es plantes peuvent réaliser deux
modalités de propagation : la repro-
duction sexuée et la multiplication
—amm végétative. Cette dernitre caractéris-
tique est lide au fait que les processus de
morphogengse ne sont pas restreints,
comme chez 'animal, au développement
embryonnaire : ils sont transférés, 2 un
stade précoce de 'embryogenése, aux méris-
témes, populations cellulaires complexes
qui conservent, tout au long delavie de la
plante, la capacité de se diviser, d’initier la
différenciation, d’établir une organogenése
permanente [1]. Lorsque les bourgeons axil-
laires, qui contiennent chacun une copie du
méristéme caulinaire principal, sont séparés
naturellement ou artificiellement de la plan-
te meére, ils peuvent, sous réserve d’enraci-
nement, reproduire une plante identique 4
la plante d’origine. Cette multiplication
végétative peut étre un moyen efficace de
dispersion dans 'espace, dans la mesure ot
les conditons écologiques le permettent.
Les deux formes de reproduction, sexuée et
végérative, ont éé utilisées empiriquement
par 'homme ; en effer, si la base de notre ali-
mentation repose sur les céréales, les plantes
4 multiplication végétative (et plus parti-
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culiérement les plantes 4 tubercule) jouent
un rble clé dans I'alimentation vivrigre [2].
Par ailleurs, les techniques de bouturage et
de greffage sont classiquement utilisées en
horticulture et en arboriculture.

Plus récemment, le développement des
techniques de cultures in vizro et des bio-
technologies cellulaires associées a comple-
tement renouvelé 'approche de la multi-
plication végétative. Ainsi la micropropa-
gation #n vitro a bouleversé les stratégies
de multiplication clonale, ne serait-ce que
pour Passainissement viral des plantes
vivritres. La mise au point de milieux de
culture artificiels et de possibilités de plus en
plus performantes d’aseptisation des
explants a permis une meilleure exploitation
de la plasticité du génome végétal. En effer,
la ou les cellules végétatives somartiques
peuvent se dédifférencier et donc étre &
lorigine de nouveaux programmes de déve-
loppement, ceci dans le cadre de l'ontoge-
nése normale, ou dans un contexte artificiel
comme base des manipulations biotechno-
logiques cellulaires. A ce sujet, la possibili-
té de retour & un état de totipotence permet
la réalisation d’'une embryogenése soma-
tique ; il Sagit 1a d’'une des particularités les
plus originales de 'ontogenése végétale.

A partir des caractéristiques de la multipli-
cation végétative, cet article dégage, au tra-
vers des apports récents des biotechnologies,
les nouvelles possibilités d’exploitation ainsi
que les limites et les voies & explorer en vue
de leur adéquation aux objectifs de 'amé-
lioration des plantes.
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Utilisation
traditionnelle

et signification

de la multiplication
végétative

Rappel de quelques idées

Les plantes sont caractérisées entre autres par
Iexistence de métistémes, populations cel-
lulaires complexes conservant tout au long
de la vie de Porganisme végétal des caracttres
embryonnaires. Dans ce contexte, on doit
distinguer les méristtmes caulinaires, res-
ponsables de la construction de la tige, et les
méristémes racinaires. En dehors du fait
qu'ils conduisent 4 des organes différents, ces
méristémes primaires ne fonctionnent pas
de la méme facon. Le méristtme caulinai-
re est responsable de la construction de
Pappareil aérien (grace 2 la production de
nouvelles cellules qui vont croitre et se dif-
férencier) mais aussi, par 'intermédiaire de
Porganogeneése : formation de feuilles et
bourgeons axillaires pendant la période
végétative. Il est essentiel de noter que ces
organes sont initiés & partir du méristéme
primordial, de fagon itérative, en unités
modulaires identiques : entrenceud-neeud —
feuille-bourgeon axillaire [3]. Ce mode de
fonctionnement prend toute sa valeur dans
un contexte de multiplication végétative
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olt chaque bourgeon axillaire, copie confor-
me du méristeme principal, est 2 méme de
réaliser, de fagon itérative, le méme mode de
fonctionnement. On dispose donc chez les
plantes d’un potentiel « infini» de repro-
duction de I'appareil aérien et, par consé-
quence et sous réserve d’enracinement, de
multiplication conforme d’un génotype.
Le méristtme racinaire de son c6té est 2
lorigine de I'appareil souterrain. Occupant
lautre extrémité de I'axe embryonnaire, il
met done en place une racine en continui-
té avec l'axe caulinaire. En dehors de cette
spécificité, son role est restreint 4 la pro-
duction de nouvelles cellules permettant la
croissance et la différenciation. La produc-
tion de racines latérales est complétement
dissociée de la croissance : elles sont néo-
formées au travers d’un processus complexe
de dédifférenciation. Cette particularité est
le deuxi¢me fondement de la multiplication
végérative. Le méristéme caulinaire produit
de facon itérative un nombre infini de
copies ; la néoformation de racines adven-
tives (figure 1), qui intervient également
sur la tige, permet de réaliser la copie fonc-
tonnelle de la plante d’origine, aprés sépa-
ration.

Figure 1. Racines adventives de la vanille
dans les serres du Jardin des Plantes de
Paris (d'aprés Figuier [4]).

Figure 1. Adventitious vanilla roots in greenhouses
at the Jardin des Plantes in Paris.

Intérét de la multiplication
végétative

Multiplication végétative naturelle

La multiplication végétative est répandue
dans tout le régne végétal. Cette modalicé
particulitre de reproduction apparait cor-
rélée a deux données de base.

e Les végéraux sont enracinés, Cest-a-dire
fixés au substrat, et leur propagation ne
peut se faire qua partir de ce point d’at-
tache. La croissance modulaire répond 2
cette nécessité. La production redondante
d’'une méme unité de base permet une crois-
sance indéfinie et autorise, dans le cadre
de la multiplication végétative, la colonisa-
tion de nouveaux espaces, la spécialisation
{(polymorphisme des rameaux) et méme, 2
la lumiere des information récentes, la
construction de la fleur [3].

® La plante,  la différence de la majorité des
animaux, ne posséde pas de lignée germi-
nale. Sa reproduction sexuée n'est donc pas
inscrite automatiquement dans le déroule-
ment de son ontogenése. Elle est la consé-
quence de la transformation du méristtme
sous I'influence de signaux externes relayés
par une cascade de signaux internes. Si les
signaux initiateurs de la floraison sont
absents, la plante ne fructifiera pas et, dans
ces conditions, la multiplication végétative
peut &tre un moyen de pérenniser I'indivi-
du ou l'espece [5].

La multiplication végétative naturelle est
trés répandue chez les plantes. Différents
dispositifs morphologiques permettent I'ef-
ficacité de ce processus mais il est important
aussi de rappeler quelques observations
débouchant sur des conséquences pratiques :
la nécessité d’un enracinement adventif
déja évoqué ; éloignement et, & terme, la
séparation du pied mére qui modifient les
corrélations physiologiques (figure 2); I'im-
portance des besoins nutritifs de la boutu-
re naturelle qui conduit 4 associer fré-
quemment multiplication végétative et
tubérisation (figure 3); et enfin, sur le plan
génétique, trois aspects importants : lapti-
tude spécifique 4 la multiplication végéta-
tive (naturelle ou provoquée), la conformi-
té & la plante de départ, mais aussi la possi-
bilité de variations qui peuvent étre main-
tenues durablement [6].

Toujours dans le cadre naturel, deux autres
points méritent d’étre évoqués.

° §i, dans la grande majorité des cas, la
multiplication végétative est consécutive A
I'isolement d’un méristtme préexistant, il
existe quelques exemples de néoformation
de plantes & partir des tissus somatiques, les
plus connus éiant les bégonia et les kalan-
choé.
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FFigure 2. Multiplication

végétative du
Carex (d'aprés Figuier [4]).

Figure 2. Carex clonal propagation.

Figure 3. Tige souterraine tubérisée d'fris
germanica (d'apres Figuier [4]).

Figure 3. Stem tubers of /ris germanica.

® La plante peut, au travers de certaines
modalités de 'apomixie, réaliser des copies
conformes de I'individu de départ en 'ab-
sence de fécondation, par l'intermédiaire
d’une graine morphologiquement et phy-
siologiquement construite comme la semen-
ce sexuée [7].



