellules sont en mauvals état physiologique.




Cytokinine Concentration (M) % de cals organogénes |Nombre moyen de bourgeons/
(n=12) explant organogéne
0 83 3,5+23
5.1077 75 2,8+15
Kin 106 100 3225
5.106 91,7 58+32
10°5 75 52+33
5.10"7 100 58121
BAP 106 91,7 4,0+1,9
5.106 83,3 36128
105 58,3 1,6+0,8

Tab. 2 : Influence de la kinétine (Kin) et de la benzylaminopurine (BAP) sur le bourgeonnement
d'explants racinaires aprés 28 jours de cuiture. Les hormones ont été additionnées au milieu de
base A. n représente le nombre d'explants mis en culture par condition.
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4. 112 Conditions de bourgeonnement

4. N21 Sur explants primaires

Les expériences sur la callogénése ont montré que les explants cultivés en
absence d'auxine régénérent des bourgeons. L'apport de cytokinines aux milieux de
culture devalt favoriser ce phénoméne.

Au milieu de base A, nous avons apporté de la BAP et de la kinétine a diffé-
rentes concentrations (agar &4 6 g |- et pH : 5,5).

Le tableau 2 montre que les cytokinines ne sont pas indispensables & la forma-
tion des bourgeons. Néanmoins, la présence plus particulierement de kinétine a4 5.10-6
M ou de BAP & 5.10-7 M augmente le nombre moyen de bourgeons par explant, mais
la taille de bourgeons est alors plus faible. Toutefois ce nombre, peut étre trds varia-
ble d'une racine & l'autre. Cecl est dl au fait que nous avons utilisé un matériel végé—
tal issu d'une population a large base génétique.

4. 1122 Sur cals

L'utilisation des cals impliquait qu'a terme ils puissent régénérer des bourgeons.
Pour le vérifier , des cals ont été placés sur un milieu de base B contenant 5 g I-1 de
saccharose et de la BAP & 5.10-7 M ou de la kinétine 4 10-© M (agar 6 g I-1 et pH
: 5,5). Ces concentrations en hormones ont été choisies car sur les explants primai-
res, elles ont permis d'obtenir 100% de cals organogénes. ‘

Cytokinine (M) n % de cals organogénes
Kin 106 111 42,6
BAP 5.10°7 108 64,7

Tab. 3 : Influence de la kinétine (Kin) et de la benzylamlnopunne (BAP) sur le
bourgeonnement de cals d'origine racinaire, aprés 28 jours de culture Les
hormones ont été additonnées au milieu de base B (saccharose ( 5 g I'1)). n
représente le nombre de cals mis en culture.

Le tableau 3 montre qu'aprés 28 jours de culture, 64% des cals cultivés avec
de la BAP et 42% des cals cultivés avec de la kinétine ont régénéré des bourgeons.

Nous navons pas cherché a améliorer ces pourcentages de régénération car il
n'était pas certain que des cals résistants aux herbicides nécessitent les mémes con-
ditions de régénération que des cals sensibles.
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Fig. 7 : Influence de l'acide naphthylacétique (ANA) et de l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique (2,4-D) sur la croissance (g de matiére fraiche (MF) par
boite de Pétri) d'explants cotylédonnaires aprés 28 jours de culture. Les hormones
ont été additionnées au milieu de base B (saccharose (10 g I'1)). Chaque boite
renferme 6 explants. La masse de matiere fraiche mis en culture par boite est de 48
mg.

Concentration (M) Croissance (g MF /boite)
0 1,414 + 0,521
ANA 106
’ 2,4-D 10°8 1,080 + 0,485
2,4-05.108 2,336+ 0,717
0 4,029 + 1,010
ANA 5.106
2,4-D 108 3,096 + 0,364
2,4-D5.108 3,105 + 0,204

Tab. 4 : Influence de l'acide naphtylacétique (ANA) et de l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique (2,4-D) sur la croissance d'explants cotylédonnaires (g de
matiére fraiche (MF) par boite de Pétri) aprés 28 jours de culture. Les hormones ont
été additionnées au milieu de base B (saccharose (10 g I'1)). Chaque boite contient
6 cotylédons. Les écart-types ont été calculés & partir de 3 boites.

Eclairement (heures / jour) Croissance (g MF / boite)
16 2,746 + 0,408
24 4,123 + 0,453

Tab. 5 : Réle de I'éclairement sur la croissance d'explants cotylédonnaires (g de
matiére fraiche (MF) par boite de Pétri), aprés 28 jours de culture sur le milieu de
base B additionné d'ANA (5.10- M) et de saccharose (10 g I'"). Chaque boite
contient 6 cotylédons. Les écart-types ont été calculés sur 3 boites.
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4. 12 COTYLEDONS ISSUS DE GERMINATIONS

4. 121 Conditions callogénes

4. 1211 Explants primaires

4, 12111 Rdle des auxines

De I'ANA ou du 2,4-D & différentes concentrations ont été additionnés avec du
saccharose (10 g I™1) au milieu de base B gélifié par de l'agar (6 g I”1) (pH : 5,5).

Apreés 28 jours de culture, les croissances les plus importantes ont été obte-
nues avec 5.10-6 M d'ANA et avec 5.10-7 M de 2,4-D (Fig. 7). Comme pour les
racines tubérisées, la prolifération a été pius Intense avec I'ANA, mals des racines se
sont formées méme aux concentrations les plus élevées, ce qui n'était pas le cas avec
le 2,4 -D. Aussi, avons-nous tenté de supprimer ces racines en ajoutant au milieu de
faibles quantités de 2,4-D. Ces apports n'ont pas supprimé la rhizogénése mais ont
par contre entrainé une diminution de la croissance exceptée dans le cas ou 5.10-8 M
de 2,4-D ont été ajoutés a 10-6 M d'’ANA (Tab. 4).

La suite de notre étude nécessitant la production dune biomasse importante,
nous avons préféré utiliser de I'ANA 4 5.10-® M , méme si des racines pouvaient se
former.

4. 12112 Réle de la durde d'éclairement

Les expériences de callogénése ont été réalisées en lumiére continue sans qu'au
préalable le réle de la durée d'éclairement n'ait été étudié. C'est pourquoi des essais
ont été réalisés comparativement en jour long (16 h de lumiére) ou en lumiére conti-
nue.

La croissance s'étant avérée plus importante en lumiére continue (Tab. 5), nous
avons donc continué a utlliser cette condition dans toutes les études Impliquant la
formation de cals.

4. 1212 [nstallation de suspensions cellulaires

La capacité des cotylédons a produire du cal nous permettait d'enviséger I'ins—
tallation de suspensions cellulaires & partir de ce matériel.

Différents essais ont été réalisés. Les cotylédons ont été placés soit directe-
ment en milieu liquide agité, soit aprés une phase de callogénése en milieu solide.

L'obtention de suspensions cellulaires exploitables nécessitant un minimum de 3
mois dans les deux cas, nous avons préféré le plus souvent linduction directe en
milieu liquide car elle est plus simple & mettre en oeuvre.



Concentration (M) Croisssance (g MF / boite)
0 0 8,616 + 1,100
5.108 8,509 + 0,874
Kin

107 8,151 + 1,563
5.108 8,211 + 1,442

BAP
107 8,347 + 0,742

Tab.6 : Réle des cytokinines (kinétine (Kin) et benzylaminopurine (BAP) sur la
croissance (g de matiére fraiche (MF) par boite de Pétri), aprés 28 jours de culture.
Ces hormones ainsi que de l'acide naphtylacétique (5.10-3 M) ont été additionnés au
milieu de base B (saccharose 10 g I''). La masse de l'inoculum mis en culture est de
830 mg par boite. Les écart-types ont été calculés sur 6 boites.

Croissance (g MF/ boite)
w
1
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Fig. 8 : Influence du saccharose sur la croissance (g de matiére fraiche (MF)
par boite de Pétri) d'étalements de suspensions cellulaires, aprés 28 jours de
culture sur le milieu de base B additionné d'acide naphtylacétique (5.10°6 M)
et de benzylaminopurine (10°7 M). La masse de l'inoculum mis en culture est
de 830 mg par boite. Les écart-types ont été calculés sur 3 boites.
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Craignant de perdre le pouvoir organcgéne des suspensions cellulaires au cours
du temps, nous n'avons jamais filtré les cultures lors des repiquages. Les suspensions
ont donc toujours été constituées de cellules isolées et de minicals visibles & I'cell nu.

4. 1213 Développement des cals issus détalements de suspensions cellulaires

4. 12131 Réle des cytokinines

La sélection devant étre effectuée sur des étalements de suspensions cellulai-
res, Il était indispensable qu'en absence d'herbicide ce milleu favorise une croissance
importante de cals et que ceux-ci soient, si possible, chlorophylliens afin de faciliter le
tri des cals. Dans ce but, des cytokinines a différentes concentrations, de I'ANA a
5.10-6 M et du saccharose & 10 g I-1 ont été ajoutés au milieu de base B (agar 6 g
I-1 et pH : 5,5).

Le tableau 6 montre que l'apport de cytokinines a entrainé une trés légeére di-
minution de croissance. Mais comme en présence de BAP & 10-7 M des cals chloro-
phylliens se sont formés, nous avons préféré utiliser dans les milieux qui serviraient
pour les étalements de suspensions cellulaires et I'entretien des cals 'ANA & 5.10-6
M et de la BAP A 107 M dans la mesure ou la sélection serait facilitée.

4. 12132 Réle du saccharose

Le saccharose est un élément du milieu de culture qui peut favoriser la crois-
sance. Nous avons donc additionné au milieu de base B de I'ANA a 5.10-6 M, de la
BAP & 10-7 M , et du saccharose & différentes concentrations. Il apparait que les
suspensions cellulaires étalées en boites de Pétri ont une croissance d'autant plus im-—
portante que la concentration en saccharose est élevée (Fig. 8). Cependant, nous
avons noté que les tissus Jaunissent & partir de 15 g I-1. Nous avons donc préféré
opter ultérieurement pour du saccharose a 10 g I-1.

4. 122 Conditions de bourgeonnement

4. 1221 Sur explants primaires

Avant d'utiliser des suspensions cellulaires pour le programme de sélection, il
convenait de vérifier si des bourgeons pouvaient se former sur des explants cotylédon-
naires. Une série d'essais avec des cytokinines a été menée pour tenter dinduire le
bourgeonnement. De la kinétine et de la BAP a différentes concentrations ainsi que du
saccharose & 5 g |- ont été ajoutés au milieu de base B solidifié par de l'agar a 6

g "1




Cytokinine Concentration (M) % de cals organogénes Nombre moyen de bourgeons/
(n=32) explant organogéne
o 0 0

107 54 1,8

Kin 5.107 100 7.8
106 88 6,2*

5.10°6 84 8,1

107 100 58~

BAP 5.107 97 8,2*
106 100 6,7*

5.10°6 78 4,8*

Tab. 7 : Influence de la kinétine (Kin) et de la benzylaminopurine (BAP) sur le bourgeonnement
d'explants cotylédonnaires, aprés 28 jours de culture. Les hormones ont été additionnées au
milieu de base B ( saccharose 5 g I"' M). n représente le nombre d'explants mis en culture par
condition. Quand le nombre de bourgeons par cotylédon est supérieur & 10, le comptage est
difficile et la valeur 10 a alors été attribuée().

Cytokinine (M) n % de cals organogénes
Kin 106 39 89,4
BAP 5.10°7 26 92,3

Tab. 8 : Influence de la kinétine (Kin) et de la benzylaminopurine (BAP) sur le
bourgeonnement de cals d'origine cotylédonnaire, aprés 28 jours de cuiture.
Les hormones ont été additionnées au milieu de base B ( saccharose 5 g I' M).
n représente le nombre de cals mis en culture.
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Contrairement aux racines (Tab. 7), les cotylédons exigent la présence de
cytokinines pour former des bourgeons. Le nombre moyen de bourgeons par explant
est trés fréquemment supérieur a 10, excepté pour 1077 M de kinétine, ce qui rend
leur denombrement difficile. Leur taille est fonction du nombre moyen de bourgeons
par explant : plus ils sont nombreux, plus ils sont petits. De plus, nous avons consta-
té que du cal pouvait se former avec de la kinétine & 10-6M et avec de la BAP a
partir de 5.10-7 M.

4. 1222 Sur cals

Lutilisation des cotylédons dans le programme de sélection impliquait quon
puisse régénérer des bourgeons sur les cals comme cela avait été possible pour les
racines . Par conséquent, nous avons placé des cals sur des milieux contenant des
cytokinines. Au milieu de base B nous avons ajouté soit de la BAP & 5.10-7 M, soit de

Y

la kinétine a 10-® M (saccharose &4 5 g I"1 et agar a 6 g I-1).

I apparait (Tab. 8) que les deux cytokinines induisent la formation de bour—
geons sur environ 90% des cals. Pour la suite de notre étude, nous avons retenu la
BAP.

4. 13 CONCLUSION

Nous avons montré qua partir de racines tubérisées et de cotylédons de Chi-
corée a café, il était possible d'induire la callogénése, d'installer des suspensions cellu-
laires et de régénérer des bourgeons. Les milieux de culture ayant donné les meilleurs
résultats dans nos conditions expérimentales sont récapitulés dans le tableau 9. Notre
travail de sélection pouvait donc commencer.

Milieu de base Hormones Sacchaross
Callogénése sur explants primaires A ANA 106 M 0
2 Installation de suspensions cellulaires B ANA5.106 M 10gI!
C
r'q Induction du bourgeonnement :
-7
E sur explants primaires A BA? 510 SM 0
S ouKin510° M
sur cals B BAP 5.107 M s5grt
Callogénése sur explants primaires B ANA5.106 M 10g11
C
(.{? Installation de suspensions cellulaires B ANA5.106 M 10g 1
v Entretien des cals B ANA5.108M+BAP 107M | 10gr!
g Induction du bourgeonnement :
-6
o) lants primaires B 10-7M<BAP25.10°M §
N sur explants prim 5.10-7 M < Kin 25.106 M 5911
S
sur cals 8 BAP 5107 M 591

Tab. 9 : Récapitulatif des milieux de culture utilisés dans nos expérimentations. La composition des
milieux de base est donnée § 3. 13.
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Fig. 9 : Effet du glyphosate sur la croissance (en pourcentage d'un contréle
cultivé sans herbicide) d'explants de racines tubérisées, de cotylédons et
d'étalements de suspensions cellulaires aprés 28 jours de culture. Le milieu de
base B est additionné d'acide dichlorophénoxyacétique (10-6 M) pour les
explants racinaires; d'acide naphtylacétique (5.10 -6 M) et de saccharose (10g1)
pour les explants cotylédonnaires; d'acide naphtylacétique (5.10°€ M), de
benzylaminopurine (107 M) et de saccharose (10 g ') pour les étalements de
suspensions cellulaires.
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4. 2 SELECTION AVEC LE GLYPHOSATE

Pour - commencer notre étude nous avions A notre disposition quatre types de
tissus : des racines tubérisées, des cotylédons et des suspensions celiulaires d'origine
cotylédonnaire et racinaire. Nous connaissions les conditions de milieux nécessaires a
la callogénése. Il était alors indispensable de définir la dose d'herbicide & employer
dans ces milieux pour empécher la croissance des cellules sensibles tout en autorisant
le développement des cellules résistantes.

