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Introduction

On appelle variations somaclonales des
modifications du phénotype des plantes
qui apparaissent le plus souvent lors de
la régénération de novo de plantules a
partir de tissus déja différenciés (fig.1).
Pour produire des plantes génétique-
ment modifiées, la régénération doit
donner des plantes conformes. Or, il ap-
parait que, méme sans transformation,
les plantesrégénérées (appel éesici régé-
nérants) a partir de tissus différenciés,
indépendamment du type de tissus choi-
sis, ne sont fréquemment pas conformes
alaplanteinitiale(Léetal., 2001). Dece
fait, il est important de comprendre la
nature de ces modifications.

Une premiére éude des variations so-
maclonales, conduite dans le cadre de
la régénération de la pomme de terre
(Lé et al., 1997), avait abordé ce phé-
nomene sous son aspect phénotypique.
Pendant plusieurs années, des plantes
présentant des variations somaclonales
ont été testées au champ; leur aspect et
leur rendement agronomique ont été ré-
pertoriés. Cependant, la détection de
ces variations s est limitée a |’ observa-
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Résumé

tion des changements phénotypiques,
car il n'y avait que trés peu de chances
de trouver des marqueurs moléculai-
res pour les variations somaclonales,
compte tenu de la tétraploidie de la
pomme de terre.

Le plus souvent, ces variations se con-
servaient au cours des repiquages, in

L'analyse au cytomeétre de flux de plantes de pomme de terre régénérées a partir d’entre-nceuds a révélé que les
noyaux cellulaires des plantes au phénotype non conforme avaient une teneur anormale en ADN. Quelques autres
plantes régénérées, également d’apparence normale, présentaient de tels noyaux avec une teneur en ADN non
conforme. Aucune des plantes régénérées ayant des noyaux normalement tétraploides ne présentait de
différences phénotypiques par rapport & des plantes micropropagées non régénérées. Aucune relation n’a pu étre
établie entre le type de profil cytométrique et le type d’anomalies phénotypiques observées.

Les régénérants possédant un noyau cellulaire avec une teneur en ADN non conforme sont issus de mitoses erro-
nées. Lors de cet événement, les chromosomes dupliqués sont inégalement répartis dans chacune des cellules
filles. Ce phénoméne de mitose inégale affecte des chromosomes différents pour chaque plante régénérée, ce qui
génere une grande diversité de phénotypes.

vitro comme au champ, et se retrou-
vaient méme sur les plantes issues de
tubercules de plantes anormales. Les
variations somaclonales devaient donc
étreinscrites dans la cellule et n’ éaient
pas dues a un état physiologique ou a
des conditions environnementales. On
sait méme qu’elles sont quelquefois a

Fig. 1. Plantules de pomme de terre (var. Bintje) régénérées a partir d' entre-noauds.
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Tableau 1. Teneurs en ADN des plantes de la récolte B, prélevées aprés cing mois.