Exploitation

de la multiplication V@getmwe

par Vhomme

Lexploitation de la multiplication végétative
est certainement trés ancienne, dés le néo-
lithique [8], puisque vraisemblablement
liée 2 Ia récolte des tubercules. Quel que soit
T'organe d’origine (tubercule, tige ou racine),
elle est toujours associée 2 l'existence de
bourgeons axillaires ou adventifs permettant
la multiplication. Par exemple, la patate
douce, tubercule strict de racine, est apte &
développer une nouvelle tige & partir de
bourgeons préexistants ou néoformés (figi-
re 4). Cette utilisation empirique a proba-
blement été rapidement relayée grice 4 'ob-
servation de tubérisations spontanées (donc
de « muliplication » de la partie directement
exploitée pour la nourriture), comme chez
la pomme de terre.

De telles observations ont vraisemblable-
ment conduit aux notions de marcottage,
bouturage, puis ultérieurement de greffe. En
particulier, au XIX° si¢cle, Lessor de la floxi-
culture et de Parboriculture fruitiere surtout
a conduit les professionnels, comme les
amateurs, 4 explorer toutes les subtilités et
astuces de ces modes de multiplication

(figure 5).

Que sait-on
maintenant
multiplication
végetative
modernisée

ou redécouverte ?

Jusqu'a une époque relativement récente,
Pexploitation de la multiplication végétati-
ve est restée inscrite dans un cadre tradi-
tionnel. Plusieurs données nouvelles en ont

changé I'approche.

Evolution des méristemes
au cours du cycle
de développement

Les modules mis en place par le méristéme
caulinaire, dés la fin de Pembryogengse [1,
5], sont identiques dans leur construction
{entre-nceud, nceud, feuille, bourgeon axil-
laire) mais différents sur les plans morpho-
logique et physiologique. La phase de jeu-
nesse, qui suit la germination, est souvent
caractérisée par la mise en place de feuilles
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Figure 4. De la multiplication végétative
naturelle & son exploitation par I'hnomme.

En bas, Ipomoea purga, le jalap officinal ; en
haut, /pomoea batatas, la patate douce
cultivée (d'aprés Constantin [9]).

Figure 4. Examples of natural and artificial clonal
propagation. Below, /pomoea purga, a medicinal
plant ; above, lpomoea batatas, the sweet potato.

4 morphologie particulizre. Mais surtout, les
portions de tiges prélevées & ce niveau mani-
festent des aptitudes bien meilleures au
bouturage et & la régénération. Ensuite

prend place le développement de I'appa-
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reil végétatif caractéristique de 'espéce,
forme des feuilles, rameaux spécialisés...
Cette modification est particulierement évi-
dente chez les plantes 4 rameaux dimorphes,
le caféier par exemple, dont seuls les
rameaux plagiotropes portent des fleurs. 11
existe d’autres modifications physiologiques,
moins directement observables, qui se tra-
duisent par des perturbations plus ou moins
importantes de lefficacité de la multiplica-
tion végétative.

Les remaniements physiologiques profonds,
liés & 'installation de la floraison, permet-
tent de revenir 4 [état initial non seulement
par l'intermédiaire de la graine, mais aussi
par I'intermédiaire de modifications des
propnetes physiologiques de bourgeons
situés & ce niveau qui peuvent, de nou-
veau, manifester des propriétés juvéniles. La
connaissance de 'évolution des mérisiémes
au cours du développement a pu ainsi étre
mise & profit soit dans le cadre de 'amé-
lioration de I'efficacité du bouturage, soit
pour provoquer la néo-formation de bour-
geons, soit encore pour favoriser 'enraci-
nement.

Le schéma évoqué ci-dessus peut étre plus
ou moins profondément modifié en fonc-
tion de la longévité de la plante et des
conditions environnementales. Clest parti-
culiérement évident pour les arbres, oti la
longévité et le trés grand nombre de boutr-
geons vont conduire 3 des situations d’une
grande complexité, tandis que des corréla-
tions vont sétablir entre les différents méris-
temes existants. Chaque bourgeon (ou
module), en fonction de sa position sur
larbre, de son environnement externe ou
interne, des inhibitions ou incitations cor-
rélatives auxquelles il est soumis, aura sa
propre histoire et pourra exprimer un pro-
gramme morphogénétique particulier. Un
méristéme caulinaire, tout en conservant
ses capacités d’organogentse de base (C'est-
a-dire la production répétitive de nouvelles
unités fonctionnelles), peut perdre au cours
du temps ou en fonction de sa localisation
topographique certaines des propriétés mor-
phologiques qui caractérisent un méristtme
prélevé au stade juvénile.

Ces modifications sont mises en évidence
daps le cadre de la multiplication végétati-
ve. Le bouturage 3 partir de bourgeons onto-
génétiquement vieux se traduit par une limi-
tation et, fréquemment, par une perte de
I'aptitude & I'enracinement, une faible
vigueur et le mainten de morphologies par-
dculitres. Cela a deux conséquences sur le
plan pratique : soit 'impossibilité de mul-
tiplier végétativement des arbres adultes ou
4gés, soit la production de plantes ne pré-
sentant pas le méme phénotype que celles
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Figure 5. Exemples de pratiques de la multiplication végétative en arboricufture fruitiére. A:
marcotiage par inclinaison ; B : marcottage par élévation (d'aprés Figuier [4]) ; C : greffe en fente

- bouture ;

D : greffe-bouture ; E : greffe dite « Girardin » {d'aprés Gressent [10]).

Figure 5. Some clonal propagation methods for fruit trees. A and B : examples of runner formation [4] ; C : to

E : different kinds of graft.

issues de graines. Ces situations, et c'est la
une autre particularité du végéeal, ne sont pas
irréversibles. On peut expérimentalement
rétablir, au niveau des méristtmes prélevés
sur des atbres trés Agés, des conditions d’une
expression physiologique juvénile. La rupture
des corrélations physiologiques (tailles bru-
tales, recépages fréquents...) ou la modifi-
cation drastique des conditions environne-
mentales (enceintes contrblées, maintien 2
vitro...) peuvent favoriser ce phénomene.
Ces manipulations restent cependant enco-
re largement empiriques. Ainsi, pour réus-
sir le bouturage d’individus dgés de Sequoia
sempervirens, on greffe, en culture i vitro,
des bourgeons inaptes au bouturage sur des
porte-greffes juvéniles issus de la germinadon
de graine. La greffe est répéeée en renouve-
lant le porte-greffe [11]. Les mécanismes

impliqués, qui restent méconnus, peuvent
conduire 2 la réussite de la multiplication
végétative d’arbres anciens. Les travaux
actuels dans ce domaine portent sur la
recherche de marqueurs biochimiques ou
moléculaires qui permettent d’identifier ou
de caractériser les états juvéniles ou sénes-
cents, pour un choix plus rationnel des
explants 2 bouturer ou pour suivre leur évo-
lution en fonction des contraintes expéri-
mentales [12].

Ontogenese, filiation
et régulation

Beaucoup de problémes résultent du
manque de connaissance des mécanismes du
fonctionnement des méristemes, dont 'or-
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ganisation cellulaire intégrée est particulie-
rement complexe. Des voies nouvelles ont
été ouvertes par 'approche génétique et il
convient, 14 aussi, de distinguer le mériste-
me caulinaire du méristéme racinaire.

Le méristtme caulinaire est mis en place &
un stade précoce de I'embryogeneése, au
stade cordiforme ; des travaux initiés sur
Arabidopsis (mais commencgant & s'étendre
3 d’autres plantes) montrent que sa spécifi-
cation et son fonctionnement auto-entre-
tenu sont sous la dépendance d’un certain
nombre de genes qui commencent 4 étre
identifiés (figure 6) et qui contrdlent deux
grands types de fonction.