A cet effet, nous avons ajouté aux milleux de culture des concentrations crois—
santes de glyphosate et nous avons déterminé le poids des inoculums au moment de
'ensemencement et aprés 28 jours de culture, en présence et en absence d'herbicide.
Cela, nous a permis d'exprimer la croissance en pourcentage par rapport aux lots té-
moins cultivés sans herbicide.

(MF obtenue - MF initiale)
pour une concentration d'herbicide donnée
Croissance en % du contrdle = X 100
(MF obtenue — MF Initiale)
sans herbicide

Les résultats (Fig. 9) montrent quil existe une différence d'efficacité selon le
type de matériel végétal utilisé. Le glyphosate est plus actif sur les cotylédons (Diso :
2.10-5 M) que sur les étalements de suspensions cellulaires dorigine cotylédonnaire
(DIso : 3.10-4 M) et que sur les explants racinaires (DIso : 103 M).

Par conséquent, il est indispensable de définir une dose de sélection en fonction
des tissus. Celles que nous avons retenues sont les suivantes:

- 5103 M de glyphosate pour les étalements de suspensions cellulaires

- entre 10-4 et 2,5 10-4 M de glyphosate pour les cotylédons.

Nous avons décidé d'abandonner les explants de racines tubérisées pour plu-
sieurs raisons :

- Les réserves Importantes contenues dans les explants racinaires pouvaient
étre a l'origine d'une sensibilité plus faible au glyphosate.

- Le développement de cellules résistantes au coeur d'un explant racinaire,
compte tenu de sa taille, aurait pu passer inapercgu.

- En absence dherbicide, nous avons constaté qu'il existait d'une racine a
l'autre une grande variabilité de croissance due probablement a la variabilité génétique
du matériel végétal. En conséquence, nous avons également abandonné les suspensions
cellulaires provenant de ces tissus.
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Fig. 10 : Effet des acides aminés aromatiques : phénylalanine, tyrosine et tryptophane, utilisés
individuellement ou associés a des concentrations variables, sur la croissance (g de matiére fraiche (MF)
par boite de Pétri) d'étalements de suspensions cellulaires cultivés en présence (B) ou non (A) de
glyphosate (10'3 M) pendant 28 jours. Le milieu de base B est additionné d'acide naphtylacétique (5.10°6
M), de benzylaminopurine (10-7 M) et de saccharose (10 g I-1). La masse de l'inoculum mis en culture est
de 830 mg par boite. Les écart-types ont été calculés sur au moins 2 répétitions de 5 boites chacune.
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4. 22 ESSAIS DE REVERSION

Avant d'entreprendre la sélection avec le glyphosate, nous avons voulu vérifier si
le mode d'action du glyphosate décrit dans la littérature était valide dans le cas de la
Chicorée a café et si par conséquent il était possible de lever linhibition de croissance
provoquée par cet herbicide. Les travaux de STEINRUCKEN & AMRHEIN (1980) ont
montré que le glyphosate bloque l'action de 'EPSP synthase. Cela conduit & un arrét
de la synthése des acides aminés aromatiques phénylalanine, tyrosine, tryptophane. On
pouvait donc penser gu'en les ajoutant au milieu de culture, on annulerait l'action
inhibitrice de 'herbicide.

4. 221 Acldes aminés aromatigues

Nous avons apporté les acides aminés aromatiques & différentes concentrations
individuellement ou en association a4 des milieux contenant ou non du glyphosate. Nous
avons choisi délibérément d'utiliser une concentration en herbicide (10-3 M) qui n'inhi-
be pas totalement la croissance (85%) des étalements de suspensions celiulaires, afin
de ne pas se trouver dans une situation ou les effets n'auraient plus été physiologi-
ques.

Les résultats (Fig. 10) montrent que

- Il n'y a pas de réversion de l'action du glyphosate quelles que soient la con-
centration et la combinaison d'acides aminés employées.

- La phénylalanine exerce une action inhibitrice sur la croissance des celliules
cuitivées en absence d'herbicide qui est fonction de la concentration utilisée.

- La tyrosine et le tryptophane seuls ou associés influent trés modérément sur
la croissance des cellules.

- Par contre l'association de la phénylalanine a la tyrosine et/ou au tryptopha-
ne entraine une inhibition égale ou supérieure a celle obtenue avec la phénylalanine
seule.

L'action inhibitrice de la phénylalanine a rendu difficlle l'interprétation des essais
de réversion avec le glyphosate. Les résultats ne permettaient donc pas de conclure a
une inhibition de 'EPSP synthase par le glyphosate.

4. 222 L'acide chorismique

Pour tenter de contourner cette difficulté, nous avons ajouté au milieu de cui-
ture de l'acide chorismique qui est situé en amont dans la voie métabolique des acides
aminés aromatiques (Fig. 5) et dont la synthése est également bloquée lorsque I'EPSP
synthase ne fonctionne pas.
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Fig. 12 : Effet de l'acide a-cétoglutarique sur la croissance (g de matiére fraiche (MF) par
boite de Pétri) d'étalements de suspensions cellulaires cultivés pendant 28 jours en
présence ou non de glyphosate (1073 M). Le milieu de base B est additionné d'acide
naphtylacétique (5.10°® M), de benzylaminopurine (10-3 M) et de saccharose (10 g ). La
masse de l'inoculum mise en culture est de 830 mg par boite. Les écart-types ont été
calculés sur au moins 2 répétitions de 5 boites chacune.
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Fig. 13 : Effet de I'acide glutamique sur la croissance (g de matiére fraiche (MF) par boite de
Pétri) d'étalements de suspensions cellulaires cultivés pendant 28 jours en présence ou
non de glyphosate (10-3 M). Le milieu de base B est additionné d'acide naphtylacétique
(5.10-6 M), de benzylaminopurine (107 M) et de saccharose (10 g I'1). La masse de
l'inoculum mise en culture est de 830 mg par boite. Les écart-types ont été calculés sur 5
boites.
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Fig. 11 : Effet de I'acide chorismique sur fa croissance (g de matiére fraiche (MF) par boite
de Pétri) d'étalements de suspensions cellulaires cultivés pendant 28 jours en présence
ou non de glyphosate (10-3 M). Le milieu de base B est additionné d'acide
napthylacétique (5.106 M), de benzylaminopurine (10-7 M), de saccharose (10 g I). La
masse de l'inoculum mise en culture est de 830 mg par boite. Les écart-types ont été
calculés sur au moins 2 répétitions de 5 boites chacune.

Il apparait (Fig. 1) qu'en absence de glyphosate, cette molécule n'est pas toxi-
que pour les cellules méme si aux fortes concentrations elle peut inhiber légérement la
croissance. Son addition, dans le milieu de culture en présence de glyphosate n'a pas
permis de lever I'inhibition provoquée par I'herbicide.

4. 223 Acide a-cétoglutarique et acide glutamigue

Le blocage de I'EPSP synthase conduit & une accumulation de shikimate-3-
phosphate (S3P). Selon JENSEN (1986b), cela entrainerait une perte d'énergie (1
molécule de phosphoénolpyruvate (PEP) et 1 molécule d'érythrose-4-phosphate (E4P)
par molécule de S3P accumulé (Fig. 5). KILLMER et al. (1981) et BODE et al. (1985)
ont observé que l'acide pyruvique, l'acide «-cétoglutarique et le glutamate via vraisem-—
blablement l'acide o-cétoglutarique permettent de lever linhibition de croissance due au
glyphosate chez la Carotte et Candida maltose, respectivement. Nous avons voulu
vérifier si en ajoutant ces molécules a différentes concentrations au milieu de culture
on parvenait a anruler l'effet inhibiteur du glyphosate.

L'acide o-cétoglutarique n'a pas d'action inhibitrice sur la croissance des cellu-
les (Fig. 12) en absence de glyphosate, excepté A la dose de 5.10-2 M. Mais il ne
permet cependant pas de lever l'inhibition de croissance provoquée par le glyphosate.

L'acide glutamique apporté au milieu de culture a un effet légérement inhibi-

teur & partir de 5.10-3 M(Fig. 13). En présence du glyphosate, aucune réversion n'a pu
étre observée.
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Fig. 14 : Effet de I'acide indolylacétique (AIA) sur la croissance (g de matiére fraiche (MF)
par boite de Pétri) de cals cultivés pendant 28 jours en présence ou non de glyphosate
(10-3 M). Le milieu de base B est additionné d'acide naphtlylacétique (5.10°6 M), de
benzylaminopurine (10-7 M) et de saccharose (10 g I-1). La masse de l'inoculum mise en
culture est de 73 mg par boite. Les écart-types ont été calculés sur 5 boites.
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4. 224 AIA

Le glyphosate entraine une diminution des concentrations en AlA (LEE, 1982a;
1982b; LEE et al, 1983). Les travaux de LEE (1980a; 1982a) mentionnent quil est
possible de réverser l'action du glyphosate en apportant des auxines (AIA ou 2,4D) au
milieu de culture.

Nous avons tenté de supprimer l'effet inhibiteur du glyphosate en additionnant
de I'AIA & différentes concentrations, & nos milieux de culture.

La encore, aux concentrations ol I'AlA n'est pas toxique (Fig. 14) c'est-a-dire
jusqu'a 10—5 M, il n'a pas été possible de lever |'inhibition de croissance provoquée par
le glyphosate.

4. 225 Conclusion

Tous les essais que nous avons effectués pour tenter de réverser l'action du
glyphosate ont été infructueux. Mais cela ne signifie pas que les mécanismes d'action
proposés pour le glyphosate sont & remettre en cause pour la Chicorée. Le blocage de
I'EPSP synthase peut avoir des conséquences multiples : épuisement en acides ami-
nés, entrée incontr8lée d'intermédiaires carbonés phosphorylés dans la voie shikimate,
etc... En apportant au milieu de culture seulement certains éléments, il est possible
que I'on ne puisse pas annuler I'ensembie des effets. C'est pourquoi, bien que le mode
d'action de cette molécule, chez la Chicorée, ne soit pas vérifi€ nous avons tout de
méme entrepris la sélection avec le glyphosate.

4. 23 ISOLEMENT DE SOUCHES CELLULAIRES PROLIFERANT SUR UN MILIEU DE
SELECTION

Des résultats préliminaires nous ont montré que sans appliquer de pression de
sélection, le glyphosate était moins actif sur les cals dérivant de cotylédons que sur
les cotylédons eux-mémes. On ne pouvait par conséquent, pas trier les cals issus de
cotylédons avec la dose de sélection que nous avions définie pour les cotylédons.

Dans la mesure ou la sensibilité des suspensions cellulaires ne variait pas dans
le temps, nous avons donc jugé qu'il était préférable de les utiliser pour la suite de
notre étude.

Deux souches d'origine distincte ont été isolées :

- R1 : au cours du 2éme passage sur un milieu solide contenant 5.10-3 M de
glyphosate. Elle provient d'une suspension cellulaire qui a été entretenue pendant 10
mois avec 10-4 M de glyphosate.

- R2 : au cours du 8éme passage sur un milieu solide contenant 5.10-3 M de
glyphosate. Elle provient d'une suspension cellulaire qui a été entretenue pendant 8
mois avec 10-3 M de glyphosate.

Aucune souche n'a pu étre isolée a partir de suspensions cellulaires entrenues
sans herbicide.
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Fig. 15 : Effet du glyphosate sur la croissance (en pourcentage d'un contréle
cultivé sans herbicide) de cals sensibles (S) et sélectionnés (R1 et R2) apres
28 jours de culture. Le milieu de base B est additionné d'acide naphtylacétique
(5.10°6 M), de benzylaminopurine (10-7 M) et de saccharose (10 g I'!).La
croissance de matiére fraiche par boite de Pétri en fin de culture est de 2,184 g
pour S, de 1,173 g pour R1 et de 1,706 g pour R2. La masse de inoculum
mise en culture est de 73 mg.
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Fig. 16 : Teneur en acide shikimique dans les cals sensibles (S) et sélectionnés (R1 et
R2) cultivés en présence ou non de glyphosate (10-3 M) aprés 12 heures, 1,2,30u 7
jours de culture. Le milieu de base B est additionné d'acide naphtylacétique (5.106
M), de benzylaminopurine (107 M) et de saccharose (10 g I'1).
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NEES ET SOUCHES SENSIBLES
4. 241 Croissance

Les colonies tissulaires sélectionnées R1 et R2 et sensibles S ont été placées
sur un milieu de prolifération contenant des quantités variables de glyphosate. Aprés
28 jours de culture, les tissus ont été pesés et la croissance en % du contrdle a é&té
calculée selon la formule définie au § 4. 21.

Nous avons observé qu'en absence dherbicide la croissance des souches R1
(1,173 g par boite) et R2 (1,706 g par boite) est plus faible que celle de la souche S
(2,184 g par boite) d'environ 50 et 25% respectivement.

En présence d'herbicide (Fig. 15) les cals sélectionnés R1 et R2 sont capables
de se développer sur des milieux contenant des concentrations d'herbicide beaucoup
plus élevées que les cals sensibles S. Les deux souches R1 et R2 ont un comporte-
ment analogue. La DI50 de R1 et de R2 est de 2,5.10-2 M tandis que celle de S est
de 10-3 M. Les tissus sélectionnés ont donc une DI50 25 fois supérieure A celle des
tissus sensibles.

4. 242 Acide ghikimigque

Comme les tissus traités au glyphosate accumulent d'importantes quantités
d'acide shikimique (AMRHEIN et al., 1980b, 1981, 1983), nous avons voulu contréler s'il
existait une différence d'accumulation entre les cals sélectionnés et les cals sensibles.

Des cals R1, R2 et S ont été placés sur un milieu de prolifération en présence
ou non de 5.10-3 M de glyphosate. Les tissus ont été récoltés a différents moments
aprés la mise en culture et lyophilisés. L'acide shikimique a été extrait et dosé selon
le protocole décrit précédemment (§ 3. 62).

Il apparait qu'en absence de glyphosate (Fig. 16) les tissus S n'accumulent pas
d'acide shikimique au cours du temps. Par contre, en présence de glyphosate les
quantités accumulées augmentent considérablement en fonction de la durée de la
culture. Les tissus R1 et R2, quant a eux, contiennent de l'acide shikimique en absence
d'herbicide; le maximum est atteint aprés 24 heures de culture, ensuite les quantités
décroissent rapidement au cours du temps. Lorsqu'on ajoute du glyphosate au milieu de
culture des tissus R1 et R2, ils n'accumulent a peine plus d'acide shikimique que lors—
qu’ ils sont cultivés sans herbicide. Donc contrairement & ce qui ce passe chez les
tissus S, le glyphosate ne déclenche pas d'accumulation d'acide shikimique dans les
deux souches sélectionnées R1 et R2.