, |q- ' dléﬂgg;;ﬁﬁtre Teneur en ADN (en multiple de la quantité N d’ADN = 12 chromosomes) Nombre
Ol REgETEGE (cm) 35x | ax | a5x| sx | ex [ es5x| 7x | 8x | ox | 10x | 12x | 13x | 14x | 16x | depics
|_B_ 01 13,0 89,1 10,9 2
I_B_02 13,0 87,3 12,7 2
I_B_03 12,0 86,4 13,6 2
I_B_04 14,0 91,0 9,0 2
I_B_07 14,0 90,0 10,0 2
I_B_09 12,0 90,6 9,4 2
I_B_11 13,0 88,0 12,0 2
I_B_12 11,0 85,4 14,6 2
I_B_17 13,0 87,4 12,6 2
I_B_19 13,0 91,3 8,7 2
I_B_21 14,0 86,8 13,2 2
I_B_23 12,0 89,3 10,7 2
I_B_25 12,5 89,4 10,6 2
I_B_26 13,0 85,4 14,6 2
I_B_28 14,0 90,1 9,9 2
I_B_30 13,0 87,1 12,9 2
I_B_32 13,0 88,1 11,9 2
I_B_33 13,0 89,2 10,8 2
I_B_35 15,0 85,7 14,3 2
I_B_36 14,0 87,4 12,6 2
I_B_38 14,0 90,2 9,8 2
I_B_39 14,0 90,5 9,5 2
I_B_41 13,0 93,0 7,0 2
I_B_43 13,0 89,5 10,5 2
I_B_06 4,0 67,0 33,0 2
I_B_20 6,0 75,7 24,3 2
I_B_27 7,5 62,3 19,2 18,5 3
I_B_29 8,0 59,3 22,9 17,8 3
I_B_34 7,0 59,5 19,3 21,2 3
I_B_08 6,0 55,4 18,3 21,9 4.4 4
I_B_24 5,0 55,1 18,3 22,2 4,4 4
|_B_40 8,0 57,7 17,0 20,1 5,1 4
I_B_05 8,0 32,4 31,9 23,1 8,6 4,0 5
I_B_16 7,0 33,0 29,4 28,0 7,3 2,2 5
I_B_10 7,0 31,4 43,1 18,4 7,1 4
I_B_15 6,0 26,9 49,4 5,8 17,9 4
I_B_31 5,0 27,2 | 53,3 54 | 14,1 4
I_B_37 10,0 14,7 | 64,1 4,0 | 17,2 4
I_B_42 8,0 51,4 20,2 21,4 7,0 4
I_B_18 5,0 87,5 12,5 2
I_B_13 6,5 60,2 | 20,5 19,3 3
I_B_22 5,0 84,4 15,6 2
I_B_14 12,0 92,3 7,7 2

[ ] Plante conforme aux témoins non régénérés.
|:| Plante avec une teneur en ADN non conforme et un phénotype anormal.
[ T ] Plante avec une teneur en ADN non conforme mais un phénotype normal.
89,0 Pourcentage de cellules avec une teneur définie en ADN par rapport au total des cellules comptées.
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I’ origine de caractéristiques agronomi-
gues nouvelles, comme par exemple la
tolérance & un environnement salin ou
larésistance a un agent pathogéene.
Lebut de cetravail est d’ étudier le phé-
nomene des variations somaclonales de
la pomme de terre cultivée, en consi-
dérant d’autres critéres que les seules
caractéristiques physiques apparentes
(phénotype) de la plante.

Cette étude a été réalisée dans le cadre
de I’Action COST 843 dont I’ objectif
principa vise aaméliorer la qualité des
plantes cultivées au moyen de la culture
invitro.

Matériel et méthodes

Le contréle de la conformité des teneurs en
ADN des noyaux cellulaires des plantes va-
riées propose une premiere approche du
probléme. Pour cela, nous avons procédé a
la mise en culture, en cases climatisées,
d'une <érie d’ explants qui ont régénéré des
pousses feuillées. Les régénérants récoltés
apres deux mois comprenaient un nombre
particulierement important de plantes au
phénotype non conforme. Ces explantsanor-
maux ont été conservés et une seconde ré-
colte a été faite aprés cing mois et une troi-
siéme apres huit mois et demi. Le potentiel
de régénération s'est estompé au-dela de
cette période de culture et plus aucun régé-
nérant N’ est apparu sur ces cas-la