° La spécification du méristéme : elle est
faite au stade embryonnaire, sous la dépen-
dance du géne shootmeristemless [13]. Chez
les mutants, lensemble des cellules du méris-
teme est mis en place mais leur éeat indiffé-
rencié nest pas maintenu. Il est important
de souligner que les tissus des mutants
shootmeristemless sont inaptes 2 néo-former
des méristémes apicaux en culture 7 vitro.
Cette observation est & rapprocher du fait
que fréquemment, les embryons somatiques,
tout en présentant un phénotype normal,
sont incapables de former une tige. Le
conirdle de la spécification des cellules méris-
tématiques est également sous la dépen-
dance du gene fnotzed I qui est impliqué
dans le maintien de I'état indifférencié des
cellules méristématiques. On doit y ajouter
le rdle du gene clavata I qui contréle le
nombre de cellules indifférenciées impli-
quées donc la taille du méristéme et, par voie
de conséquence, la fréquence et la localisa-
tion des organes (figure 6) [14-16).

© La spécification de I'identité foliaire : au
niveau de chaque module mis en place par
le méristerne, il s'agit de définir les territoires
respectifs de la feuille et du bourgeon axil-
laire. Ce rble revient en particulier au géne
knotted 1 déja évoqué. Des expériences dex-
pression in sit ont montré que le géne
n'est exprimé qu'au niveau du corpus du
méristtme et & ['exclusion des territoires
d’émergence des primordiums foliaires. En
complément, le géne wuschel délimite la
superficie respective de la zone centrale du
méristéme et de la zone périphérique impli-
quée dans l'initiation des feuilles [17, 18].
Ces données font bien ressortir que la mise
en place et I'identité du méristtme caulinaire
sont étroitement contrdlées au niveau géné-
tique et que ces mécanismes sont 2 prendre
en compte dans le cadre de la néo-formation
des bourgeons.

Le méristeme racinaire est également mis en
place & un stade trés précoce de 'embryo-
genese, généralement avant le méristtme
caulinaire. Il est d’organisation beaucoup
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plus simple, en particulier chez Arabidapsis,
ce qui a permis de privilégier les études de
filiation cellulaire. En effet, les différents tis-
sus constitutifs de la racine sont représentés
sous forme de couches mono ou paucicel-
lulaires, disposées en files, qui sont mises en
place par des initiales parfaitement repé-
rables. Ces initiales semblent prédéterminées
au cours de 'embryogenése et leur filia-
tion a éié érablie aux premiers stades de
développement de la racine [19]. Des expé-
riences d’ablation au laser d’initiales iden-
tifides et le suivi des régénérations corres-
pondantes ont montré que, en fait, la spé-
cification de ces initiales est le résultar de
trois mécanismes complémentaires [20,
21]:

— une information de position, cest-a-dire
que, si les initiales sont détruites, les cellules
qui prennent leur place au cours de la régé-
nération retrouvent la méme spécification ;
— des interactions avec les cellules voisines ;
— des divisions asymétriques indispensables
4 la spécification de certains tissus (dis-
tinction — cortex endoderme par exemple)
et controlées génétiquement par le géne
scarecrow [22].

Ces informations sont particulitrement
importantes dans le cadre de la multiplica-

tion végétative, qui fait de plus en plus sou-
vent appel, aux travers des techniques de
culture i vitro, 3 la néo-formation d’or-
ganes. On constate, comme dans le cas du
méristéme caulinaire évoqué plus haut, que
la spécification et le contrdle du fonction-
nement intégré d’'un méristtme deman-
dent la mise en ceuvre de mécanismes com-
plexes au niveau génétique et cellulaire,
dont I'étude mérite d’étre approfondie pour
une meilleure mattrise de la régénération.

LCune des clés de la réussite de la multipli-
cation végétative est la production de racines
adventives par les boutures ou tiges néofor-
mées. On dispose également de nouvelles
informations sur ce processus complexe
[23]. Lorganogenese des racines latérales
ou adventives implique plusieurs événe-
ments contrblés génétquement (tablear 1).
Linitiation de la racine est repérée par la
dédifférenciation et lentrée en division d’'un
petit nombre de cellules en situation pro-
fonde, 4 proximité des pédles de xyleme, qui
ne semblent pas prédétermindes. En
revanche, il est clairement établi et confir-
mé par le phénotype des mutants ayant une
teneur accrue en auxine endoggne (superroos;
rooty par exemple chez Arabidopsis) que
auxine est impliquée 2 ce stade.
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Le développement du primordium raci-
naire est trés organisé, avec Pétablissement
d’une structure en déme comprenant quatre
couches tissulaires : vasculaire, endoder-
mique, corticale et épidermique et la mise
en place trés précoce des initiales corres-
pondantes. Lactivation du méristtme com-
prend une premiére phase d’expansion cel-
lulaire qui va permettre 'émergence de la
racine. Chez les mutants, root meristemless,
les racines latérales émergent suite 2 la phase
d’élongation des cellules mises en place,
mais leur croissance est immédiatement
arrétée.

Encore une fols, on constate que la mise en
place comme le fonctionnement du méris-
téme sont étroitement contrdlés. On peut
rapprocher ce fait de I'observation fréquente,
lors de la formation de racines adventives iz
vitro, d’arrées de croissance, de malforma-
tions ou d’organes physiologiquement inac-
tifs.

Multiplication
végetative : acguis
et tendances

Le développement et 'amélioration des
techniques de culture 77 vitro ont permis de
renouveler, sinon de révolutionner, les pos-
sibilités offertes par la multiplication végé-
tative dans plusienrs directions.

Gestion des méristemes
pré-existants

1l S'agit de toutes les applications qui résul-
tent de la micropropagation sensu lato. Les
résultats dans ce domaine sont bien connus,
aussi bien pour les plantes vivritres ou de
grande culture [2, 24] que pour les plantes
horticoles {25].

Les conditions physiologiques particulitres
de la culture 7z vitro aurorisent une meilleu-
re gestion des méristémes pré-existants :
organogenese plus rapide (donc multipli-
cation accélérée), meilleure aptitude & I'en-
racinement, culture de méristémes (donc
possibilités d’assainissement viral), toutes
techniques largement udlisées et combi-
nées pour améliorer la qualité des plantes &
multiplication clonale. On doit y 2jouter la
possibilité, peut-&tre insuffisamment exploi-
tée, de créer artificiellement les conditions
permettant de favoriser ou de court-circui-
ter certaines étapes physiologiques, un des
meilleurs exemples étant obtention de la
microtubérisation [26-28].
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En revanche, ces conditions physiologiques
particuliéres ne permettent pas de dépasser
certaines contingences génétiques ou phy-
siologiques, comme celles évoquées dans le
chapitre précédent en ce qui concerne la
multiplication des ligneux. Un autre point
faible réside dans la relative méconnaissance
des modifications physiologiques consécu-
tives au sevrage et de leurs conséquences sur
les événements morphogénétiques ultérieurs :
qualité¢ de I'enracinement, développement
végétatf, aptitude 4 la floraison. .. [29-32].

Néo-formation
de méristéemes
et régénération

Lune des manifestations les plus originales
de la plasticité de la morphogenése et du
génome de la plante est la capacité de dédif-
Hrenciation de la cellule végétale qui peut
sengager dans de nouveaux programmes
de développement conduisant A une nou-
velle plante. La construction de cette nou-
velle plante passe obligatoirement par la
néoformation des méristtmes caulinaires
et racinaires, produisant un nouvel orga-
nisme fonctionnel. Si la dédifférenciation va
A son terme, la cellule peut étre considérée
comme totipotente et peut alors s'engager
dans un programme d’embryogenése réca-
pitulant ou mimant la construction de Pem-
bryon & l'intérieur de la graine. La maftri-
se de cette embryogenése somatique est
certainement ['un des enjeux des biotech-
nologies végétales.

En ce qui concerne la néoformation des
méristemes (qui a fait Fobjet d'un trés grand
nombre de travaux chez une multitude de
plantes), les points clés sont évoqués dans le
tablean 2. On peut simplement remarquer
que, dans le cas d'une plante dite récalci-
trante, la complexité du probléme est telle
que 'approche reste pour une part empi-
rique. Si on prend en compte les données
portant sur Iinitiation des méristémes dans
le cadre normal et le fait que les concentra-
tions d’activateurs de croissance exogénes
vont trés au-deld généralement des doses
physiologiques, il n’est pas étonnant d’ob-
server fréquemment des anomalies plus ou
moins profondes et plus ou moins stables en
multiplication. Les mécanismes de ces ano-
malies (groupées sous le vocable de variation
somaclonale) sont d’origines diverses (pour
une revue voir [32-35]), mais elles doivent
absolument étre prises en compte dans tout
travail de régénération. La possibilité d’uti-
liser cette variation aléatoire comme moyen
d’amplification de la variabilité génétique ne
sera pas évoquée ici.