La présence d'une quantité importante d'acide shikimique dans les tissus S de
Chicorée a café traités a I'herbicide est donc une preuve indirecte que le glyphosate
bloque le fonctionnement de I'EPSP synthase. Les tissus R1 et R2 en accumulant peu,
on pouvait se demander si c'était lié a une activité plus importante de l'enzyme ou a
une insensibilité¢ de celle-ci au glyphosate.
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Fig. 17 : Comparaison de I'effet du glyphosate sur l'activité EPSP synthase
(en pourcentage d'un contréle mesuré sans herbicide) de cals sensibles (S)
et sélectionnés (R1) .
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4. 243 Activité EPSP synthase
Pour tenter de répondre & ces questions, nous avons extrait I'enzyme EPSP

synthase (§ 3. 631) des cals S, R1, R2, cultivés sur un milieu sans herbicide, en
phase de croissance active et mesuré son activité spécifique (§ 3. 632).

Souches Activité spécifique Rapport
{nkat / mg de protéines)

S 0,25 + 0,13
R1 1,11 0,40 . x4,4
R2 1,01 £0,21 x4

Tab. 10 : Comparaison de I'activité spécifique EPSP synthase de cals sensibles
(S) et sélectionnés (R1 et R2). Les extractions ont été répétées au moins 3 fois.
Les dosages ont été effectués en double aprés 3 temps différents d'incubation.

On constate que par rapport aux tissus sensibles (Tab. 10), l'activité spécifique
des tissus R1 et R2 est plus élevée, respectivement de 4,4 et de 4 fois.

Nous avons aussi mesuré l'activité EPSP synthase des cals S et R1 en fonction
de la concentration en glyphosate (§ 3. 633). Les résultats montrent que I'enzyme is-
sue des 2 souches est inhibée de la méme maniére (Fig. 17). Dans les deux cas, il y
a 50% de perte d'activité en présence de 2 yM de glyphosate. ) .

L'aptitude des tissus R1 et R2 & proliférer en présence de concentrations de
glyphosate plus élevées que les tissus S est donc associée a la non-accumulation
d'acide shikimique en liaison avec l'augmentation de l'activité EPSP synthase. L'enzyme
étant sensible au glyphosate, la suractivité pourrait s'expliquer par une quantité de
protéine EPSP synthase produite plus importante que dans les tissus S.

3. 244 Concentration en chlorophylle totale

Si les deux souches sélectionnées R1 et R2 présentent une sensibilité au gly-
phosate comparable, leur aspect est trés différent. Les cals de la souche R1 sont trés
chlorophylliens et trés durs tandis que ceux de la souche R2 sont beaucoup moins
chlorophylliens et plus friables.

In vitro, nous avons observé que le glyphosate entrainait un “jaunissement” des
tissus S. Nous avons donc mesuré la quantité de chlorophylle totale contenue dans les
tissus S et dans les tissus R1 et R2 (entretenu ou non avec 5.10-3 M de glypho-
sate), 15 jours aprés leur transfert sur un milieu contenant ou non du glyphosate a
5.10-3 M.
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Fig. 18 : Contenu en chlorophylle des cals sensibles (S) et sélectionnés (R1) (entretenu
préalablement pendant 32 mois avec ou sans 5.10-3 M de glyphosate) et (R2) (entretenu
prélablement pendant 27 mois avec ou sans 5.10-3 M de glyphosate), 15 jours aprés leur
transfert sur un milieu contenant ou non 5.10°3 M de glyphosate. Le mileu de base B est
additionné d'acide naphtylacétique (5.106 M), de benzylaminopurine (10-7 M) et de

saccharose (10 g I').

% de cals organogenes
Nombre
de
passages S R1
n=70 n =250
1 23 4
2 51 29
3 58 45
4 58 55

Tab. 11 : Influence du nombre de passages sur le bourgeonnement de cals
sensibles (S) et sélectionnés (R1). Le milieu de base B est additionné de
benzylaminopurine (5.10~7 M) et de saccharose (5 ¢ I'). n représente le
nombre de cals mise en culture. La durée d'un passage est de 4 semaines.
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On observe que la présence de glyphosate entraine une réduction des teneurs
en chlorophylle dans les tissus S (Fig. 18). Cela doit s'accentuer avec le temps de
contact car aprés 1 mols de culture, nous avons toujours observé que les cals
n'étaient plus chlorophylliens.

La souche R1 entretenue ou non avec du glyphosate sur une longue durée con-
tient des quantités de chlorophylle trés supérieures & la souche S. Par rapport a la
souche entretenue en présence de glyphosate, la souche entretenue sans herbicide
contient des quantités de chlorophylle plus faibles mais I'addition de glyphosate n'‘en-
traine pas une diminution de la teneur en chiorophyile.

La souche R2 entretenue avec le glyphosate présente des teneurs en chloro-
phylle comparables & celles de la souche S. Lorsque les cals sont entretenus en ab—
sence prolongée dherbicide, la concentration en chlorophylle est plus falble que lors-
qu'ils sont entretenus en présence de glyphosate, comme pour la souche R1. Mais
lorsqu'on remet les cals entretenus sans herbicide en contact avec du glyphosate, la
quantité de chlorophylle reste constante.

Par conséquent, chez les souches R1 et R2 le glyphosate n'entraine pas de di-

minution des teneurs en chiorophylle, contrairement & ce qui se produit avec la sou-
che S.

4. 25 OBTENTION DE VITROPLANTS

L' isolement de souches capables de se développer sur des doses d'herbicides
plus élevées que les souches S, nous a conduit & la régénération de plantes, ce qui
Impliquait d'induire la formation de bourgeons puis celle de racines.

4. 251 Conditions de bourgeonnement
4. 251 Sur cals R1
4. 25111 Rdle du temps de culture

Nous avons tout d'abord utilisé le milieu de culture qui avait permis d'induire le
meilleur bourgeonnement sur des cals S (milieu de base B avec de la BAP a 5107 M
et du saccharose & 5 g I-7) et nous avons noté le pourcentage de cals qui produi-
saient des bourgeons en fonction du temps.

Il apparait (Tab. 11) que les cals R1 forment des bourgeons plus lentement que
les cals S. Au 2éme passage, 51% des cals S présentent des bourgeons contre seule—
ment 297% des cals R1. A l'issue du 4éme mois de culture, les cals S et Rl ont le
méme pourcentage de régénération.




% de cals organogénes (n=40)
Nombre Souches
de S R1
passages Milieux de base
Ms MS72 MS MS/2
1 15 13 5 1
2 65 48 48 49

Tab. 12 : Influence du milieu minéral sur le bourgeonnement de cals sensibles (S) et
sélectionnés (R1) en fonction du nombre de passages. MS correspond aux
éléments minéraux complets de MURASHIGE & SKOOG (1962) et MS/2 aux
mémes éléments dilués de moitié. Le milieu de base B est additionné de
benzylaminopurine (5.10°7 M) et de saccharose (5 g I') La durée d'un passage est
de 4 semaines. n représente le nombre de cals mis en culture par condition.

Concentration (M)

BAP5.1077 BAP 5.10°7 + ANA 1077
n 50 50
% de cals non ou
partiellement nécrosés 94 96
1
Nombre % de ces cals avec 0 0
bourgeons
de
passages % de cals non ou
2 partiellement nécrosés 68 58
% de ces cals avec 9 0
bourgeons
Tab. 13 Influence de l'acide naphtylacétique (ANA) en présence ou non de

benzylaminopurine (BAP) sur le pourcentage de cals sélectionnés (R2) pas ou seulement
partiellement nécrosés et le pourcentage de ces cals avec bourgeons en fonction du nombre
de passages. La durée d'un passage est de 4 semaines. Les hormones ont été additionnées

au milieu de base B (saccharose 5 g I'1). n représente le nombre de cals mis en culture.
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4. 25112 Réle de la présence du glyphosate

Cette induction du bourgeonnement ayant eu lieu en absence de glyphosate,
nous avons voulu contrller si elle pouvait se produire en sa présence.

Les cals R1 ont bien régénéré des bourgeons mais ils sont apparus trés tardi-
vement (aprés cing mois de culture). Les cals S sont quant & eux, morts dés le fter
mois de culture.

Donc contrairement & la souche S, la différenciation des bourgeons sur la sou-
che Rl peut &tre induite en présence de glyphosate mais le ralentissement observé
dans la néoformation de bourgeons nous a conduit & ne plus ajouter de glyphosate aux
milieux d'induction.

4. 2513 Réle de la composition du milieu

Pour tenter d'accélérer la néoformation des bourgeons, nous avons modifié la
composition minérale du milieu diinduction. Les cals R1 et S ont été ensemencés sur
un milieu identique & celui du § 4. 25111 et sur un milieu dont les sels minéraux ont
été réduits de moitié.

La compositlon minérale du milieu de culture n'a pas entrainé pour les cals Rl
de modification du pourcentage de régénération en fonction du temps de culture (Tab.
12). Avec les cals S, ce pourcentage est plus faible lorsque les sels minéraux sont
réduits de moitié.

Le milieu minéral complet donnant des résultats comparables pour la souche R1
et supérieurs pour la souche S a celui réduit de moitié, nous avons décidé d'employer
e milieu complet.

4. 2514 Conclusion

La régénération de bourgeons sur la souche R1 est donc possible. Le milieu
d'induction que nous avons défini n'est peut-&tre pas le meileur, mais nous avons es-
timé qu'il nous permettrait d'obtenir suffisamment de bourgeons pour obtenir des plan-
tes aprés enracinement.

4. 2512 Sur Cais RZ2

4. 25121 Réle de l'auxine

Dans un premier temps, les tissus R2 ont é&té placés sur le milieu d'induction
défini pour R1.

Aprés 2 mois de culture (Tab. 13) en absence d'ANA, 30% des cals sont morts
et le bourgeonnement est trés faible (9%) sur les cals pas ou partiellement nécrosés.




BAP (M)
107 5.1077 106
n 40 387 40
% de cals non ou 92 94 97
partiellement nécrosés
% de ces cals avec 0 0 0
bourgeons
Nombre % de cals non ou 85 57 80
partiellement nécrosés
de
% de ces cals avec 20 15 9
passages bourgeons
% de cals non ou 100 65 100
partiellement nécrosés
% de ces cais avec 10 18 10
bourgeons
Tab. 14 : Influence de la concentration en benzylaminopurine (BAP) sur le

pourcentage de cals sélectionnés (R2) pas ou seulement partiellement nécrosés
et le pourcentage de ces cals avec bourgeons en fonction du nombre de
passages. L'hormone a été additionnée au milieu de base B (saccharose 5 g .
La durée d'un passage est de 28 jours. n représente le nombre de cals mis en

culture.

Kin (M)
5.107 106 5.108
n 70 70 30
% de cals pas ou 76 78 73
Nombre partiellement nécrosés
% de ces cals avec 0 0 0]
de bourgeons
% de cals pas ou 17 27 3
passages partiellement nécrosés
% de ces cals avec 8 15 100
bourgeons

Tab. 15 : Influence de la concentration en kinétine (Kin) sur le pourcentage de

cals sélectionnés (R2) pas ou partiellement nécrosés et le pourcentage de ces
cals avec bourgeons en fonction du nombre de passages. L'hormone a été
additionnée au milieu de base B (saccharose 5 g I'"). La durée d'un passage est
de 28 jours. n représente le nombre de cals mis en culture.
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Nous avons pensé que l'absence brutale d'ANA dans le milieu d'induction pouvait
étre a l'origine de la mort des cals R2. C'est pourquoi une faible quantité d'’ANA (10-7
M) a été ajoutée a la BAP.

Dans ces conditions (Tab. 13), la mortalité des tissus R2 a légérement aug-
menté (40% aprés 2 mois de culture) et les cals ne régénérent plus de bourgeons.

4. 25122 Réle des cytokinines
4, 251221 BAP

La concentration de BAP utilisée pour régénérer des bourgeons sur la souche
R1 ne produisant pas des effets analogues sur la souche R2, des essais de bourgeon-
nement ont été réalisés sur différentes concentrations de BAP.

Le tableau 14 montre qu'aprés 3 mois de culture, quelle que soit la dose de
BAP employée, le pourcentage de cals pas ou partiellement nécrosés est faible, infé-
rieur & 20%. La régénération semble plus importante aprés 3 mois de culture avec la
BAP a4 10-7 M et & 10~ M. Cependant, si on rapporte le pourcentage de cals orga-
nogeénes au nombre d'explants mis en culture, on s'apercoit qu'il est préférable d'avoir
un grand pourcentage de cals vivants méme s'ils régénérent moins, plutdt que le con-
traire. La BAP & 5.10-7 M est par conséquent la concentration que nous avons choi-
sie.

4. 251222 Kinétine

La mort des cals pouvait étre liée a la nature de la cytokinine utilisée (BAP),
par conséquent, nous avons testé les effets de la kinétine.

I apparait que les cals se nécrosent encore plus rapidement en présence de
kinétine que de BAP (Tab. 15). Aprés 2 mois de culture, seulement 27% des cals ont
survécu et ceci pour la moins mauvaise des concentrations 10-8M. Nous avons donc
continué a utiliser la BAP.

4. 25123 Réle du sucre

L'origine de la mortalité des cals n'étant toujours pas Iidentifiée, nous nous
sommes demandé quel était le réle du sucre. Au milieu de base B comprenant de la
BAP a4 5.10-7 M, nous avons ajouté du saccharose ou du maltose A diverses concen-
trations.




Saccharose (g I“)

Maltose (g I‘1)

bourgeons

5 10 15 5 10 15
n 100 30 30 120 120 50
% de cals pas ou 94 60 53 92 78 60
partiellement nécrosés
% de ces cals avec 3 0 0 1 0 0
bourgeons
Nombre % de cals pas ou 62 25 30 65 70 50
partiellement nécrosés
de
% de ces cals avec 5 3 22 6 4 0
passages bourgeons
% de cals pas ou 36 0 0 28 51 46
partiellement nécrosés
% de ces cals avec 36 0 0 30 41 26

Tab. 16 : Influence de la concentration en saccharose et en maltose sur le pourcentage de cals
sélectionnés (R2) pas ou partiellement nécrosés et le pourcentage de ces cals avec bourgeons en
fonction du nombre de passages. Le milieu de base B est additionné de benzylaminopurine (5.10-7
M). La durée d'un passage est de 28 jours. n représente le nombre de cals mis en culture.

Saccharose (g I‘1)

enracinés

0 5 10 20
n 21 522 169 157

% de bourgeons vivants 24 65 74 67

% de bourgeons vivants 2 2 2 5

Tab. 17 : Influence du saccharose sur le taux de survie des bourgeons
sélectionnés (R1)et le pourcentage d'enracinement des bourgeons vivants,
aprés 2 mois de culture. Les milieux (de base A sans hormone) ont été
renouvelés aprés 1 mois de culture. n représente le nombre de bourgeons

mis en culture.
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Le saccharose (Tab. 16) a entrainé trés rapidement des nécroses aux concen-—
trations les plus fortes (10 et 15 g I"). A 5 g I-1, il a permis aprés 3 mois de cultu-
re a 36% des cals de survivre. Ceux-ci ont régénéré des bourgeons dans 36% des
cas.