Les trois premiers entre-noauds des micro-
boutures de pommes de terre de la variété
Bintje ont été utilisés comme source d’ ex-
plants, en s'inspirant de la technique déve-

loppée auparavant (L&, 1991). Ces entre-
nceuds ont été mis dans des boites de Pétri
sur le milieu de régénération suivant: sels
minéraux de base selon Murashige et
Skoog, 1 mg/l thiamine-HCI, 0,5 mg/l pyri-
doxine-HCI, 0,5mg/l acide nicotinique,
0,5 mg/l myoinositol, 30 g/l saccharose, 7 g/l
bacto agar. Le milieu est gjusté a un pH de
5,9 avant autoclavage a 121 °C pendant
quinze minutes; ensuite, 3,5 mg/l de zéatine
riboside et 0,15mg/l d'AIA sont agjoutés
lorsgue le milieu a atteint une température
inférieure a50 °C. Larégénération aeu lieu
dans une case climatisée a une température
de 19°C le jour, 17 °C la nuit et avec une
luminosité de 50 a 70 uM/sec*m? pendant
16 heures sur 24. Les régénérants ayant at-
teint une longueur d'environ 1 cm ont été
récoltés aprés deux, cing et huit mois et
demi de culture et repiqués dans des tubes
sur un milieu de propagation neutre, c'est-
a-dire sans hormones. Apres plusieurs repi-
guages, toutes ces plantes, ainsi que 31 mi-
crobouturesnon régénérées (plantestémoin),
ont éé analysées au cytomeétre de flux
PARTEC Ploidy Anayser (lire I’encadré)
pour déterminer le contenu en ADN de
leurs noyaux. Les noyaux ont été extraits de
la partie supérieure des plantules compre-
nant I'apex, deux a trois feuilles avec les
bourgeons axillaires, la tige et les pétioles.
Pour les plantules de taille réduite, une plus
grande quantité de la partie supérieure, avec
plus de feuilles si celles-ci sont tres petites,
a été prélevée afin d obtenir une quantité
équival ente de noyaux.

Outre le profil des teneurs en ADN des
noyaux, chaque plantule examinée a été
photographiée. L’épiderme inférieur des
feuilles a été retiré, coloré (Safranine, Bleu
Astra et Fuchsine Diamant) et photographié
au microscope.

Résultats

Parmi |es régénérants de la premiére ré-
colte (A), prélevés aprés deux mois de
culture, 72 régénérantsont survécu apres
treize repiquages. La taille moyenne de
cesplantulesest de 8,9 cm + 4 cm.
Parmi les régénérants de la deuxiéme
récolte (B), prélevés aprés cing mois de
culture, 43 régénérantsont survécu apres
onze repiquages. Leur taille moyenne
est de 10,4 cm + 3,4 cm (tabl.1).

Parmi les régénérants de la troisieme
récolte (C), prélevés apres huit mois et
demi, les quinze régénérants ont tous
survécu aprés sept repiquages, dotés
d’ une longueur moyenne de 13,6 cm
+11cm.

31 plantules micropropagées par leurs
bourgeons axillaires, non régénérées,
ont servi de témoin. Leur taille varie
entre 11 et 14,5 cm avec une moyenne
de 12,9 cm et un écart-type de 1 cm.

Témoins

Chacune des 31 plantules témoin ana-
lysées présente un grand pic trés étroit
pour la population des noyaux tétra-
ploides (lire I’ encadré «Définitions») et
un pic plus petit pour une population
de cellules ayant des noyaux octa
ploides (en phase quiescente G2 de
leur mitose) (fig. 2a et 2b). Le pic tétra-
ploide comprend entre 87 et 93% des
noyaux avec une moyenne de 89,9%

Le cytometre de flux

Le cytometre de flux est un appareil qui compte et trie individuellement jusqu’a 100 000 particules microsco-
pigues par minute selon des critéres définis (taille, charges, émissions). Dans notre cas, le cytomeétre a trié et
compté les noyaux des cellules de microplantules de pommes de terre d’aprés leur fluorescence (DAPI) propor-
tionnelle & leur teneur en ADN.

L'analyse au cytometre de flux permet de déterminer uniquement la quantité d’ADN présente dans le noyau.
Quand une plante est décrite comme ayant un contenu en ADN équivalent a un hexaploide, cela n'implique pas
nécessairement qu’elle contient six copies de chaque chromosome.