Tableau 1

Geénes impliqués chez Arabidopsis aux différentes étapes de la formation
des racines latérales (modifié d'aprés Malamy et Benfey [23])

Evénements morphogénétiques

Génes impliqués chez Arabidopsis

Transport et perception des signaux auxiniques

alf 4, aux 1, axr 1, axr 4

Entrée en division des cellules en situation

profonde a l'origine de la racine cye, cde 2a
Formation du primordium racinaire

et spécification cellulaire scr
Accroissement cellulaire

et émergence du primordium ?
Production locale d'auxine alf 3

Activation du méristéme

rml 1, rml 2, cyc

alf 1, alf 4 : génes controlant la formation des racines latérales (aberrant lateral root formation) ; axr 1,
axr 4, aux 1: génes auxiniques; cyc, cdc 2 a: génes conirblant les cyclines; rml 1, rml 2: génes
contrélant la mise en place du méristéme racinaire (root meristemless) ; scr : géne scarecrow.

Arabidopsis genes involved at different stages of lateral root formation

Tableau 2

Identification des différents paramétres a prendre en compte pour mener
a bien un programme de régénération par organogenése et/ou

embryogenese

Principales étapes

Paramétres a prendre en compte

Nouvelles approches

Plante d’origine Génotype

Stade de développement
Conditions écologiques

Marqueurs génétiques
Caractérisation hiochimique
Pré-conditionnement

Explant Type d’organe ou de tissu Marqueurs biochimiques
Stade de développement

Conditions Rupture des corrélations Cutltures cellulaires

inductrices Activateurs de croissance Nouvelles molécules

Milieu de culture-environnement

Niveau cellulaire

Relations paroi-protoplastes

Conditions d’isolement
Cytosquelette
Inducteurs du cycle

Polarité

Activité mitotique
Conditions Conditionnement
inductrices Activateurs de croissance

Milieu de culture-environnements

Identification des cellules
Glycoprotéines
Oligosaccharides

Balance hormonale
Séquence de milieux

Régénération

Marqueurs biochimiques

Activation des méristémes

Plante régénérée Acclimatation

Variation somaclonale
Développement végétatif-floraison

Physiologie vitroplants
Marqueurs génétiques
Marqueurs précoces

Some parameters that should be taken into consideration for successful plant
regeneration through organogenesis and/or embryogenesis

Sur la base du #blean 2, quelques voies
peuvent permettre, i notre avis, une
approche plus rationnelle 4 terme des pro-
cessus de régénération II est nécessaire de
mieux maitriser I'utilisation quantitative et
qualitative des reguJateurs de croissance qui
controdlent les trois éeapes clés : dédifféren-
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ciation, initiation ou induction, spécification
ou expression de organogenése ; sur le
plan quantitatif, il convient de mieux éva-
luer les teneurs endogenes ; sur le plan qua-
litatif, une meilleure prise en compte, 3
terme, des mécanismes d’action des activa-
teurs de croissance et de leur interaction



avec les voies de signalisation [36, 37]. La
recherche d’informations sur la nature des
interactions entre cellules doit étre condui-
te & deux niveaux : I'étude des conséquences
de la rupture des corrélations liée A I'excision
de lexplant et/ou 2 la séparation des cellules.
Pour les organismes multicellulaires, chez les
animaux comme les plantes, la liaison entre
les cellules est un facteur important pour le
contrle de la morphogenese. Il est clair
que, chez les plantes, ces interactions impli-
quent la paroi et ses composés. Des tra-
vaux récents réalisés sur la carotte [38] mon-
trent que ces liaisons sont structurales (mise
en évidence au microscope électronique)
et biochimiques (implication de la fraction
pectine avec des ponts calciques). Les modi-
fications de ces liaisons peuvent étre mises
en corrélation avec I'aptitude 4 P'embryo-
genese des cals ou leur perte de compéten-
ce. Les mémes situations peuvent étre éga-
lement corrélées & des marqueurs protéiques
[39, 40]. Les mécanismes a la base du phé-
nomene de conditionnement ne sont pas
toujours suffisamment pris en compte, dans
la mesure ol le choix d’une densité cellulaire
adéquate permet le déclenchement du pro-
gramme de régénération. Dans d’autres cas,
un apport exogene indirect (utilisation de
cultures nourrices) est indispensable [41,
42]. Si on soupgonne depuis un certain
temps la mise en ceuvre de composés parié-
taux [43] et de glycoprotéines lides 4 la
matrice pariétale [44, 45], leur mode d’ac-
tion n’est pas encore élucidé.

Embryogenése somatique

Lembryogengse somatique est connue
depuis 1958 [46, 47]. Cependant, les pro-
grés les plus marquants et les plus décisifs
n'ont été obtenus que dans la derniere
décennie (pour des revues récentes voir [48,
49]).

Dans le contexte de la multiplication végé-
tative, la maitrise de embryogengse soma-
tique devrait offrir une situation idéale :
possibilité de multiplication prodigieuse
(une cellule somatique donne une plante),
obtention d’une plante morphologique-
ment identique 4 la plante issue de graine
(Paxe embryonnaire permet I'alignement
des méristemes caulinaire et racinaire),
obtention 4 terme d’une multiplication clo-
nale sous forme de « graine » (semence arti-
ficielle [50]). En fait, le probléme est extré-
mement complexe et, si la plupart des érapes
ont été franchies chez la carotte par exemple
qui reste le modele de référence, dans la
majorité des cas de nombreuses barriéres res-
tent & majtriser. Dans ce cas également, les
progres nécessitent I'analyse des mécanismes
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fondamentaux du développement. Dans le
cadre normal, Pembryogengse ne concerne
—si on laisse de cdté dans un premier terups
les possibilités de reproduction apomic-
tique [51] — que le zygote issu de la fécon-
dation de l'oosphére. Le déroulement de
I'embryogentse au sein des tissus emboités
de l'ovule a longtemps limité ces études au
niveau descriptif. Cest 'approche géné-
tique qui a permis récemment une pre-
mitre analyse des mécanismes [52-54].
Sila plupart de ces travaux ont été réalisés sur
Arabidopsis, un certain nombre de génes
homologues ont été identifiés chez le mats
et le riz [55, 56]. Les faits essentiels sont
récapitulés sur la figure 7. 1l existe un nombre
relativement limité de genes (quelques
dizaines tout au plus) qui contrblent les dif-
férentes étapes de lembryogenese sensi lato,
depuis la premiére division du zygote jusqu’a
la formation d’un embryon apte 4 germer.
Ces génes interviennent de maniére séquen-
tielle et conduisent & des plantules dont le
phénotype est plus ou moins modifi¢ en
fonction de leur précocité d’action.

Il est clair par exemple que les mutations
conduisant 2 des délétions apicobasales

donnent des embryons avortés. Mais il est

" important de souligner que des phénotypes

apparemment normaux au stade plantule ne
donnent pas des plantes normales du fait de
la défection des génes de maturation. La
complexité de ce contrble générique est 3
mettre probablement en paralltle avec le
grand nombre d’anomalies observées en
embryogengse somatique et dont les phé-
notypes rappellent éronnamment ceux des
mutants précédemment évoqués [49].

Peut-on établir

un paraliele

entre I'embryogenese
zygotigue

et Fembryogenese
somatigue ?

Cette question a été longuement débattue
dans des articles récents [49, 57]. Les poinis

. PLANTULE
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Figure 7. Phénotypes
des plantules corres-
pondant & la mutation
des principaux génes
contrélant I'embryo-
genése zygotique. Au
centre, étapes de
'embryogenése chez
Arabidopsis. Les délé-
tions sont signalées

" Fusca
% (Iéthal)

par des pointillés
{d'apres Dodeman et
al. [49)).

Figure 7. Main plantiet
phenotypes of embryo-
genic mutants in
Arabidopsis, deletions
are shown by dotted
lines.
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essentiels sont identifiés sous forme d’un
tableau comparatif (zablean 3). Nous ne
mettrons I'accent que sur trois des étapes les
plus critiques pour la réussite de I'embryo-
geneése somarique.