Le maltose a 10 et 15 g I-1 a favorisé la survie d'environ 50% des cals aprés 3
mois de culture. Le meilleur pourcentage de régénération (41%) a é&té obtenu avec la
concentration de 10 ¢ I-1. -

La concentration plus que la nature du sucre semble donc responsable de la
survie des cals. '

La capacité des cals & régénérer, exprimée en fonction du nombre de cals en-
semencés et non du nombre de cals pas ou partiellement nécrosés, est encore tres
faible, de l'ordre de 21% avec la meilleure concentration en maltose (10 g I-1) et de
13% avec la meilleure concentration en saccharose (5 g I-1).

4. 25124 Conclusion

La régénération des bourgeons sur la souche R2 est possible mals elle est
difficile & induire en raison d'une mortalité importante des cals. Les différents milieux
testés n'ont pas permis d'améliorer de maniére importante le taux de survie des ex-
plants. Néanmoins, le nombre des bourgeons formés sur les explants qui régénérent
permet d'envisager |'obtention de plantes par la recherche dun milieu favorable a
I'enracinement.

4. 252 Conditions d'enracinement

4, 2521 Sur bourgeons R1

Compte-tenu des difficultés d'enracinement, nous avons testé différents fac-
teurs susceptibles de I'améliorer.

4. 25211 Le saccharose

Pour induire l'enracinement des bourgeons R1, nous les avons placés sur un mi-
lieu comprenant le milieu de base A (agar a 6 g I-1) et différentes concentrations de
saccharose.

{| apparait (Tab. 17) que si le saccharose est indispensable & la survie des ex-
plants, la concentration utilisée n'influence pas I'enracinement qui dans tous les cas est
quasiment nul.

Comme cette expérience n'a pas permis de dégager la meilleure concentration a
utiliser, nous avons arbitrairement décidé d'employer le saccharose & 5 g I=1 pour les
expériences suivantes.



AIA (M) ANA (M) AIB (M)
0 5107 108 5106 105 | 108 5108 107 5107 106 s5106] 107 10® 5106 105
n 106 332 64 64 22 21 21 21 42 21 21 22 2 22 22
% de bourgeons .
vivants 50 60 48 34 23 57 57 52 45 52 a3 40 55 36 18
% de bourgeons .
vivapt§ 0 2 3 9 ¢} 0 8 01 16 9 0 -0 25 17 25
enracines

Tab. 18 : Influence de l'acide indolylacétique (AlA), de I'acide naphtylacétique (ANA) et de I'acide
indolylbutyrique (AIB) sur le taux de survie des bourgeons sélectionnés (R1) et le pourcentage
d'enracinement des bourgeons vivants, aprés 2 mois de culture. Les milieux (base A, saccharose 5
g I"1)ont été renouvelés aprés un mois de culture. n représente le nombre de bourgeons mis en

culture.

AIB (mg mi™)
0 0,1 0,2 0,5 1
n 21 26 26 26 257
% de bourgeons vivants 61 31 46 23 54
% de bourgeons vivants 0 0 16 0 51
enracinés

Tab. 19 : Effet du trempage (1 & 2 secondes) de Ia base des bourgeons sélectionnés (R1) dans une
solution d'acide indolylbutyrique (AIB) sur le taux de survie des bourgeons et le pourcentage
d'enracinement des bourgeons vivants, aprés 2 mois de culture sur un milieu (base A, saccharose
5 g I'') sans hormone. Les milieux ont été renouvelés aprés 1 mois de culture et & ce moment-1a un
nouveau trempage a été effectué. n représente le nombre de bourgeons mis en cuiture.
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4. 25212 lLes auxines

Le rble des auxines dans l'enracinement est maintenant bien connu; nous avons
ajouté au milieu décrit au paragraphe précédent, de I'AlA, de 'ANA et le I'AIB & diffé-
rentes concentrations.

Au-dela de 5.10-7 M, I'AlIA (Tab. 18) entraine une mortalité importante des
bourgeons qui est fonction de la concentration utilisée et le taux d'enracinement est
trés faible. L'AIA étant une hormone naturelle, elle a certainement été dégradée par la
lumiére au cours de la culture,

Les bourgeons placés sur des milieux avec de I'ANA ont un taux de survie
comparable & celui des bourgeons cultivés sans hormone, excepté pour la concentra—
tion 5106 M ob il est plus faible. Le meilleur taux d'enracinement, quoique toujours
trés faible a été obtenu avec de 'ANA & 5.10-7 M.

Les bourgeons cultivés en présence d'AIB ont jusqu'a 10-® M un taux de survie
comparable & celui des bourgeons cultivés sans hormone, ensuite il décroit. Le taux
d'enracinement des bourgeons survivants atteint 25% avec 10°® M et 10-5 M. Cette
valeur est falble rapportée au nombre de bourgeons mis en culture mals cependant
meilleure par rapport aux résultats obtenus avec les autres auxines testées.

4, 25213 Le trempage dans une solution d'AlB

Les auxines incorporées au milleu de culture ont condult & une légére augmen-—
tation du taux d'enracinement, en particulier avec I'AIB. On pouvait alors se demander
si leur présence prolongée n'entrainait pas une action inhibitrice ce qui nous a conduit
a vérifler si le trempage de la base des bourgeons dans une solution d'AlB concentrée,
pendant un temps bref (1 & 2 s) ne suffisait pas pour induire i'enracinement aprés
transfert sur un milieu sans hormone (§ 4. 25211).

Les résultats du tableau 19 montrent que le trempage dans des solutions d'AlB
comprises entre 0,1 et 0,5 mg mi-1 n'induisent pas ou peu l'enracinement. Par contre,
sur les 50% des bourgeons qui survivent, le trempage dans une solution d'AIB & 1 mg
mi~1 permet d'obtenir un taux d'enracinement de 50%.

4, 25214 Conclusion

Limportante mortalité des bourgeons que lon a pu noter lors des essals
d'enracinement est en partie imputable a4 leur taille parfois réduite (0,5 cm) et & leur
mauvais état physiologique (trés souvent vitreux).

L'enracinement des bourgeons R1 a été trés difficile A induire. Aprés avoir testé
diverses compositions de milieux de culture, nous sommes parvenus gréce a la techni-
que du trempage dans une solution d'AIB & 1 mg mi~' & provoquer I'enracinement de
50% des-bourgeons. survivants, soit 25% des bourgeons traités. Ce chiffre peut parai-
tre faible, mais il constitue un progrés considérable par rapport aux résultats obtenus
en incorporant les auxines aux milieux de cuiture.
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Fig. 19 : Contenu en chlorophylle des plantes sensibles (S) et sélectionnées (R1) .



4. 2522 Sur bourgeons R2

Pour induire l'enracinement des bourgeons R2, la technique du trempage mise
au point pour les bourgeons R1 a été appliquée.

AIB (mg mi)
n 191
% de bourgeons vivants 15,7
% de bourgeons vivants enracinés 3,7

Tab. 20 : Effet du trempage (1 & 2 secondes) de la base des
bourgeons sélectionnés (R2) dans une solution d'acide
indolylbutyrique (AIB) sur le taux de survie des bourgeons et le
pourcentage d'enracinement des bourgeons vivants, aprés 2 mois
de culture sur un milieu (base A, saccharose 5 g I'') sans hormone.
Les milieux ont été renouvelés aprés 1 mois de culture et a ce
moment-la un nouveau trempage a été effectué. n représente le
nombre de bourgeons mis en culture.

Le tableau 20 montre qu'un trés faible pourcentage de bourgeons survivent au
traitement a I'AIB. On ne peut donc pas tirer de conclusion sur le taux d'enracinement
des survivants.

L'origine de la mortalité est en majeure partie liée aux bourgeons eux-mémes.
lls sont toujours petits ({ a 0,5 cm), vitreux et anormaux (feuilles étroites).

Lorsqu'on parvient a les enraciner, cela a été le cas uniquement pour 10 bour-
geons, ils ne se développent pratiquement pas.

4. 26 DESCRIPTION DES PLANTES APRES ACCLIMATATION

4, 261 R1

La morphologie des plantes R1 (Photo 2) est distincte de celle des germinations
de la population Pévele d'origine (Photo 1). Les feuilles sont légérement ondulées, la
nervation se rapproche de celle d'une monocotylédone.

. Comme elles paraissaient plus vertes, nous avons mesuré les quantités de chio—
rophylle totale contenues dans les jeunes feuilles de plantes R1 et S cultivées en serre.

La figure 19 montre que les plantes R1 contiennent davantage de chlorophylie
que les plantes S, ce qui concorderait avec les résultats obtenus sur les cals dont el-
les sont issues. Il est toutefois prudent de ne pas tirer de conclusion de cette obser- -
vation, les conditions de culture et d'éclairement des plantes cuitivées en serre ont pu
jouer un rdle non négligeable.



Souches Activité spécifique Rapport
{nkat / mg de protéines)
S 0,21+0,04
R1 0,53 £0,12 X 2,5
SxR1 0,25+ 0,07 x1,2
R1x$S 0,24 £ 0,05 x 1,1

Tab. 21 : Comparaison de l'activité spécifique EPSP synthase de plantes
sensibles (S) et sélectionnées (R1) et de leur descendance F1 (S x R1) et (R1 x
S). Les extractions ont été répétées au moins 4 fois. Les dosages ont été

effectués en double aprés 3 temps différents d'incubation.

150 -
)
e
€ 100
8
=
©
P
()]
Q
(=
3]
B
£ 50
o
0
o

10

-4 10-3 10-2

Glyphosate (M)

10-1

Fig. 20 : Effet du glyphosate sur la croissance (en pourcentage d'un
contréle cultivé sans herbicide) de cals issus de plantes sensibles (S) et
sélectionnés (R1) aprés 28 jours de culture. Le milieu de base B est
additionné d'acide naphtylacétique (5.10°6 M), de benzylaminopurine (107
M) et de saccharose (10 g I'Y). La croissance de matiére fraiche par boite de
Pétri en fin de culture est de 5,520 g pour S et de 2,244 g pour R1. La
masse de inoculum mise en culture est de 73 mg.
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4. 262 R2

Sur les 10 plantes R2 qui ont été enracinées, 7 sont mortes pendant la phase
d'acclimatation, vraisemblablement & cause de leur trés petite taille. Trois ont pu étre
acclimatées mais elles sont mortes assez rapidement.

Leur morphologie (Photo 3) était complétement anormale. Elles avaient des
feullles trés étroites et la dominance apicale avait complétement disparu. Ce phénomeé-
ne de croissance en touffe a aussi été observé in vitro.

4. 27 VERIFICATION DU TRANSFERT AUX PLANTES ENTIERES DES CARACTERISTI-
QUES DES CALS SELECTIONNES

Le contrGle de la sensibilité¢ au glyphosate des plantes régénérées devait per-
mettre de vérifier si les caractéristiques des cals étaient transférées aux plantes.
Comme toutes les plantes R2 sont mortes aprés acclimatation, cette étude a été réa-
lisée uniquement avec les cals R1.

4. 271 Mesure de l'activité EPSP synthase chez les plantes entiéres

L'activité spécifique EPSP synthase a été mesurée sur les plantes R1 et S.

Les résultats du tableau 21 montrent que l'activité enzymatique des plantes R1
est 2,5 fois supérieure a celle des plantes S. Elles ont donc conservé partiellement

I'activité enzymatique plus élevée présentée par les cals Initialement.

4. 272 Traitement des cals issus de plantes entiéres

4. 2721 Conséguence sur la croissance

Des tests de sensibilité au glyphosate ont été pratiqués in vitro sur des cals
issus des plantes régénérées.

Dans un premier temps, des fragments de feuilles ont été placés sur un milieu
de callogénese contenant 5.10-3 M de glyphosate. Les explants R1 n'ont pas ou trés
peu proliféré mais sont demeurés chlorophylliens contrairement aux explants de plantes
S.

Dans un deuxiéme temps, les explants foliaires ont été cultivés en absence
d'herbicide sur un milieu de callogénése, puis les cals formés ont été placés sur des
concentrations varlables de glyphosate.

Il apparait (Fig. 20) que le glyphosate est beaucoup moins actif sur les cals is-
sus de plantes R1 que sur les cals issus de plantes S . La DIso des cals R1 est de
51073 M et celle des cals S de 2,8.10-4 M. Le rapport entre les deux est de 18
fois. L'aptitude a proliférer sur des doses d'herbicide supérieures a celles des cals S
se retrouve donc dans les cals issus de plantes R1. Mais, la différence de sensibilité
entre les deux souches a diminué.




Souches Activité spécifique Rapport
. {nkat / mg de protéines)
S 0,40 £0,12
R1 1,331 0,30 x3,3

Tab. 22 : Comparaison de l'activité spécifique EPSP synthase de cals issus de
plantes sensibles (S) et sélectionnées (R1). Les extractions ont été répétées 3
fois. Les dosages ont été effectués en double aprés 3 temps différents

d'incubation.
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Fig. 21 : Comparaison de l'effet du glyphosate sur l'activité EPSP synthase (en
pourcentage d'un contréle mesuré sans herbicide) de cals issus de plantes sensibles
(S) et sélectionnés (R1) .
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Il a de nouveau été noté quen l'absence d’herbicide, la croissance des tissus R1
est plus faible (2,244 g par boite) que celle des tissus S (5,520 g par boite) den-
viron 40%.

4, 2722 Conséquence sur lactivité EPSP synthase

On pouvait se demander si les résultats sur la croissance seralent corroborés
par les dosages de l'activité EPSP synthase.

Il ressort du tableau 22 que si les cals issus des plantes R1 ont une activité
spécifigue EPSP synthase 3,3 fois plus élevée que celle issue des plantes S, celle-ci
est moins élevée que dans les cals sélectionnés A l'origine.

Nous avons aussi controlé la sensibilité de I'enzyme extraite des cals R1 et S a
différentes concentrations de glyphosate. Il apparait (Fig. 21) que l'enzyme est inhibée
dans les deux cas de la méme maniére. 2.10-6 M de glyphosate réduisent lactivité
EPSP synthase de 50%.

4, 2723 Conclusion

L'aptitude des tissus R1 & se développer en présence de doses dherbicide plus
élevées que les tissus S s'est retrouvée dans les cals aprés un passage par plante
entiére. Cependant, celle-ci a diminué conjointement & |'activité EPSP synthase.

4. 28 VERIFICATION DE LA TRANSMISSION DE LA DESCENDANCE DES CARACTE-

RISTIQUES DES CALS SELECTIONNES

Toute étude sur la descendance implique qu'au préalable les plantes fleurissent
et produisent de graines.

Des programmes de croisements ont été mis en oeuvre en 1989 et en 1990.