Controle génétique
de l'aptitude
a 'embryogenése

Méme si la liste des plantes aptes 2 réaliser
Pembryogenése somatique s'allonge, de
nombreuses difficuliés persistent. Depuis
longtemps un effet génotypique a été avan-
cé mais, le probléme étant complexe, il est
souvent difficile de déméler ce qui résulte
d’un réel contrdle génétique d’une mau-
vaise adéquation méthodologique : choix
des stades physiologiques, caractéristiques
du milieu, conditions expérimentales.
Récemment, des données plus précises
concernant U'existence d’un contréle géné-
tique ont été obtenues chez le blé [37].

Lembryogengse somatique peut étre indui-
te au niveau de cellules isolées d’origine
sporophytique [57] ou gamétophytique,
c'est-a-dire 4 partir de microspores [58].
Lune des caractéristiques de ces systémes
cellulaires, en particulier en ce qui concer-
ne les cellules somatiques, est leur hétéro-
généité en termes d’aptitude 3 l'embryoge-
nese. Chez la carotte par exemple, qui est
considérée comme I'un des systémes les plus
performants, le pourcentage de cellules
embryogénes n'excéde pas 122 % [59], ce
qui explique la difficulté 3 analyser les méca-
nismes de développement, en particulier
aux tous premiers stades. Les efforts por-
tent actuellement sur 'identification des
cellules concernées [60] ou sur 'augmen-
tation du pourcentage des cellules embryo-
genes [61]. Des pistes nouvelles appa-
raissent dans ce domaine. Dans les sus-
pensions cellulaires embryogenes de
carotte, trois sous-populations ont écé
identifiées : des cellules allongées et/ou
fortement vacuolisées dont I'aptitude

Tableau 3

Comparaison entre embryogenése zygotique et embryogenese somatique

(d’aprés Dodeman et al. [49])

Etapes Embryogenése zygotique Embryogenése somatique
Origine Zygote Cellule somatique
Au sein de I'ovule Isolée ou non
Cellules haploides
(microspore
ou jeune gamétophyte)
Initiation Fécondation (sauf apomixie) Induction hormonale

Tous les zygotes

Polarité constitutionnelle

Division asymétrique
(contrdle génétique)

Faible pourcentage
des cellules
Dédifférenciation

- polarité ?
Division asymétrique ?
{glycoprotéines ?}

Construction
de 'embryon
(contréle génétique)

Régulation stricte

Séparation embryon/suspenseur
Mise en place axe embryonnaire

Modalités comparables

+ variations :
Absence suspenseur
Réorganisation massifs
embryonnaires
Embryogenéese adventive

Mise en place
des méristémes 1 racinaire

2 caulinaire

Etroitement contrdlée génétiquement

Interactions entre contrdle
génétique et contrdle hormonal
- nombreuses anomalies

Maturation
(contrdle génétique)
Déshydratation

Dormance (contréle génétique, ABA)
Interactions plantes-embryons

Accumulation de protéines de réserve

Absence de maturation
et endosperme

- Induction par

des effecteurs externe
(acides aminés, sucres,
ABA, déshydratation)

Zygotic embryogenesis versus somatic embryogenesis
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embryogene est trés faible et deux types
cellulaires sphériques respectivement
vacuolisés (types B) ou riches en cytoplas-
me (type C). Seules les cellules C sont
directement embryogenes.

Des anticorps obtenus contre une glyco-
protéine de type AGP repérée dans le milieu
des suspensions embryogenes, marquent
uniquement les cellules de type B. Le suivi
de ces cellules marquées est particuliere-
ment instructif. Avant de se diviser, elles se
polarisent, le marquage n’'impliquant plus
quune partie de la cellule. Apres division,
les cellules filles ont un comportement et un
contenu complétement différents. La cellule
qui conserve le marquage se vacuolise et
meurt, lautre cellule est de type C, donc
embryogene [45]. D’une part, il est donc
possible de repérer, tout au moins chez ce
matériel, les cellules aptes & 'embryogene-
se et, d'autre part, I'établissement d’une
polarité cellulaire est un pré-requis 2 la spé-
cification de la cellule embryogéne, ce qui
est en accord avec la premiére division de
Iembryogenese zygotique.

Dédifférenciation
et aptitude
a I'embryogenese

Le développement du zygote commence
par une division asymétrique, ce qui signi-
fie que le zygote est une cellule polarisée.
Les mécanismes 2 la base de cette polarité
sont difficiles & analyser expérimentale-
ment au sein de ovule. Une premitre
réponse est venue de I'érude des mutants
gnom [53]. Ce gene est un des tous pre-
miers 2 g'exprimer au cours de 'embryo-
genése. La mutation se traduit par une
absence d’élongation du zygote, le non-
établissement d’une organisation polarisée
et une division symétrique. Des informa-
tions complémentaires ont été apportées, au
niveau cellulaire, par les études sur le zygo-
te de Fucus (pour une revue voir [62]). Ce
zygote se présente comme un protoplaste
apolaire et isotrope. Lapport d’une lumié-
re unidirectionnelle induit I'établissement
de la polarité puis une division asymsé-
trique qui sépare une cellule 2 Porigine du
rhizoide de celle & l'origine du thalle.
Lhomologie -avec le zygote des angio-
spermes dont la premitre division sépare le
suspenseur de 'embryon est évidente. Les
études séquentielles réalisées sur le zygote
de Fucus montrent que la polarité se met en
place progressivement par ['intermédiaire
d’une asymétrie du cytosquelette se tra-
duisant par une hétérogénéité pariétale.
De plus, cette organisation polarisée est



stabilisée avant la division par I'établisse-
ment de liaisons structurales entre le cyto-
plasme cortical et la matrice pariétale au tra-
vers de la membrane plasmique.

Nous avons exploité un autre modele expé-
rimental, également emprunté aux algues,
et apporté des éléments nouveaux concer-
nant la dédifférenciation et la régénération
des protoplastes. Ces travaux ont été réali-
sés avec une algue brune filamenteuse,
Sphacelaria, dont la croissance est assurée par
une cellule apicale de grande taille fortement
polarisée. 1l est possible d’obtenir des pro-
toplastes de cette méme cellule et donc de
comparer le comportement d’une cellule
identifiée ('apicale) avec ou sans paroi [63].
La perte de la paroi, en liaison avec I'isole-
ment du protoplaste, se traduit par une
perte de la polarité ; les constituants cellu-
laires comme le cytosquelette sont disposés
de fagon isotrope autour du noyau en posi-
tion centrale [64] (figure 8). Placés en condi-
tion de lumitre diffuse, ces protoplastes se
divisent mais ne régénérent, pas ce qui
conduit 2 la formation d’'un microcal.
Lorsqu'ils sont placés en lumiére unidirec-
tionnelle, la polarité est rétablie rapidement,
en particulier grice 4 Pérablissement de rela-
tions dissymétriques entre le cytosquelette et
la paroi. Il en résulte une premiére division
asymétrique 4 lorigine d’une cellule apica-
le qui construira la nouvelle plante [64].
Ces résultats, dans la mesure ol ils sont
directement transposables aux cellules de
plantes supérieures, apportent des indications
précieuses : la dédifférenciation est corrélée
4 des remaniements cellulaires structuraux
importants et corrélativement 4 une perte de
la polarité, le retour & la polarité étant 'une
des conditions de la régénération, en parti-
culier selon un programme embryonnaire.
Ces changements de programme morpho-
génétique sont des conséquences des modi-
fications des interactions noyau/cytoplas-
me cortical/cytosquelette/membrane plas-
mique/matrice pariétale. Les hypotheses de
travail actuelles conduisent & considérer que
la cellule végétdle (et animale) a la possibi-
lit¢ de changer les aiguillages des voies de
signalisation en fonction d'une induction,
dans le cadre normal du développement ou
en conditions expérimentales, pour s'enga-
ger dans la dédifférenciation, la différencia-
tion ou la régénération.

Maturation et germination

Beaucoup de travaux ont été consacrés aux
premieres phases de I'embryogentse soma-
tique, afin d’obtenir un embryon morpho-
logiquement comparable 4 Pembryon zygo-
tique. Trés rapidement, les utilisateurs ont
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Figure 8. Conséquence de la suppression de la paroi sur la polarité cellulaire et comparaison des
modalités de régénération des protoplastes en lumiere diffuse et unidirectionnelle chez
Sphacelaria (Fucophycée) {d'aprés Rusig et al. [64] et Ouichou [65]).

Figure 8. Effect of cell wall removal on cell polarity and comparison of protoplast regeneration patterns with
diffused and unidirectional light in Sphacelaria (Fucophyceae).

constaté que la germination et les premiers
stades de développement de la plante néces-
sitaient une phase de maturation. En réfé-
rence encore une fois & 'embryon zygo-
tique oll ces phénomeénes interviennent
naturellement, il s'agic de laccumulation de
réserves sous forme protéique et gluci-
dique [54]. Devant la complexité du pro-
bleme, le choix a été fait d’une approche
empirique, Cest-a-dire essayer de mimer,
par I'intermédiaire du milieu de culture et
des conditions environnementales, les situa-~
tions physiologiques réalisées normalement
au sein de Povule. Des résultats positifs ont
été obtenus récemment chez la carotte [66-
69] et chez le palmier 2 huile [70-72].

Des embryons somatiques au stade torpille
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ont été placés de fagon individuelle ou com-
binée dans des milieux enrichis en glutami-
ne, saccharose, ABA et/ou soumis a déshy-
dratation. Leffet de ces paramétres a été éva-
1ué par rapport & Papparition des protéines de
maturation de réserve spécifiques en dlec-
trophorese bidimensionnelle. Caugmentation
de la concentration en saccharose permet
une accumulation d’amidon. En ce qui
concerne les protéines, les meilleurs résultats
ont éié obtenus en combinant PABA, qui est
un facteur essentiel, le saccharose et une
déshydratation mesurée. Dans ces condi-
dons, les protéines sont qualitativernent jden-
tiques 2 celles caractérisant la maturation de
I'embryon zygotique mais quantitativement
en plus faible proportion [73].
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Conclusion

Restée longtemps une pratique de tradi-
tion, la multiplication végétative offre de
nouveaux outils performants pour une
meilleure gestion des plantes cultivées. Ce
statut peut étre relié 4 deux démarches
récentes :

— une maitrise de plus en plus affirmée des
biotechnologies cellulaires permettant d’ac-
céder de facon moins empirique aux pro-
cessus d’organogernitse pour la régénération
contrdlée de méristémes fonctionnels et/ou
d’embryogentse pour la production, selon
des modalités de plus en plus proches de ce
qui intervient au cours de la formation de
la graine de plantes d’origine somatique ;
— l'utilisation de plantes modeles comme
Arabidopsis ou la carotte pour analyser aux
niveaux génétique, cellulaire et moléculai-
re les mécanismes fondamentaux de 'on-
togenese et de la morphogenese végétales.
Il en résulte deux séries de conséquences a
terme.

La premitre est qu'il devient possible de
gérer —"en fonction des ressources géné-
tiques disponibles, des caractéres morpho-
logiques, physiologiques ou écologiques de
Pespece ainsi que de son niveau d’amélio-
ration — toutes les possibilités de multipli-
cation d’un génotype soit par voie sexude,
soit par voie de multiplication végétative.
LCun des meilleurs exemples concerne la
production des graines apomictiques qui
pourront étre obtenues 4 terme soit au tra-
vers de 'embryogentse somatique, soit par
le controle génétique de 'apomixie chez
les plantes 4 reproduction sexuée prédomi-
nante [74]. Ces nouvelles méthodes
devraient particulitrement bénéficier 4
Pamélioration des plantes tropicales dont les
particularités biologiques, écologiques et
économiques exigent des stratégies origi-
nales et/ou conduisent 3 court-circuiter cer-
taines étapes des programmes clas-
siques [75].

La seconde nous semble ressortir des themes
traités dans cet article. Des progres décisifs
sont en passe d’étre franchis concernant la
connaissance des mécanismes fondamen-
taux du développement végétal. Ils ne
concernent cependant que quelques plantes
modeles, comme Ambidopsis, dont les carac-
téristiques sont bien éloignées, voire sans
commune mesure, avec celles des plantes
d’intérét agronomique. Il convient donc
de transférer, de la facon la plus efficace, ces
avancées scientifiques afin de résoudre au
mieux les problemes posés par 'amélioration
des plantes utiles, particuliérement tropi-
cales. Lefficacité de cette démarche passe
nécessairement par un décloisonnement

des disciplines et par des interactions de
plus en plus solides entre les laboratoires du

Nord et Sud B

Références

1. Ducreux G, Le Guyader H. Ontogenése végéta-
le. Encyclopedia Universalis 1995 ; 16 : 893-902.

2. Ducreux G. Biotechnologies et plantes & multi-
plication végétative : quelles stratégies ? In:
Biotechnologies, amélioration des plantes et sécu-
rité alimentaires. Paris : ESTEM/AUPELF (in press).

. 3. Ducreux G, Le Guyader H. L'invention de la cel-

lule méristématique. Bull Soc Zool Fr 1995 ; 120 :
139-55.

4, Figuier L. Histoire des plantes. Paris : Hachette
et Cie, 1865 ; 531 p.

5. Nozeran R, Ducreux G, Bancilhon-Rossignol L.
Réflexions sur les problémes de rajeunissement.
Bull Soc Bot Fr 1982 ; 129 : 107-30.

6. Nozeran R. Integration of organismal develop-
ment. In : Positional controls of plant develop-
ment. In : Barlow PN, Carr DJ, eds. Cambridge :

. Univ. Press, 1984 : 375-401.

7. Koltunow AM. Apomixis : embryo sacs and
embryos formed without meiosis or fertilization in
ovules. Plant Cell 1993-; 5 : 1425-37.

8. Mazoyer M, Roudart L. Histoire des agricultures
du monde. Du néolithique 3 la crise contemporai-
ne. Paris : Seuil, 1997 ; 377 p.

9. Constantin P. Le monde des plantes. In: Les
plantes. Paris : Bailliére JP, et al. 1899 ; 810 p.

10. Gressent M. L‘arboriculture fruitiére. Paris :
Gressent M, 1878 ; 6 édition, 928 p.

11. Huang L, Liu S, Huang B, Murashige T, Mahdi E,
van Gundy R. Rejurenation of Sequoia sempervi-
rens by repeated grafting of shoot tips onto juve-
nile rootstoks in vitro. Plant Physiol 1992 ; 98 :
166-73.

12. Monteuuis O, Gendraud M. Nucleotide and
nucleic acid status in shoot tips from juvenile and
mature clones of Sequoiadendron giganteum
during rest and growth phases. Tree Physiology
1997 ; 3:257-63.

13. Barton MK, Poethig RS. Formation of shoot
apical meristem in Arabidopsis thaliana : an ana-
lysis of development in the wild type and the
shootmeristemless mutant. Development 1993 ;
119 :823-31.

14. Clark SE, Jacobsen SE, Levin JZ, Meyerowitz
EM. The clavata and shootmeristemless loci com-
petitively regulate meristem activity in Arabidopsis.
Development 1996 ; 122 ; 1567-75.

15. Long JA, Moan EL, Medford JI, Barton MK.
A member of the knotted class of homeodomain
proteins encoded by the STM gene of Arabidopsis.
Nature 1996 ; 379 : 68-9.

16. Jacksan D, Veit B, Hake 8. Expression of maize
knotted 1 related homeobox genes in the shoot api-
cal meristem predicts patterns of morphogenesis
in the vegetative shoot. Development 1994 ; 120 :
405-13.

17. Endrizzi K, Moussian B, Haecker A, Levin JZ,
Laux T, The shootmeristemless gene is required for
maintenance of undifferentiated cells in
Arabidopsis shoot and floral meristerns and acts at
different regulatory level than the meristem genes
wuschel and zwille. Plant J 1996 ; 10 : 967-79.

Cahiers Agricultures 1998 ; 7 : 447-58

18. Barton K. Cell type specification and self renew-
al in the vegetative shoot apical meristem. Curr
Opin Plant Biol 1998 ; 1: 37-42.

19. Scheres B, Wolkenfelt H, Willemsem V,
Terlouw M, Lawson E, Dean C, Weisbeek P.
Embyonic origin of the Arabidopsis primary root
and root meristem initiais. Development 1994 ;
120 : 2475-87.