En 1983, la montée A fleur des plantes R1 ne s'est pas produite spontanément, \
vraisemblablement & cause d'une vernalisation insuffisante (6 semaines). Elle a di étre
déclenchée par un traitement a la gibberelline. Une solution contenant 75 mg -1 de
GA3 et 0,5 mi-1 de Tween a été appliquée & la fréquence suivante:

- 3 traitements par pulvérisation 4 48 h d'intervalle

- 1 semaine sans traitement

- 3 traitements identiques aux précédents
Le retard dans la floraison (2 mois) a empéché la réalisation de tous les croisements
prévus avec des plantes S. Seules les fécondations entre plantes R1 ont pu avoir lieu.
Elles n'ont donné aucune graine. Les plantes Rl sont totalement auto-incompatibles.
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En 1990, la montée des plantes R1 a encore été tardive, bien que le temps de
vernalisation ait été prolongé (au moins 8 semaines). Le port de ces plantes (Photo 5)
est trés caractéristique, plus dressé et beaucoup moins développé que celui des plan-
tes “"normales” (Photo 4). En raison du retard & la floraison, un seul croisement
réciproque a été réalisé; les autres croisements sont le frult d'une fécondation libre
entre les plantes R1 et un ensemble de plantes S.

Des graines ont été récoltées dans les croisements réciproques de R1 avec Da-
geraad, mais R1 a été meilleure femelle (1 g de graines récolté par pied) que maile (54

graines récoitées par pled). Cecl pourralt s'expliquer par le fait que certaines an-
théres de R1 sont nécrosées.

Des croisements réciproques entre R1 et Pévele effectués dans les serres de
I'Université ont aussi fourni des graines dans les deux sens de croisements.

La plante R1 est donc fertile. Elle peut servir de parent femelle comme de
parent méle.

L'efficacité d'un herbicide dépend de plusieurs paramétres :

- la quantité de produit utilisé

- le mode de traitement

- le stade de développement de la plante cultivée et celui des adventices.

Le glyphosate s’‘emploie par pulvérisation foliaire sur des plantes en croissance
active. Les adventices étant des concurrentes de la Chicorée surtout au début de la

culture, il a donc été décidé de définir une dose de traitement sur les plantes au sta-
de 2 feuilles.

A titre de comparaison, 2 séries de traitement ont été effectuées, l'un avec le
glyphosate pur, l'autre avec le Roundup.

150 1

1 Roundup
Glyphosate

100

Poids de MF d'une plantule (% du contréle)

[¢] 50 100 200 400 600 900
Glyphosate (g ha-1)

Fig. 22 : Effet du glyphosate et du Roundup, 4 semaines apres le ratement, sur e
poids de matiére fraiche (MF) des plantules (en pourcentage d'un témoin non
fraité). Le traitement a été appliqué au stade 2 feuilles. if y 36 plantules par
condition. Les écart-types ont £té calculés sur les plantes qui ont survécu au
traitement . .




Photos (6 et 7) : Effets d'une pulvérisation foliaire de glyphosate (g ha'') (6) et de Roundup (7)
sur des semis, apres 30 jours en serre. Les plantes ont été traitées au stade 2 feuilles.

Photo (8) : Effets d'une pulvérisation de Roundup (de gauche a droite 0, 50, 200, 500,900 g
ha -1) sur le développement des racines. Les plantes ont été traitées au stade 4 feuilles.
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Le Roundup est légérement plus inhibiteur que le glyphosate (Fig. 22), les adju-
vants contenus dans le produit formulé accroissant I'efficacité de la molécule pure.

A la dose de 400 g ha~1 et un mois aprés le traitement, toutes les plantes S
sont mortes ou quasiment mortes. Aux doses inférieures, l'herbicide a entrainé un ar-
rét plus ou moins rapide du fonctionnement des méristémes foliaires (Photo 6,7) et
racinaires (Photo 8).

des souches sensibles

Ne disposant pas de graines issues d'autofécondation, les plantes R1 s'étant
montrées totalement autoincompatibles, les tests sur la transmission du caractére ont
été effectués sur les plantes issues du croisement entre R1 et différentes plantes S.

Les essais de doses de traitement ont montré qua 400 g ha-1 de glyphosate,
toutes les plantes S mouraient. Nous avons donc choisi de pulvériser des concentra-
tions de 0,5 , 1 et 2 1 ha-1 de Roundup soit 180, 360 et 720 g ha~1 de glyphosate.
Les traitements ont été appliqués sur des plantes au stade 4 feuilles.

Deux mois et demi aprés le traitement, toutes les plantes S et toutes les plan-
tes issues des croisements avec R1 sont mortes ou quasiment mortes. A 0,5 | ha?

les symptdmes ont été plus lents & se manifester.

Ces différents résultats montrent que le caractére sélectionné au niveau celiu-
laire est récessif ou quil n'a pas été transmis lors des croisements sexués.

4, 284 Mesure de ['activité EPSP synthase des plantes issues des croisements

La sensibilité au glyphosate étant liée & l'activité EPSP synthase, il était impor—
tant de contrdler celle-ci dans les plantes issues des croisements. Les mesures ont
été réalisées sur les croisements réciproques de R1 avec Dageraad et de R1 avec Pé-
véle.

Comme nous n'avons pas noté de différences d'activité entre les deux parents
S, nous avons confondus leurs résultats dans le tableau 21. Il ressort que l'activité
EPSP synthase des plantes issues des croisements avec R1 est sensiblement identique
a celle des plantes S. Le sens du croisement n'a eu aucune influence.

4, 285 Traitement in vitro des cals dérivant des croisements entre la souche sélec—
tionnée et les souches sensibles
Nous avons voulu contrdler si les résultats obtenus en serre, se retrouvaient in
vitro.
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Fig. 23 : Effet du glyphosate sur la croissance (en pourcentage d'un
contréle cultivé sans herbicide) de cals (S) issus de plantes sensibles et de
cals (S x R1) et (R1 x S) issus de plantes sensibles croisées avec des plantes
sélectionnées (R1), aprés 28 jours de culture. Le milieu de base B est
additionné d'acide naphtylacétique (5.10-€ M), de benzylaminopurine (10-7
M) et de saccharose (10 g I'1).

Souches Activité spécifique Rapport
(nkat / mg de protéines)
S 0,54 + 0,06
SxR1 0,60 £ 0,07 x 1,1
R1xS 0,554 0,11 x 1,0

Tab. 23 : Comparaison de l'activité spécifique EPSP synthase de cals (S) issus
de plantes sensibles et de cals (S x R1) et (R1 x S) issus de plantes sensibles
croisées avec des plantes sélectionnées (R1).Les extractions ont été répétées
au moins 4 fois. Les dosages ont été effectués en double aprés 3 temps

d'incubation.
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4, 2851 Conséquence sur la croissance

Des cals ont d'abord été induits en absence dherbicide sur des fragments fo-
liaires de plantes issues des croisements réciproques de R1 avec Pévele et de R1 avec
Dageraad. Un mois plus tard, ils ont été placés sur différentes concentrations de gly-
phosate.

Les résultats ont montré quil n'existait pas de différences de sensibilité au
glyphosate entre les cals provenant des croisements réalisés avec Pévéle et ceux ob-
tenus avec Dageraad, ils ont donc été réunis.

La figure 23 montre que tous les cals, quelle que soit leur origine, ont la mé-
me sensibilité au glyphosate. Leur DI50 est de 3.10-5 M.

4, 2852 Conséquence sur lactivité EPSP synthase

L'activité EPSP synthase mesurée & partir des cals issus des croisements de
R1 avec Dageraad a été réunie avec celle des croisements avec Pévéle puisqu'il n'exis—
te pas de différences.

Le tableau 23 confirme les résultats obtenus sur plantes entiéres a savoir que
I'activité EPSP synthase de la F1 n'est pas plus élevée que celle des parents sensibles.

4. 2853 Conclusion

Les résultats obtenus in vitro concordent par conséquent avec ceux obtenus en
serre. Le caractére sélectionné au niveau cellulaire n'a pas été transmis ou il est ré-
cessif. Le traitement in vivo et in vitro de la F2 permettra de trancher entre ces hy-
pothéses.
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Fig. 24 : Effet du glufosinate sur la croissance (en pourcentage d'un contréle
cultivé sans herbicide) d'étalements de suspensions cellulaires, aprés 28 jours de
culture. Le milieu de base B est additionné d'acide naphtylacétique (5.106 M), de
benzylaminopurine (1 07 M) et de saccharose (10 g .
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4. 3 SELECTION AVEC LE GLUFOSINATE

4. 31 INTRODUCTION

Les difficultés rencontrées pour isoler des cals résistants au glyphosate, puis
ensuite induire le bourgeonnement et l'enracinement des souches sélectionnées, nous
ont conduit & entreprendre une sélection avec une autre molécule : le glufosinate qui
est aussi un herbicide non sélectif mais dont le site d'action est différent de celui du
glyphosate. Il s'agit sur la GS.

4

Des suspensions cellulaires dgées de 15 jours, ont été étalées en boite de Pétri,
sur un milieu de callogénése gélosé (milleu de base B additionné d'ANA (5.10-€ M), de
BAP (10-7 M) et de saccharose (10 g I=1)) contenant différentes concentrations de
glufosinate.

La croissance, aprés 28 jours a été déterminée de la méme maniére quavec le
glyphosate (§ 4. 21).

La sensibilité des cellules aux différentes concentrations présentée figure 24
permet de constater qu'au dela de 2,5.10-5 M de glufosinate la nécrose est totale.

SELECTION

Des suspensions cellulaires agées de 15 jours ont été soumises régulierement au
protocole de sélection décrit dans le matériel et méthodes.

Une souche dénommée P a été sélectionnnée.

Elle a été repérée par sa croissance et sa couleur (chlorophyllienne) au 3éme
passage sur 2,5. 10-5 M de glufosinate parmi un ensemble de cals. Elle a été repi-
quée 8 fois sur cette méme concentration afin de la stabiliser et ensuite elle a été
transférée sur 10-4 M. La stabllisation sur cette nouvelle concentration a & nouveau
demandé 7 mois.

e T —— —— —— ——————

Une fois la souche sélectionnée, il était indispensable de déterminer ses potentia-
lités & proliférer sur des doses croissantes d'herbicide et de les comparer avec celles
des souches sensibles. ‘

Dans ce but, des cals des souches P et S ont été placés sur des milieux de
prolifération (identiques a ceux du § 4.32) contenant différentes concentrations d'her-
bicide. Aprés 28 jours de culture, la croissance en % du contrdle a été déterminge.
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Fig. 25 : Effet du glufosinate sur la croissance (en pourcentage d'un controle cultivé
sans herbicide) de cals sensibles (S) et sélectionnés (P) aprés 28 jours de culture.
Le milieu de base B est additionné d'acide naphtylacétique (5.106 M), de
benzylaminopurine (10-7 M) et de saccharose (10 g I'1). La croissance de matiére
fraiche par boite de Pétri en fin de culture est de 2,712 g pour S et de 1,872 g pour
P. La masse de inoculum mis en culture est de 73 mg.

BAP (M)
5.10°7 106 5.10°6
n 10 10 10
% de cals non ou
partiellement nécrosés 40 30 100
% de ses cals avec 0 i 0 0
bourgeons

Tab. 24 : influence de la concentration en benzylaminopurine (BAP) sur le pourcentage de cals
sélectionnés (P) pas ou seulement partiellement nécrosés et le pourcentage de ces cals avec
bourgeons, aprés 2 mois de culture. L’hormone a été additionnée au milieu de base B (saccharose 5 g
I'1). Le milieu a été renouvelé aprés un mois de culture. n représente le nombre de cals mis en culture.
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En absence d'herbicide, la croissance des souches P (1,872 g par boite est in-
férieure a celle des S (2,712 g par boitel d'environ 30%.

En présence d'herbicide, on constate (Fig. 25) que les tissus P peuvent proliférer
sur des doses plus élevées que les tissus S . La DI5O de la souche S est de 10-5 M
tandis que celle de la souche P est de 7,5. 10-5 M. Les tissus sélectionnés ont par
conséquent une Diso 7,5 fois plus élevée que les tissus S.

4. 35 CONDITIONS D'INDUCTION DU BOURGEONNEMENT

La stabilisation tardive de la souche P ne nous a pas permis de définir les con-
ditions d'induction du bourgeonnement.

Un seul essal sur une gamme de concentration en BAP a é&té réalisé. Aprés 2
mois de culture (Tab. 24), 60 & 70% des cals cultivés en présence des concentrations
en BAP les plus faibles (5.10-7 et 10-€ M) se sont nécrosés et aucun bourgeon n'a
régénéré. Le nombre limité de cals mis en culture ne permet pas toutefois de conclure
que la BAP a 5.10-6 M assure un meilleur taux de survie des cals.
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L'objet de cette étude était de rechercher des Chicorées & café résistantes aux
herbicides par cultures cellulaires. Cette approche présente par rapport a la sélection
classique, un moyen de trier un grand nombre de cellules dans des conditions standar-
disées et dans un espace restreint (BOURGIN, 1978; BRANCHARD, 1984; DUNCAN &
WIDHOLM, 1986). Elle permet également d'exploiter en plus de la variabilité natu-
relle, celle induite par les conditions de culture in vitro (BOURGIN, 1985; LARKIN et
al., 1985; DUNCAN & WIDHOLM, 1986; WERSUHN, 1989; D'AMATO, 1990), ce qui,
compte tenu de la probabilité de sélectionner un mutant, (de Vordre de 10~ & 1077
pour une mutation sur un géne nucléaire et de 1020 pour une mutation sur un géne
chloroplastique (GRESSEL, 1990b)), est loin d'étre négligeable.

La mise en ceuvre de cette méthodologie nécessitait de vérifier les aptitudes de
la Chicorée & café en culture in vitro car si nous disposions de données bibliographi-
ques concernant la variété Witloof( SENNE, 1984; DUBOIS et al, 1988) aucune ne
traitait de la variété Magdebourg. Il n'était pas certain, méme si nous avions tout lieu
de le croire, que leurs potentialités fussent analogues.

En nous inspirant des travaux réalisés sur Cichorium intybus var. Witloof (SE-
NE, 1984; DUBOIS et al., 1988), il nous a été possible de définir pour les racines tu-—
bérisées et pour les cotylédons des conditions de milieux et d'éclairement favorables a
ia callogénése d'explants primaires, & linitiation de suspensions cellulaires, au dévelop-
pement et a 'entretien de cals issus d'étalements de suspensions celiulaires.

L'utilisation des cultures cellulaires, dans le programme de sélection impliquait
qua terme des plantes puissent étre régénérées. Les essais d'induction du bourgeon-
nement, d'abord effectués sur des explants primaires puis, sur des cals issus de sus-
pensions cellulaires, ont montré que des bourgeons pouvaient &tre induits. Toutefois,
les "meilleures” conditions de milieux n'‘ont pas été recherchées pour la néoformation
de bourgeons puisque les souches que nous devions sélectionner pourraient avoir des
exigences particuliéres.

Comme pour la variété Witloof, il était donc possible, sur des milieux et dans
des conditions de culture qui ne sont pas fondamentalement différentes d'induire la
callogénese, d'initier des suspensions cellulaires et de régénérer des bourgeons & partir
de racines matures et de cotylédons de Chicorée a café. On pouvait par conséquent,
envisager |'utilisation des cultures cellulaires comme moyen de sélection de souches
résistantes a un herbicide.

Le choix des molécules utilisées dans ce programme a été effectué en fonction
des souhaits de l'Interprofession de la Chicorée et des nécessités de la culture in vi-
tro. Les molécules devaient avoir des spectres d'activité les plus larges possibles, une
action post-émergence, une cible sous contrdle nucléaire, un mode d'action ne néces-
sitant pas de cultures cellulaires photoautotrophes : le glyphosate et le glufosinate
remplissaient ces conditions. De plus, ils avaient déjd permis dlisoler des souches
résistantes par cultures cellulaires (AMRHEIN et al.,, 1983; DONN et al.,, 1984; NAFZI-
GER et al., 1984; SINGER & Mc DANIEL, 1985; SMITH et al., 1986; STEINRUCKEN et
al., 1986; HICKOK, 1987; CRESSWELL et al., 1988; ISHIDA et al, 1989; GOLDS-
BROUGH et al., 1990). :
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Notre étude a débuté avec le glyphosate. Dans un premier temps, nous avons
voulu vérifier si chez la Chicorée a café, la cible du glyphosate était 'EPSP syn-
thase, STEINRUCKEN & AMRHEIN (1980) ayant montré que cette molécule bloquait le
fonctionnement de cette enzyme. Un moyen indirect de contrdle consistait & réverser
I'action de I'herbicide en ajoutant au milieu de culture de la phénylalanine, de la tyrosine
et du tryptophane, le blocage de l'enzyme conduisant & un épuisement du pool d'acides
aminés aromatiques libres (HOAGLAND et al., 1978; HOLLANDER & AMRHEIN, 1980;
DUKE, 1988). Les essais que nous avons réalisés n'ont pas permis de lever {'inhibition
de croissance provoquée par le glyphosate. Ces résultats étaient contraires a ceux
obtenus par JAWORSK! (1972), ROISCH & LINGENS (1974, 1980), HARDELIE et al.
(1977), DAVIS & HARVEY (1979), GRESSHOFF (1979), BODE et al. (1985), BYNG et
al. (1985), SMART et al. (1985), CRESSWELL et al. (1988), mais corroboraient ceux
obtenus par LEE (1980a) et RUBIN et al. (1984) sur des suspensions cellulaires et
ceux de DUKE & HOAGLAND (1978, 1981), COLE & DODGE (1979), COLE et al.
(1980), RUBIN et al. (1982), HOAGLAND (1990) sur des plantes entiéres. L'absence de
réversion par les acides aminés ne permettait pas de conclure que I'EPSP synthase
était bloquée. Toutefois, I'action inhibitrice de la phénylalanine rendait difficile I'interpré-
tation des essais de réversion. La toxicité des acides aminés vis-a-vis des cultures
cellulaires n'est pas spécifique de la Chicorée & café. Elle a déja été rapportée chez
différentes especes par plusieurs auteurs (GAMBORG, 1970; BEHREND & MATELES,
1976; FUKUNAGA & KING, 1982; BONNER et al., 1991a, b). Elle est fonction de la con-
centration (FUKUNAGA & KING, 1982; BONNER et al.,, 1991a, b), ce que nous avons
également observé, de la densité de Iinoculum initial (BONNER et al., 1991b) et de
I'acide aminé utilisé. Les travaux de BONNER et al. (1991a) ont montré que sur 20
acides aminés testés chez le Tabac, la phénylalanine est le plus inhibiteur, ce qui
concorde avec nos propres résultats. Ces mémes auteurs ont également montré quon
pouvait lever linhibition de croissance induit par la phénylalanine en ajoutant au milieu
de culture de la glutamine. Dans le cas de la Belladone, il a été montré (NYMAN &
SIMOLA, 1988) que la glutamine réprimait la synthése des transporteurs de phénylala—
nine. Cependant, la régulation de I'absorption de la phénylalanine par les cellules serait
fortement limitée par les propriétés liposolubles de cette molécule.

Dans le but d'éviter l'inhibition induite par les acides aminés, des essais de ré-
version de l'action du glyphosate ont été réalisés avec I'acide chorismique. Ce composé
dérivant directement de I'EPSP est situé en amont des acides aminés aromatiques
dans la voie shikimate (Cf Fig. 6). L4 non plus, il n'y a pas eu de levée d'inhibition.
Cette molécule avait pourtant permis a JAWORSKI! (1972) d'observer une réversion
partielle chez Rhizobium japonicum. L'absence de réversion par les acides aminés et
par le chorismate pouvait signifier que la cible du glyphosate n'était pas I'EPSP syntha-
se ou que linhibition de croissance ne découlait pas uniquement des teneurs en ces
composés.

En effet, elle pouvait aussi provenir de l'accumulation d'acide shikimique (AM-
RHEIN et al., 1980b, 1981, 1983; BERLIN & WITTE, 1981; FISCHER et al., 1986; SMITH
et al., 1986; CRESSWELL et al., 1988; DYER et al., 1988). Selon JENSEN (1986b),
cette accumulation entrainerait une perte d'énergie (une molécule de PEP et une mo-
lécule d'ATP. par molécule de S3P accumulée). En ajoutant au milieu de culture soit de
I'acide o-cétoglutarique (un intermédiaire du cycle de KREBS), soit de l'acide glutamique
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(un acide aminé li¢ au cycle de KREBS) KILLMER et al. (1981) et BODE et al. (1985)
ont observé une levée d'inhibition de croissance. Dans le cas de la Chicoré a café, ces
composés n'ont pas permis de réverser l'action du glyphosate.

Linhibition de croissance pouvait également découler d'un changement du méta-
bolisme auxinique. Le glyphosate diminue les concentrations en AIA (LEE, 1982a; b;
1984; LEE et al., 1983; LEE & DUMAS, 1985; LEE & STARRATT, 1986; CANAL et al.,
1987) et en composés phénoliques totaux mais augmente la teneur de certains acides
hydroxybenzoiques (LYDON & DUKE, 1989). Le fonctionnement de I'AlA oxydase étant
influencé par les composés phénoliques (LEE, 1980b), I'arrét de 'EPSP synthase con-
duit & une modification de sa régulation (LEE, 1982b, CANAL et al., 1987). En appor-
tant de l'auxine (soit sous forme d'AlA soit sous forme de 2,4-D) 4 des cals de Soja
et de Tabac, LEE (1980a; 1982a) a observé une réversion partielle de I'action du gly-
phosate. Ces résultats n'ont pas été confirmés sur la Chicorée & café. lis ne lavaient
pas été non plus sur des proliférations de bourgeons axillaires de Vaccinum macrocar-
pon (SCORZA et al., 1984) ni sur des germinations de Soja (HOAGLAND, 1990).

L'absence de réversion pouvait alors signifier que cette molécule n'avait pas
pour cible I'EPSP synthase chez la Chicorée a café. Ceci paraissait peu vraisemblable
d'autant que cela n'a été montré chez aucune autre espéce. |l était plus probable que
le blocage de l'enzyme entrainit des effets multiples sur les cellules (épuisement des
acides aminés aromatiques, absence de régulation du flux d'entrée de carbone dans la
voie shikimate, blocage partiel du métabolisme secondaire) dont les conséquences ne
pouvaient pas étre annulées par des simples apports dans le milieu de culture de
molécules telles que les acides aminés par exemple. Aussi, bien que la levée d'inhibition
de l'action du glyphosate n'ait été obtenue, cet herbicide pouvait étre retenu pour
sélectionner des souches de Chicorée & café résistantes dans la mesure ou il existait
d'autres moyens de contrdler son mode d'action en particulier, en dosant l'acide shiki-
mique et en mesurant l'activité EPSP synthase. )

Lors des essals pour déterminer la dose de sélection, Il est apparu qu'il existait
une différence de sensibilité entre les tissus. La DI50 des racines est plus élevée
(103 M) que celle des étalements de suspensions cellulaires (3.10-4 M) et que celle
des cotylédons (2.10-5 M). Les réserves importantes contenues dans les explants
racinaires pouvaient expliquer la sensibilité moindre de ces tissus au glyphosate. Les
différences observées entre les cotylédons et les étalements de suspensions cellulaires
d'origine cotylédonnaire sont plus surprenantes. Mais SATO et al. (1987) ont aussi
observé que les germinations de Tabac sont plus sensibles au glyphosate que les
suspensions cellulaires. La réponse & I'herbicide serait selon ces auteurs, le reflet
d'une différence d'activité métabolique; la diminution de la production de métabolites
secondaires par les suspensions cellulaires pourrait étre une explication. Dans le cas
de la Chicorée a café, on peut aussi penser que la balance hormonale existant au sein
des cotylédons est différente de celle existant au sein de suspensions cellulaires ce qui
pourrait expliquer que le glyphosate, susceptible d'agir sur le métabolisme (LEE, 1982a;
b; LEE & STARRATT, 1986; CANAL et al., 1987) et le transport de l'auxine (BAUR,
1979) entraine des différences de sensibilité. Il a donc été Iindispensable, pour la sé-
lection, de définir des doses en fonction des tissus. La trés grande hétérogénéité de
croissance des explants racinaires en absence dherbicide - lié probablement a la va-
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riabilité génétique du matériel -, les réserves importantes contenues dans les explants
ainsi que les difficultés pour repérer des cellules résistantes au sein de masses cellu-
laires importantes, nous a conduit & ne pas entreprendre de sélection a partir d'ex-
plants racinaires.

Les essais préliminaires réalisés sur les cotylédons ont montré qu'en absence
de pression de sélection, les cals étaient moins sensibles au glyphosate que les cotylé-
dons eux-mémes. Ceci confirmait ce qui avait été observé lors de la recherche de
doses de sélection : les tissus différenciés sont plus sensibles au glyphosate que les
tissus indifférenciés. La sensibilité des suspensions cellulaires, constante au cours du
temps, nous a conduit & privilégier ce matériel pour la sélection.

Les différents étalements de suspensions effectués n'ont permis de sélectionner
que deux souches (R1 et R2). Elles proviennent toutes deux de suspensions qui ont été
initiées en présence d'herbicide & partir de cotylédons. Comme pour la Carotte (NAF-
ZIGER et al., 1984), le Corydalis (AMRHEIN et al., 1983), la Pervenche de Madagascar
(CRESSWELL et al., 1988) et le Pétunia (STEINRUCKEN et al, 1986), elies résultent
donc d'une méthodologie ou les doses ont été progressivement augmentées. Avec les
agents mutagenes, il est possible daugmenter la fréquence de mutations (HIBBERD,
1984; NEGRUTIU et al., 1984; VAN DEN BULK et al., 1990). Toutefois, ces taux fluc-
tuent en fonction de l'agent mutagéne utilisé, du moment ou il est appliqué, de la du-
rée du traitement et de la dose employée (NEGRUTIU et al., 1384). Leur utilisation
chez la Chicorée a café aurait impliqué des mises au point technique. lls peuvent par
allleurs, entrainer des effets secondaires conduisant & des difficultés de régénération,
a des plantes anormales (NEGRUTIU et al., 1984). Or, notre objectif était de sélec~
tionner des plantes qui différaient des plantes sauvages uniquement par leur caractere
de résistance a I'herbicide.

Les doses qui inhibent 50% (DI50) de la croissance de ces souches sont 25
fois plus élevées que celles qui induisent un effet semblable chez les tissus sensibles
Cette différence entre souches est a rapprocher de celle obtenue chez le Pétunia (20
fois)(STEINRUCKEN et al., 1986) . Elle est supérieure & celle du Ceratopteris (5 et 15
fois) (HICKOK, 1987), du Tabac (10 fois){DYER et al., 1988) mais inférieure a celle de
la Carotte (52 fois)(NAFZIGER et al., 1984), du Corydalis et de la Tomate (100 fois)
(SMARTet al., 1985; SMITH et al., 1986). Il faut cependant remarquer que la DI5o des
souches R1 et R2 (2,5.10-2 M) est identique a la plus élevée observée c'est-a-dire
celle du Corydalis (SMART et al., 1985)(Cf. Tab. 1).

Contrairement & ce qu'on avait espéré, les souches R1 et R2 ne se distinguent
pas uniquement des souches S par leur aptitude a se développer sur des doses plus
élevées d'herbicide.

En absence de glyphosate, la croissance des cals R1 et R2 est plus faible que
celle des cals S. Ceci n'est pas une caractéristique propre a la Chicorée a café. Ce
fait a aussi été signalé chez la Carotte (NAFZIGER et al. 1984), le Ceratopteris (HIC-
KOK, 1987), le Pétunia (STEINRUCKEN et al., 1986) et le Tabac (DYER et al., 1988).
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Les souches R1 et R2 se distinguent également par leur morphologie; les cals
R1 sont trés compacts alors que les cals R2 sont plus friables; et par leur couleur,
les cals R1 sont d'un vert foncé tandis que les cals R2 ont une couleur vert jaune. Les
dosages des chlorophylles ont confirmé, ces observations. Par rapport & la souche S,
la souche R1 est beaucoup plus chlorophyliienne.

Plusieurs mécanismes pouvaient expliquer la résistance au glyphosate :

- une détoxication de la molécule

- une mutation de la cible

- une amplification de la cible
Cependant, chez les plantes, le premier n'a jamais été rapporté. Quant au second, une
seule étude (FORLANI et al., 1990) sur le Mals, mentionnant l'existence d'une forme
isoenzymatique de I'EPSP synthase insensible au glyphosate, pourrait y faire penser
(FORLANI, communication personnelle). D'aprés les données de la littérature (AMRHEIN
et al.,, NAFZIGER et al., 1984; SMITH et al., 1986; STEINRUCKEN et al., 1986; DYER et
al., 1988; CRESSWELL et al., 1988; HAUPTMANN et al., 1988; GOLDSBROUGH et al.,
1990), le troisiéme était le plus probable. Une étude biochimique était donc indispensa-
ble.

Les essais effectués pour caractériser les souches ont débuté par le dosage de
I'acide shikimique. Un blocage de l'activité EPSP synthase devait conduire & une accu-
mulation de ce composé (AMRHEIN et al., 1980b, 1981, 1983; BERLIN & WITTE, 1981;
FISCHER et al., 1986; SMITH et al. 1986; CRESSWELL et al., 1988; DYER et al,
1988). Cela s'est vérifié pour les cals S, mais pas pour les cals R1 et R2. L'absence
d'accumulation d'acide shikimique dans les cals capables de se développer en présence
de glyphosate a été signalé dans d'autres cas ou des cellules résistantes ont été iso—
lées (SMITH et al, 1986; CRESSWELL et al., 1988; DYER et al, 1988). Elle pouvait
résulter soit dune suractivité de I'EPSP synthase solt d'une insensibilité de l'enzyme
vis-a-vis du glyphosate.