20. Van den Berg C, Willemsem V, Hage W,
Weisbeek F, Scheres B. Celle fate in the Arabidopsis
root meristem determined by directional signalling.
Nature 1995 ; 378 ; 62-5.

21. Van den Berg C, Willemsem V, Hendriks G,
Weisheek P, Scheres B. Short-range control of cell
differenciation in the Arabidopsis root meristem.
Nature 1997 ; 390 : 287-9.

22. Dilaurenzio L, Wysockadiller J, Molamy JE, et
al. The scarecrow gene regulaies an asymetric
cell division that is essential for generating the
radial organization of the Arabidopsis root. Cell
1996 ; 86 : 423-33.

23. Malamy JE, Benfey PN. Down and out in
Arabidopsis : the formation of lateral roots. Trends
in Plant Science 1997 ; 2 : 390-6.

24. Sihachakr D, Ducreux G, Nozeran R. Perspectives
ouvertes par les biotechnologies pour I'amélioration
des plantes vivrigres tropicales. Bull Soc Bot Fr
1989 ; 136 : 169-77.

25, Bigot C. La micropropagation in vitro: pro-
blemes actuels-et perspectives. L'avenir des bio-
technologies en horticulture. Journées d'étude du
20-21 avril 1998 Versailles CNRA, 1988 : 7-20.

26. Charles G, Rossignol L, Rossignol M. Envi-
ronmental effets on potato plants in vitro. J Plant
Physiol 1992 ; 139 : 708-13.

27. Charles G, Rossignol L, Rossignol M. A syn-
chronous model perfecting for fundamental studies
on the tuberization process. J Plant Physiol 1993 ;
142 : 474-9.

28. Charles G, Rossigno! L, Rossignol M. Mise au
point d’'un modéle de développement et de tubé-
risation contrdlés et synchrones chez la pomme de
terre cultivée in vitro. Acta Botanica Gallica 1995 ;
142 : 289-300.

29. De Touchet B, Nato A, Lavergne D, Duval Y.
Liquid medium and carboxylase activities in oil
palm propagated in vitro. Plant Physiol Biochem
1993 ; 31:931-5.

30. Triques K, Rival A, Beule T, et al. Photosynthetic
ability of in vitro grown coconut {Cocos nuciferal..)
plant lets derived from zygotic embryos. Plant
Science 1997 ; 127 : 39-51.

31. Triques K, Rival A, Beule T, Dussert S, Hocher V,
Verdeil VL, Hamon S. Developmental changes in
carboxylase activities of in vitro cultured coconut
zygotic embryos : comparison with corresponding
activities in seedlings. Plant Cell Tissue and Organ
Culture 1997 ; 49 : 227-31.

32. Rival A, Bertrand L, Beulé T, Combes MC,
Trouslot P, Lashermes P. Suitability of RAPD ana-
lysis for the detection of somaclonal variants in oil
palm (Elaeis guineensis Jacq.). Plant Breeding
1998 ; 117 : 73-6.

33. Larkin PJ, Scowcroft WR. Somaclonal varia-
tion, a novel source of variability from cell cul-
tures for plant improvement. Theor Appl Gen
1981 ; 60 : 197-214.

34. Karp A, Bright SWJ. On the causers and origins
of somaclonal variation. Oxford Surv. Plant Mol Cell
Biol 1986 ; 2 : 199-234.



35. Henry Y, Nato A, De Buyser J. Genetic fidelity
of plants regenerated from somatic embryos of
cereals. In : Somaclonal variation and induced
mutations in crops improvement. In : Join SM,
Ahboowalix $8B, Brarr DS, eds. Kluwer Academic
Publishers, 1998 : 65-80.

36. Nato A, De Buyser J, Jean C, Mirshahi M,
Henry Y. Signaling proteins involved in wheat
somatic embryogenesis. In : Siddigni KA, ed.
Somatic cell genetics and plant genetic enginee-
ring. 1998 (sous presse).

37. Nato A, Mirshahi A, Tichtinsky G, et al.
Immunogical detection of potential signal trans-
duction proteins expressed during wheat somatic
tissue culture. Plant Physiol 1997 ; 113 : 801-7.

38. Satoh S. Functions of the cell wall in the inter-
actions of plant cells : analysis using carrot cultu-
red cells. Plant Cell Physiol 1998 ; 39 : 361-8.

39. Cavalcante Alves JM, Sihachakr D, et al.
Isozyme modifications and plant regeneration
through somatic embryogenesis in sweet potato
{Ipomoea batatas (L.} Lam.). Plant Cell Rep 1994 ;
13:437-41. .

40. Sihachakr D, Haicour R, Cavalcante Alves JM,
Umboh |, Nzoghe D, Servaes A, Ducreux G. Plant
regeneration in sweet potato (/pomoea batatas L.).
Euphitica 1997 ; 96 : 143-52.

41. Megia R, Haicour R, Rossignol L, Sihachakr D.
Callus formation from cuitured protoplats of bana-
na (Musa sp.). Plant Science 1992 ; 85 : 91-8.

42. Megia R, Haicour R, Tizroutine S, Bui Trang V,
Rossignol L, Sihachakr D, Schwendiman J. Plant
regeneration from cultured protoplasts of the
cooking banana cv. Bluggoe {(Musa sp., ABB
group). Plant Cell Rep 1993 ; 13 : 41-4.

43. Quatrano RS, Shaw SL. Role of the cell wall in
the determination of cell polarity and the plane of
cell division in Fucus embryos. Trends in Plant
Science 1997 ; 2 : 15-21.

44, Berger F, Taylor A, Brownlee C. Cell fate deter-
mination by the cell wall in early Fucus develop-
ment. Science 1994 ; 263 : 1421-3.

45, McCabe PF, Valentine TA, Forsberg LS,
Pennell RI. Soluble signals from cells identified at
the cell wall establish a developmental pathway in
carrot. Plant Cell 1997 ; 9 : 2225-41.

46. Reinert J. Morphogenese und ihre Kontrolle
an Gewebe Kulturen aus Karotten. Naturwis-
senschaften 1958 ; 45 : 344-5.

47. Steward FC, Mapes MO, Smith J. Growth and
organized development of cultured cells |. Growth
and division of freely suspended cells. Amer J
Bot 1958 ; 45 : 693 ; 22 : 367-77.

48. De Jong AJ, Schmidt EDL, De Vries SC. Early
events in higher plant embryogenesis. Plant
Molecular Biology 1993 ; 22 : 367-77.

49. Dodeman VL, Ducreux G, Kreis M. Zygotic
embryogenesis versus somatic embryogenesis. J
Experiment Botany 1997 ; 48 : 1493-509.

50. Redenbaugh K. Synseeds applications of syn-
thetic seeds to crop improvement. London : CRC
Press, 1993 ; 491 p.

51. Chaudhury AM, Craig S, Dennis ES, Peacock
WJ. Ovule and embryo development, apomixis and
fertilization. Curr Opin Plant Biol 1998 ; 1: 26-31.

52. Mayer U, Torres Ruiz RA, Berleth T, Misera S,
Jiirgens G. Mutations affecting body organization
in the Arabidopsis embryo. Nature 1991 ; 353 :
402-7. '

Retour au menu

Enjeux des recherches fondamentales

53. Mayer U, Blittner G, Jirgens G. Apical. lasal
pattern formation in the Arabidopsis embryo : stu-
dies on the role of the GNOM gene. Development
1993 ; 117 : 149-62.

54. Golberg RB, Paira G de, Yadegari R. Plant
embryogenesis : zygote to seed. Science 1994 ;
266 : 605-14.

55. Clark JK, Sheridan WF. Isolation and characte-
rization of embryo specific mutation of maize.
Plant Cell 1991 ; 3: 935-51.

56. Kitano H, TamuraY, Satoh H, NagatoY.
Hierarchical regulation of organ differentiation
during embryogenesis in rice. Plant Journal 1993 ;
3:607-10.

57. Heberle-Bors E, De Vries S. Le développement
embryonnaire des végétaux. Biofutur 1997 ; 172 .
38-42.

58. Cordewener JHG, Busink R, Traas JA,
Custers JBM, Dons HJM, van Lookeren Campagne
MM. Induction of microspore embryogenesis in
Brassica napus L. is accompanied by specific
changes in protein synthesis. Planta 1995 ; 195 : 50-
6.

59, De Vries SC, Booij H, Meyerink P, Huisman G,
Wilde D, Thomas TL, van Kammen A. Acquisition
of embryogenesis potential in carrot cell suspen-
sion cultures. Planta 1988 ; 176 : 196-204.

60. Toonen MAJ, Hendriks, Schidt.EDL, Verhoeven
HA, van Kammen A, de Vries SC. Description of
somatic-embryo-forming single cells in carrot sus-
pension cultures employing video cell tracking.
Planta 1994 ; 194 : 567-72.

61. De Buyser J, Touraine P, Ambroise A, Picard E.
Induction of androgenetic embryos and chloro-
phyllian plants of Triticum aestivum from isolated
micraspore culture. Proceedings of the 9th
International wheat Genetics Symposium, 1998.
Saskatoon, Canada, 1998 : 175-7.

62. Kropf DL. Induction of polarity in fucoid zygotes.
Plant Cell 1997 ; 9: 1011-20.

63. Ducreux G, Kloareg B. Plant regeneration from
protoplasts of Sphacelaria. Planta 1988 ; 26 : 488-
95.

64. Rusig AM, Le Guyader H, Ducreux G.
Dedifferentiation and microtubule reorganization
in the apical cell protoplast of Sphacelaria
{Phaeophycene). Protoplasma 1994 ; 179 : 83-94.

65. Ouichou A. Réle des interactions noyau-cyto-
squelette-paroi dans le contréle de la polarité et des
divisions asymétriques des cellules initiales de
Sphacelaria sp. (Fucophycées). 1999 Thése Univ.,
Paris XI, Orsay.

66. Dodeman VL, Ducreux G. Izozyme patterns in
zygotic and somatic embryogenesis of carrot. Plant
Cell Report 1996 ; 16 : 101-5.

67. Dodeman VL., Ducreux G. Total protein pattern
expression during induction and development of
carrot somatic embryos. Plant Science 1996 ; 120 :
57-69.

68. Dodeman VL, Le Guilloux M, Ducreux G, De
Vienne D. Characterization of storage proteins in
Daucus carota L. : two novel proteins display
embryo specificity. Plant Cell Physiol 1998 ; 39 : 49-
56.

69. Dodeman VL, Le Guilloux M, Ducreux G,
De Vienne D. Somatic and zygotic embryo of
Daucus carota L. display patterns until conversion
to plants. Plant Cell Physiol 1998 (sous presse).

Cahiers Agricultures 1998 ; 7 : 447-58

re

ésumeé

R

70. Morcillo F, Aberienc-Bertossi F, Trouslot P,
Hamon S, Duval Y. Characterization of 25 and
78 storage proteins in embryos of oil palm. Plant
Science 1997 ; 122 : 141-51.

71. Morcillo F, Aberlenc-Bertossi F, Hamon S, Duval Y.
Differential accumulation of storage proteins, 75
globulins, during zygotic and somatic embryos deve-
lopment in oil palm (Eleais guineensis Jacq.). Plant
Physiol Biochem 1998 (sous presse).

72. Aberlenc-Bertossi F, Noirot M, Duval Y.
ABA enhances the germination of oil palm soma-
tic embryos derived from embryogenetic suspen-
sions cultures. Plant Cell Tissues Organ Culture
1998 (sous presse).

73. Dodeman VL, Le Guilloux M, Ducreux G,
De Vienne D. Embryo maturation specific proteins
in Daucus carota L. Plant Cell Physiol 1998 (sous
presse).

74. Charrier A, Jacquot M, Hamon S, Nicolas D.
L'amélioration des plantes tropicales. Toulouse :
CIRAD-ORSTOM, 1997 ; 624 p.

75. Savidan Y, Berthaud J, Maize X. Tripsacum
hybridization and the potential of apomixis trans-
fer for maize improvement. In : Bajaj YPS, ed.
Biotechnology in agriculture and forestry : maize.
Berlin : Springer-Verlag, 1994 : 69-83.

Recherches récentes
et biotechnologies

de la multiplication végétative
G. DUcREUX, £T AL

Les plantes peuvent se propager de deux fagons :
par reproduction sexuée ou par multiplication
végétative. Cette caractéristique est une consé-
- quence de |‘existence, & I'aisselle de chaque
feuille, de bourgeons axillaires contenant cha-
cun une copie du méristeme caulinaire terminal.
Lorsque ces bourgeons sont séparés de la plan-
te mére, ils peuvent, apres formation de racines
adventives, étre a |'origine de nouvelles plantes
qui sont des copies conformes de la plante d’ori-
gine. Cette multiplication végétative (puisque
indépendante de la floraison et de la reproduction
sexuée) est exploitée par 'homme dans le cadre
naturel : la grande majorité des plantes & tuber-
cules sont multipliées végétativement ou aprés
intervention {(multiplication végétative dite artifi-
cielle) : technigues de bouturage et de greffage
classiquement utilisées en horticulture et arbori-
culture.
Restées longtemps traditionnelles, les technigues
de multiplication végétative ont été complete-
ment renouvelées et améliorées grice aux
méthodes de culture in vitro (micropropagation,
cuitures de tissus ou de cellules associées a la
régénération) ainsi qu'a une meilleure compré-
hension des mécanismes contrdlant la morpho-
genése et 'organogenése végétales. Cet article
a pour but de dégager — au travers des apports
récents des biotechnologies cellulaires et des
études fondamentales sur le fonctionnement des
méristémes et de 'embryogenése zygotique et/ou
somatique — les limites et les Voies a explorer
pour une meilleure adéquation aux objectifs de
'amélioration des plantes.
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Summary

Biotechnology and vegetative propagation
G. DUcREeuX, ET AL.

Plants have two natural modes of multiplication, i.e. sexual and vegetative as a consequence of propagation via the production of axillary buds, which are copies
of the shoot meristem. These buds, after isolation from the mother plant, produce new shoots and plants with the farmatmn of adventitious roots. This type of mul-
tiplication occurs irrespective of flowering and sexual reproduction, and results in clonal propagation.

Clonal propagation has long been used by man, mainly for multiplying most tuber-bearing plants. Moreover, fruit trees, ornamental plants and many flowers are
propagated from cuttings or scions.

Although clonal propagation is traditionally used for plant multiplication, new techniques are now available (including tissue culture) that take recent findings on
fundamental mechanisms involved in plant embryogenesis and organogehesis into account.

The aim of this paper is to summarize the state of the art and review recent progress and prospects concerning clonal propagation.

Significance and uses of clonal propagation

Repeated production of new axillary buds is a prerequisite for efficient clonal propagation,i.e. an alternative strategy that enables plants to survive and/or conquer
new territories. Concerning agricultural applications, clonal propogation is often used for the production of tuberous food crops or trees.

What's new ahout clonal propagation

Information on meristem origin and function is now available. The shoot meristem is initiated early during embryogenesis. Its size and organisation are under strict
genetic requlations. Moreover, axillary meristems differ physiologically according to the plant age and their position on the plant. These two main points are impor-
tant in the choice of buds for successful clonal propagation or regenerating new shoot meristems from tissue culture. For root meristems, the induction, activa-
tion and function of adventitious root meristems, which are also under strict genetic control, have to be taken into consideration.

Progress and prospects in clonal propagation

Clonal propagation has been greatly improved throughin vitro culfture, which allows massive multiplication of plants and eradication of viruses by meristem cul-
ture. Moreover, somatic embryogenesis can be induced for rapid multiplication of many species. Work is under way to identify true embryogenic cells and mecha-
nisms involved in cell polarity and asymetric mitosis, which seem necessary for cells to adopt an embryogenic pattern of development. The germinative potential
of somatic embryos can be improved by inducing embryo maturation through an exogenous supply of abscissic acid (ABA) and nutrients, which may enhance the
production of storage proteins.

It is now possible to manage different plant multiplication strategies through sexual or vegetative reproduction. Clonal propagation can thus be obtained by the
production of artificial or natural seeds through somatic embryogenesis and apomixis, respectively.

These tools offer new opportunities for improving crop plants and accelerating the release and dissemination of improved genotypes.
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