Les mesures d'activité enzymatique ont montré que les cals R1 et R2 ont une
activité respectivement 4,4 et 4 fois plus élevée que les cals S. La sensibilité de
VEPSP synthase au glyphosate de la souche R1 est identiqgue a celle de la souche S.
Dans les 2 cas, I'enzyme est inhibée a 50% avec 2 pyM de glyphosate. Le blocage de
I'enzyme de la souche S par le glyphosate est la preuve que chez la Chicorée A café,
il agit bien sur I'EPSP synthase. Les essais de réversion avaient laissé planer un dou-
te. Par conséquent, si la technique de réversion présente |'avantage d'étre facile a
mettre en ceuvre, elle présente aussi l'lnconvénient, nous le voyons ici, de ne pas tou-
jours permettre de conclure a un blocage de la voie shikimate que des moyens plus
lourds & utiliser (dosage de l'acide shikimique et mesure de l'activité EPSP synthase)
permettent de démontrer. L'aptiiude & proliférer des cals R1 et R2 sur des doses 25
fois plus élevées que les cals S découle donc comme pour la Carotte (NAFZIGER et
al., 1984; HAUPTMANN et al., 1988), le Corydalis (AMRHEIN et al., 1983), la Perven-
che de Madagascar (CRESSWELL et al., 1988), le Pétunia (STEINRUCKEN et al.,
1986), la Tomate (SMITH et al., 1986), le Tabac (DYER et a/.,1988; GOLDSBROUGH et
al.,, 1990) dune augmentation d'activité enzymatique. L'enzyme extraite des cals R1
étant inhibée de la méme maniére que l'enzyme extraite des tissus S, on peut penser
que la protéine EPSP synthase est synthétisée en plus grande quantité comme cela a
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été démontré dans le cas de la Carotte (HAUPTMANN et al.,, 1988), du Corydalis
(HOLLANDER-CZYTKO & AMRHEIN, 1987) et du Pétunia (STEINRUCKEN et al., 1986).
Le mécanisme généralement proposé pour expliquer la résistance des cals au glypho-
sate est dans ce cas l'amplification de géne (SHAH et a/, 1986; HAUPTMANN et al.,
1988; GOLDSBROUGH et al., 1990) mais chez le Corydalis oli des augmentations de
mRNA transcrit et tradult ont été observées, la résistance ne résulterait pas d'une
amplification de géne mais d'une stabilité plus importante due 4 une moindre dégrada-
tion protéolytique de l'enzyme (HOLLANDER-CZYTKO et al., 1988). Si l'on disposait
d'une sonde moléculaire du géne de I'EPSP synthase, Il serait possible de connaitre,
I'origine de l'augmentation d'activité de 'EPSP synthase chez la Chicorée a café et ainsi
de déterminer si elle résuite d'une amplification de géne ou d'un autre mécanisme.

Les dosages des chlorophylles effectués en présence dherbicide ont montré que
le glyphosate entrainait une diminution treés importante du contenu en chiorophylles des
cals S. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par KITCHEN et al. (1981a),
CANAL et al. (1985), EL-HATTAB et al. (1987) sur plantes entiéres et ceux de LEE
(1981 sur cals. Sur les cals R1 et R2 par contre, le glyphosate n'a eu aucune action.
La simple augmentation d'activité de 'EPSP synthase permet donc aux cals R1 et R2
de ne pas manifester un des effets secondaires induit par le glyphosate.

La néoformation de bourgeons pouvait &tre problématique dans la mesure ou
chez la Carotte aucune plante n'a pu étre régénérée (HAUPTMANN et al, 1988). I
s'est avéré que la souche R1 régénére des bourgeons relativement facilement, ce qui
n'est pas le cas de la souche R2. La suppression de lauxine dans le milieu de culture
entraine un pourcentage trés élevé de mortalité des cals avant qu'ils soient organoge—
nes. Des bourgeons ont néanmoins été obtenus avec cette souche, mais leur morpho-
logie est anormale et leur croissance est trés falble.

L'enracinement des bourgeons a, par contre, &té trés difficile & induire. Dans le
cas de la Tomate, il a été impossible & obtenir (SMITH, et al., 1986). La vitrosité im-
portante et la taille réduite des bourgeons sont vraisemblablement a l'origine de la
mort d'un pourcentage élevé de bourgeons. Les auxines incorporées aux milieux de
culture n'ont induit qu'un treés faible pourcentage d'enracinement. Par trempage dans
une solution d'AIB, ce taux a été amélioré, mais il demeure faible. Avec des temps de
contact plus longs et une concentration plus faible, BRASSART et al. (1985) était
parvenu A& enraciner 75% de bourgeons dune autre variété (Witloof) de Cichorium
intybus .

La Chicorée a café est aprés le Tabac (SINGER & Mc DANIEL, 1985; DYER et
al., 1988) la seule espéce ou des plantes entiéres ont été régénérées a partir de cals
résistants. '

Les plantes R1 ont pu étre obtenues en grand nombre tandis qu'il n'a été
possible d'obtenir, malgré nos nombreuses tentatives, que quelques exemplaires des
plantes R2. Ces derniéres sont mortes pendant ou peu de temps aprés la phase
d'acclimatation. Ni les plantes R1 ni les plantes R2 ne sont conformes aux plantes S
issues de germinations. Les secondes citées qui sont totalement anormales ont pré-
senté la particularité de ne plus avoir de dominance apicale, leur métabolisme auxinique
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pourrait avoir été¢ modifié. I n‘est pas & exclure que l'absence de conformité, particu—
lierement pour la R2, tienne au maitien prolongé des souches en culture jn vitro car
parmi les plantes S qui ont régénéré, quelques variants sont apparus. lls n'ont cepen-
dant pas fait I'objet d'étude comparative.

Le traitement de plantes R1 au glyphosate n'a pas été réalisé car si nous som-
mes parvenus a améliorer les taux d'enracinement, il n'a pas été possible de le faire
sur un nombre important de bourgeons simultanément. Traiter des plantes & des sta-
des de développement différents aurait compliqué voir rendu impossible I'interpréta~
tion des résultats. Des changements dans l'activité EPSP synthase pourraient se pro-
duire au cours du développement de la plante. Ainsi, chez le Mals des variations de
l'activité spécifiqgue ont été observées durant la croissance des germinations (FORLANI,
communication personnelle).

Nous avons cherché a contrdler si les caractéristiques des cals avaient été
transmises aux plantes. Les mesures d'activité enzymatique montrent que les plantes
R1 ont une activité EPSP synthase 2,5 fois plus élevée que les plantes S. Par rapport
aux cals, les différences entre les 2 souches existent toujours mais elles sont plus
réduites.

A partir des plantes R1 et S, du cal a été initié pour tester in vitro la sensibi-
lité au glyphosate. Les cals issus de plantes R1 ont une aptitude a proliférer sur des
doses 18 fois plus élevées que les cals issus de plantes S. Aprés passage par l'état
de piantes, les cals R1 ont conservé partiellement leur aptitude & proliférer sur des
doses plus importantes que les cals S. Par des tests analogues, SMITH et al. (1986)
ont également signalé que chez la Tomate la résistance persistait aprés un processus
de différenciation et de dédifférenciation. La croissance plus faible de la souche RI1
s'est retrouvée dans les cals issus de plantes. Cette caractéristique semble par con-
séquent liée a la souche. Par ailleurs, nous avons noté que la DIso des cals provenant
de plantes issues de germinations S est de 2,8.10-4 M alors que celle des cals S ini-
tiaux était de 103 M. Comme nous avons montré précédemment qu'il existait une dif—
férence de sensibilité entre les tissus différenciés et les tissus indifférenciés, on peut
penser qu'au moment ol les tests ont été réalisés (2 et 3 mois aprés la mise en cui-
ture in vitro), les cals n'avaient pas encore atteint un état de stabilisation comparable
a celui de cals cultivés depuis plusieurs mois sur un milieu de callogénése.

Les mesures d'activité enzymatique ont montré que les cals dérivant des plantes
R1 présentent une activité EPSP synthase 3,3 fois plus élevée que celles des cals
dérivant de plantes S. Cette valeur est plus faible que celle observée dans les cals
dont dérivent les plantes (4,4 fois) mais est supérieure & celle des plantes elles-mé-
mes (2,5 fois). Comme il a été & nouvea. confirmé que I'EPSP synthase de la souche
R1 est inhibée de la méme maniére que celle de la souche S (2 yM réduisant 50% de
I'activité), la résistance pourrait bien dépendre d'un mécanisme damplification de géne.
La diminution de l'aptitude a proliférer sur des doses plus élevées des cals issus de
plantes R1 par rapport aux cals issus de plantes S, est associée a une diminution de
l'activité EPSP synthase. Il se pourrait donc que cette souche ne soit pas tout & fait
stable. Ceci a déja été signalé chez la Pervenche de Madagascar (CRESSWELL et al.,
1988) mais dans ce cas, les contrdles n'ont pas été effectués apres une phase de
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régénération. Dans la mesure ou l'activité EPSP synthase est plus élevée dans les cals
R1 dérivant de plantes que dans les plantes R1, on peut se demander si les conditions
de cultures in vitro ne stimuleraient pas l'expression de cette activité. La résistance
pourrait aussi avoir une base génétique stable mais I'expression pourrait étre soumise
a une régulation plus ou moins importante selon la nature des tissus.

La floraison des plantes R1 est plus tardive que celle des plantes S. La résis-
tance aurait par conséquent un colit pour la plante. Il faut noter ici que contrairement
a Cichorium intybus var. Witloof, la Chicorée & café est sélectionnée pour son rende-
ment en racines. En conséquence, les semis sont plus précoces et les risques de
montée a graines plus importants. Afin de les éviter, les sélectionneurs se sont atta-
chés a rechercher des plantes particuliérement résistantes a la montée. Du point de
vue agronomique ce codt pourrait donc présenter un intérét. Par autofécondation, il n'a
été obtenu aucune graine. Ces plantes sont totalement autoincompatibles. Mais d'une
maniére générale chez Cichorium intybus, l'autostérilité est la régle (VAN HEE &
BOCKSTAELE, 1983; COPPENS DEECKENBRUGGE et al., 1987a). Le déterminisme de
la réaction d'incompatibilité est sporophytique, monogénique et pluriallelique (COPPENS
D'EECKEBBRUGGE et al., 1987b). Par croisement avec des plantes S, des graines ont
été obtenues. Les plantes R1 sont fertiles.

Les traitements réalisés en serre sur les plantules issues de ces graines avec
180 et 360 g ha~! de glyphosate ont entrainé la mort de I'ensemble des plantules.

Les tests effectués in vitro ont montré que les cals dérivant des hybrides S x
R1 et R1 x S sont inhibés de la méme fagcon par le glyphosate que les cals issus de
germinations S.

L'activité EPSP synthase des hybrides est quasiment identique A celle des ger-
minations S.

Pour expliqguer ces résulitats, 2 hypothéses sont A envisager: le caratére sélec-
tionné est récessif ou il n'a pas été transmis. Dans le dernier cas, il sagirait d'un
variant épigénique tres stable puisque la suppression de la pression de sélection chez
les plantes entiéres n'a pas entrainé la disparition de la résistance dans les cals qul
en dérivaient. Il parait plus vraisemblable, compte-tenu du maintien de la résistance
sans herbicide, que le caractére soit génétique. Il sera réellement possible de trancher
entre les 2 hypothéses lorsque les tests auront été effectués in vivo et in vitro sur la
Fe.

Une approche moléculaire de ce travail aurait pu apporter des éléments de ré-
ponse en faveur de l'une ou l'autre des hypothéses. Elle aurait en particulier permis de
vérifier si la surproduction de I'EPSP synthase est basée sur une amplification de gene
(SHAH et al., 1986; HAUPTMANN et al., 1988; GOLDSBROUGH et al., 1990), sur une
moindre dégradation protéolytique de I'enzyme (HOLLANDER—CZYTKO et al., 1988) ou
sur un autre mécanisme.

Lorsqu'on introduit par génie génétique le géne amplifié de I'EPSP synthase chez
les plantes, la résistance est transmise comme un simple géne mendélien dominant
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(SHAH et al., 1986; JORDAN & McHUGHEN, 1988). Le géne EPSP synthase amplifié
d'une plante non transformée se transmettrait-il de maniére récessive?

DYER et al. (1988) ont montré que les plants de Tabacs issus de cals résis—
tants survivaient & des applications de 1 kg ha~' de glyphosate et qu'il existait des dif-
férences de sensibilité entre les plantes. lls ont également rapporté que leurs plantes
fleurissaient, mais ils n'ont pas précisé si la résistance était transmise dans la des-
cendance. Nous ne pouvons donc pas comparer nos résultats directement avec les
leurs. Pour d'autres herbicides, bentazone et phenmedipham, il a été signalé (MALIGA,
1984) que la résistance est sous contrdle de génes récessifs.

La mort des plantes R2 au cours de l'acclimatation ne nous a pas permis de
déterminer si les caractéristiques de la souche sont conservées apreés passage par
I'état de plante entiére. Elle ne nous a pas permis non plus de réaliser des croise-
ments avec des plantes R1 et S. Il n'a donc pas été possible de vérifier si la résis-
tance de cette souche observée in vitro est transmise a la descendance et si elle est
du méme type que celle de la R1.

L'inconvénient majeur des souches que nous avons sélectionné (R1 et R2) réside
dans leur non-conformité par rapport a la souche S. Celle-ci peut &tre la conséguence
d'un maintien prolongé des souches en culture in vitro. En effet, la variabilité génétique
(LARKIN & SCOWCROFT, 1981) et épigénique augmente avec le temps ce qui est une
observation fréguente (BOURGIN, 1985). Elle peut aussi découler de la résistance au
glyphosate. La croissance plus faible des souches résistantes a été rapportée par
NAFZIGER et al. (1984), HICKOK (1987), STEINRUCKEN et al. (1986), DYER et al
(1988). Des mutants résistants a4 d'autres herbicides en particultier au diuron, au pa-
raquat, et aux triazines présentent également des déficiences (THOMAS & PRATT,
1982; GRESSEL, 1986; BEVERSDORF & KOTT, 1987; REY et al. (1990); WANG et al.
(1991). Selon QUINN (1990), la résistance aurait un colit métabolique. En cas de sur-
production d'enzyme, il y aurait nécessairement création de déséquilibre métabolique et
gaspillage et lorsqu’il se produirait une modification dans l'affinité de l'enzyme pour
I'herbicide, elle pourrait s'accompagner d'une diminution de son activité. Chez la Carot-
te, il a été montré (NAFZIGER et al., 1984) que conjointement a I'augmentation d'acti-
vité de I'EPSP synthase, Il y a une augmentation de la concentration en acides aminés,
mais cela n'a pas été observé chez le Corydalis ( SMART et al., 1985) et le Tabac
(DYER et al., 1988). Il serait intéressant de contrdler si chez la Chicorée a café, les
concentrations en acides aminés et en métabolites secondaires, en particulier les aci-
des hydroxybenzoiques et plus spécifiquement l'acide gentisique - pour son action sur
I'AlA oxydase (CANAL et al.,, 1987), sont modifiés. Les difficultés rencontrées pour
enraciner les bourgeons et la croissance plus faible des souches résistantes pourraient
avoir pour origine un changement du métabolisme auxinique en liaison avec l'augmenta-
tion de l'activité EPSP synthase.

L'emploi du glyphosate depuis plusieurs années en champ n'a toujours pas con-
duit & la sélection de mutants. Ceci pourrait étre en raison de la présence de plu-
sieurs formes isoenzymatiques de I'EPSP synthase. Selon JENSEN (1986 b), en effet, il
existerait 2 voies shikimate, une localisée dans les plastes et une autre localisée dans
le cytosol. Cette derniére n'a pas été entiérement démontrée. Une forme cytosolique
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naturellement insensibie au glyphosate a été rapportée dans une souche celiulaire de
Mais (RACCHI et al., 1989; RACCHI, 1990), mais l'expression de cette forme est
fonction du stade de développement. On peut émettre I'hypothése que des geénes dis—
tincts codent pour les différentes formes enzymatiques et gqu'une mutation sur un seul
géne ne serait pas suffisante pour conférer la résistance. Selon SCHULZ et al.
(1990), une mutation dans le geéne de structure de 'EPSP synthase s'accompagnerait
d'une perte des propriétés catalytiques de l'enzyme et par conséquent le site d'action
serait trés conservé c'est-a-dire quil n'y aurait quune faible plasticité génique (DUKE,
1988). Pour expliquer I'absence de mutants DUKE (1988) n'exclut pas |'hypotheése que
le glyphosate ait d'autres sites d'action que I'EPSP synthase. L'absence de résistance
pourrait aussi étre liée a la molécule elle-méme. La nature n'a aucune raison de met-
tre sur pied un systéme de détoxication a un analogue structural d'un substrat enzy-
matique. Dailleurs, il n'existe pas d'exemple connu. Elle pourait aussi tenir au colt de
la mutation. Si elle est trés élevée, elle a peu de chance d'apparaitre et elle risque
d'étre fortement contre-sélectionnée. Il a été montré chez le moustique qu'en absence
dinsecticide, la valeur adaptative des phénotypes résistants est plus faible (RAYMOND
et al., 1985).

Devant les difficultés rencontrées pour isoler des cals résistants au glyphosate,
induire et enraciner les bourgeons, nous avons entrepris la sélection de nouvelles sou-—
ches avec le glufosinate d'ammonium qui, comme le glyphosate, est un herbicide non
sélectif, post-levée mais dont la cible (GS) se situe sur une autre vole métabolique :
celle de |'azote. La sélection a été effectuée uniquement sur des suspensions cellulai-
res.

Lisolement de souches résistantes n'a pas été plus aisé qu'avec le glyphosate.
Une seule souche de Chicorée a café résistante au glufosinate a pu étre sélectionnée.
Elle a été obtenue en augmentant progressivement les concentrations en herbicide.
Cette méthode avait été utilisée avant nous par DONN et al. (1984) pour sélectionner
des Luzernes et par ISHIDA et al. (1989) pour sélectionner des Tabacs. Les exemples
d'especes résistantes au glufosinate obtenus en exploitant la variabilité des cultures
cellulaires sont encore rares. La Chicorée & café (Composées) représente la 3éme es-
pece aprés la Luzerne (Papilionacées) et le Tabac (Solanacées). La dose qui inhibe 50%
de la croissance (DIs0) de la souche sélectionnée (P) est 7,5 fois plus élevée que
celle qui inhibe la souche sauvage. La différence de sensibilité au glufosinate entre les
2 souches est plus faible que celle observée chez la Luzerne (20 a 100 fois) (DONN
et al., 1984) et le Tabac (10 fois) (ISHIDA et al., 1989).

Les cals sélectionnés P ont une croissance plus faible que les cals S en ab-
sence dherbicide. On retrouve ainsi une caractéristique observée avec les cals résis—
tants au glyphosate. LA encore, cette réduction de croissance pourrait étre liée a des
variations génétiques ou épigéniques (LARKIN & SCOWCROFT, 1981, NEGRUTIU et al.,
1984; BOURGIN, 1985).

En raison de la stabilisation tardive de la souche P, nous n'avons pas pu déter-
miner si son aptitude a proliférer sur des doses dherbicide plus élevées que la souche
S, est associée a une augmentation d'activité de la GS comme cela a été démontré
chez la Luzerne (DONN et al.,, 1984) et chez le Tabac (ISHIDA et al., 1989).
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De méme, nous n'avons pas pu déterminer les conditions de régénération de
plantes & partir de la souche P. Pour la Luzerne, il a été précisé que la souche avait
perdu ces propriétés organogénes (DEAK et al., 1988). Par fusion de protoplastes,
DEAK et al. (1988) ont tenté de transférer la résistance a des souches organogénes.
La résistance a bien été transmise aux produits de fusion mais les capacités organo-
genes n'‘ont pas été retrouvées. Ces auteurs expliqueraient I'impossibilité de régénérer
des plantes par un changement du métabolisme azoté a la suite de I'amplification du
géne de la GS. Lorsque le géne amplifié a été introduit chez le Tabac par génie géné-
tique, les plantes n'ont montré quun falble niveau de résistance au glufosinate. Ceci
pourrait étre di & l'existence de muiltiples génes nucléaires de la GS dont I'expression
est spécifique d'un tissu (QUINN, 1990).

Les difficultés rencontrées pour sélectionner au laboratoire et au champ des
mutants résistants au glyphosate et au g!ufosinéte pourraient découler de leur mode
d'action. Ces 2 herbicides sont des analogues structuraux des substrats naturels des
réactions qu'ils inhibent, aussi se lient-ils directement avec le site réactionnel de
'enzyme. Toute mutation dans ce site, conférant la résistance & l'herbicide, serait
trés probablement combinée avec une perte de propriétés catalytiques de I'enzyme.
Ceci pourrait expliquer la vigueur plus faible des mutants résistants au glyphosate et
au glufosinate (SCHULZ et al.,, 1990). D'un autre coté, la résistance par amplification
de genes présente également des inconvénients car elle semble causer des change-
ments métaboliques conduisant & une limitation de croissance et probablement a une
diminution des capacités de régénération.

En conclusion, ce travail aura abouti & la sélection de 2 souches résistantes au
glyphosate (R1 et R2) et une souche résistante au glufosinate (P). Des plantes ont été
régénérées a partir des deux souches résistantes au glyphosate mais seules celles is-
sues de la souche R1 ont survécu aprés la phase d'acclimatation. Lorsque ces plantes
ont été croisées avec des plantes sensibles, elles ont produit des graines. Aprés trai-
tement au glyphosate toutes les plantes de la F1 sont mortes. On peut alors supposer
que le caractere est récessif ou quil n'a pas été transmis par voie sexuée. Si le ca-
ractére est récessif, il sera exploitable par le sélectionneur tandis que s'il s'agit d'un
variant épigénique, il ne pourra &tre utilisé et les planteurs de Chicorée a café sans
herbicide de post-levée devront continuer a désherber manuellement. L'étude de la F2
devrait permettre de trancher entre les deux hypothéses. Actuellement les plantes F1
laissée en panmixie sont sous forme de porte-graines. Au début de I'été la plupart
d'entre-elles avaient une morphologie anormale. Certaines présentaient des anomalies
au niveau des inflorescences, pour d'autres le géotropisme des apex est inversé, etc...
et on pouvait craindre que des boutons floraux de type normal ne puissent se former.
Il semble maintenant que si toutes les anomalies n'ont pas disparu, il y aura des
graines et il sera par conséquent possible d'étudier la deszendance.

Les souches que nous avons isolées sont issues dun processus de sélection
naturel, aucun agent mutagéne n'ayant été utilisé. In vitro, la résistance des tissus au
glyphosate et au glufosinate s'est traduite par une croissance plus faible c'est-a-dire
par un colt. Dans le cas des Endives résistantes aux sulfonylurées, ce colt est
inexistant (MILLECAMPS, 1989). Chez la Chicorée & café, le colt de la résistance au
glyphosate a persisté lors de la régénération des bourgeons, de l'enracinement, de la
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- mise & fleur. Maintenant, on peut supposer que si des mutants résistants apparaissent

en champ, la résistance entraine également chez eux un colt élevé. La probabilité de
leur maintien dans les populations serait alors faible et pourrait expliquer que jusqu'a
présent aucun mutant naturel n'ait été rapporté.

Le contrdle génétique de la résistance est un élément qui contribue fortement
au risque d'apparition de mutants. La probabilité ne sera pas la méme s'il s'agit d'un
contrdle monogénique ou polygénique, nuciéaire ou cytoplasmique, si, l'expression est
dominante ou récessive.

Des lignées de Chicorées a café haploides, aurait facilité notre travail de sélec-
tion in vitro, s'il se confirmait que le caractére est récessif. Malheureusement, elles
n'existent pas chez cette variété.

La résistance monogénique dominante sous contr8le nucléaire est celle qui a le
plus de chance d'apparaitre naturellement in vitro mais c'est aussi celle qui a le plus
de chance d'apparaitre parmi les adventices.

Le maintien dans la nature des types résistants dépend de leur valeur adaptati-
ve (fitness). Si en absence de Vherbicide considéré, it ny a pas de colt, le maintien
dans les populations sera trés élevé. il semble que se soit le cas pour la résistance
aux sulfonylurées chez I'Endive (GASQUEZ, communication personnelle). Ce maintien
dépend aussi du mode de reproduction. Une plante a fécondation allogame transmettra
plus facilement son pollen & des especes voisines. Chez la Chicorée a café des croi-
sements avec des Endives et des Chicorées sauvages peuvent se produire. Les risques
de dispersion des génes se situent principalement chez le multiplicateur de semences.
Les risques existent aussi chez le sélectionneur, méme si celui-ci utilise des isole-
ments géographiques. lls demeurent égaiement en cas de repousses chez le cuiltivateur
ol la pratique des rotations de cultures tend & les éliminer.

Une alternative a la sélection de souches résistantes par cultures cellulaires est
représentée par le génie génétique. Les résultats obtenus avec plusieurs herbicides
sont prometteurs (KISHORE & SHAH, 1988). Ainsi, chez les plantes ou le géne de dé-
toxification du giufosinate a été introduit, la résistance s'‘est exprimée. Lorsquelles
sont traitées, elles ont une croissance comparable a celle des plantes non traitées (DE
GREEF et al., 1989; BOTTERMAN & LEEMANS, 1989). Le caractére s'hérite comme un
caractére monogénique dominant (LEEMANS et al.,, 1987, BOTTERMAN & LEEMANS,
1989; OXTOBY & HUGHES, 1989). Mais pour l'instant la mise sur le marché de varié-
tés obtenues par génie génétique n'a pas été autorisée. Avant de donner leur accord,
les autorités ont exigé que des études solent faites sur les conséquences de lintro-
duction de génes, sur l'environnement. Ces études seront longues et elles pourraient
beaucoup retarder la commercialisation de ces variétés.

L'utilisation et la commercialisation des plantes cultivées résistantes aux herbi-
cides obtenues par cultures cellulaires seront a manipuler avec précaution. Lorsque la
résistance n'entraine pas de colt pour la plante, le risque de disperser le géne dans
les espéces sauvages et de voir apparaitre dans les cultures des adventices résistan—
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tes est potentiellement élevé. Dans les monocultures toujours désherbées avec le mé-
me herbicide, I est possible que lI'emploi des sulfonylurées sur des plantes résistantes
contribue a l'apparition de mutants résistants sauvages et ce d'autant plus vite que les
phénomeénes de surdosage seront sans conséquence pour la culture. Lorsque la résis-
tance entraine un colit élevé pour la plante, la probabilité d'apparition d'adventices
naturellement résistantes est faible voire nulle. Les herbicides agissant ainsi paraissent
par conséquent plus avantageux. Cependant, si l'on introduit dans la nature par exem-
ple des plantes cultivées résistantes au glyphosate, les génes de résistance pourraient
étre transmis & des espéces voisines qui ainsi, pourraient devenir résistantes alors
que naturellement, elles ne le seraient probablement jamais devenues. Pour éviter ce
risque, il conviendrait d'introduire conjointement a ces types de résistance des geénes
“sulcides” ou tout au moins, des génes qui réduiralent la compétitivité de la plante
pour des caractéristiques non agronomiques (réduction de production de semences
pour des chicorées par exemple). D'une maniére générale, beaucoup des précautions
devront étre prises avant et pendant ['utilisation de ces variétés afin de ne pas se
retrouver avec des cultures résistantes envahies par des adventices résistantes.
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Les aptitudes de Cichorium intybus L. var. Magdebourg en culture in vitro ont
été contrdlées. A partir de racines tubérisées matures ainsi que de feuilles cotylédon-
naires issues de germinations, il est possible d'obtenir une callogénése importante,
d'installer des suspensions cellulaires et d'induire la formation de bourgeons.

En exploitant la variabilité induite par la culture in vitro, deux souches de cals
résistantes au glyphosate et une souche résistante au glufosinate ont été isolées.
Comparées aux souches sensibles, elles proliférent respectivement sur des doses 25
et 7,5 fois plus élevées.

Il a été montré que les souches résistantes au glyphosate ont une activité
EPSP synthase plus élevée que les souches sensibles (4,4 et 4 fois) alors que l'enzy-
me est inhibée de la méme maniére par I'herbicide. Ceci laisserait supposer l'existence
d'un mécanisme d'amplification génique.

A partir de ces souches, des piantes ont été obtenues mais aprés acclimatation
en serre une seule souche s'est montrée viable. Du cal a été inltié & partir de ces
plantes. Les tests in vitro ont montré que la résistance est conservée partiellement
(18 fois) et que l'activité enzymatique a légérement diminué (3,3 fois).

Ces plantes sont totalement autoincompatibles, mais par croisement avec des
plantes sensibles des graines ont été obtenues. Les traltements en serre effectués sur
des jeunes plantules ont montré que toutes les plantes F1 sont sensibles au glypho-
sate. Les tests in vitro ont confirmé ces résultats. L'activité enzymatique des plantes
F1 in vivo et in vitro est comparable & celles des plantes sensibles. 2 hypothéses sont
envisageables, il s'agit soit d'un caractere récessif soit d'un variant épigénique.

Mots clefs: Cichorium intybus, Culture in vitro, Herbicide, Glyphosate, Glufosinate, Ré-
sistance, Sélection, EPSP synthase, Acides aminés.

It has been verified that the mature roots and cotyledons of Cichorium intybus
var. Magdebourg cultured /n vitro have engendered the formation of callus, cell sus-—
pensions and bud regeneration.

Two strains resistant to glyphosate and one resistant to glufosinate were isola-
ted from non-mutagenized /n vitro culture. Compared to sensitive strains, resistant
strains proliferated respectively on concentrations which were 25 and 7,5-fold higher.

It has been established that strains resistant to glyphosate had EPSP synthase
activity higher than sensitive strains (4,4 and 4-fold) in spite of the fact that enzymes
are still sensitive to glyphosate inhibition. This could suppose a mechanism of gene
amplification.

Plants were regenerated from the glyphosate resistant lines but after acclimati-
zation, only one strain survived. Callus was Initiated from the plants. Resistance was
partially maintained and the EPSP synthase activity slightly decreased.

These plants were self-incompatible. The crossing with sensitive strains, resul-
ted to obtainment of seeds. After spraying glyphosate on a sample of the F1 genera-
tion no plants survived. In vitro assays confirmed these results. The EPSP synthase
activity of F1 plants were comparable in both in vivo and in vitro culture to sensitive

plants. 2 hypothesis were considered : either there exist a recessive trait or an
epigenic variation.