Etant donné que la plante de pomme de terre non régénérée est normalement tétraploide, avec quatre copies de
chacun des douze chromosomes, nous écrivons par convention 6 X pour une plante ayant une fois et demie
cette quantité d’ADN, donc six fois la quantité de base N de douze chromosomes pour la pomme de terre. En ce
qui concerne le nombre de copies de chaque chromosome effectivement présent dans un noyau, seule une
analyse cytologique pourrait permettre de le déterminer. Un certain nombre de plantes présentent d'ailleurs un
multiple fractionné du nombre de chromosomes de base, par exemple 3,5X, 4,5X, 5,5X, etc.

Le cytométre détecte sans équivoque la quantité d’ADN de + 3 chromosomes de pomme de terre jusqu’a envi-
ron 8X. Nous nous sommes contentés d’'une précision de + 6 chromosomes (0,5), car il aurait fallu une double
analyse (une seconde analyse avec un standard interne pour chaque échantillon) sans que la compréhension
du phénomene en et été changée. Cela n'a été fait que pour un nombre limité d’échantillons. Le caractére
aneuploide de ces plantes est démontré sans équivoque.

Nous avons estimé que les plantes régénérées ne se distinguant en rien des plantes témoins — ni dans leurs
phénotype, longueur, couleur, forme des feuilles, pilosité, ni dans la teneur en ADN de leurs noyaux — étaient
effectivement conformes, et que preés de 90% de leurs cellules possédaient le caractére tétraploide. La preuve
absolue de leur conformité n’est toutefois pas établie, vu qu'il s’agit de plantes régénérées et donc potentielle-
ment porteuses de variations somaclonales. Celles-ci peuvent en effet ne pas étre apparentes.
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Fig. 2a et b. Plante de pomme de terre témoin (var. Bintje) micropropagée non régénérée,
avec une grande population de cellules tétraploides (pic 1) et une petite population de cellules
octaploides en phase G2 de leur mitose (pic 2). Chaque graduation de a correspond a1 cm.

+ 1,6% et donc le pic a double contenu
d'ADN entre 7 et 13%, avec une
moyenne de 10,1%. Ces témoins for-
ment un groupe trés homogéne et ont
€té utilisés comme standard internes sur
le cytométre de flux.

Régénérants récoltés
apres deux mois

Plantes conformes aux témoins

Sur les 72 régénérants de la série A,
19 ont une teneur en ADN identique a
celle des plantules micropropagées non
régénérées utilisées comme témoins.
Chez ces 19individus, 85,7 a 92,4%
des noyaux sont tétraploides et consé-
guemment 7,6 a 14,3% sont octa
ploides. En moyenne, 89,4% des cel-
[ules d’ une plantule sont tétraploides et
10,6% sont octaploides avec un écart-
type de 1,8%.

Leur grandeur moyenne est de 13 cm
avec un écart-type de 1,3 cm.

Plantes atypiques

Sur les 72 plantules, 53 ont des cellules
dont le contenu en ADN différe de celui
des témoins (fig. 3a et 3b).

Dix plantules présentent, comme les
témoins, deux populations de noyaux,
mais le contenu en ADN de ces noyaux
n'est pas conforme: huit plantules ont
une teneur équivalente a six fois (6)
I"haploide et le deuxiéme pic a 12. Ce
dernier pic représente les cellules avec
double teneur en ADN et équivaut au
pic des cellules en phase G2 — sauf
que, dans ce cas, €elles ne se divisent
que difficilement, d’ou un pourcentage
plus élevé de cellules dans ce deuxiéme
pic. La proportion de cellules en phase
G2 differe d'une plante a I’ autre. Leur
taille varie entre 4 et 14 cm, avec une
moyenne de 7,5 cm et un écart-type de
2,9 cm. Les deux plantes restantes pré-
sentent un pic a 5 et 7, accompagnés
chacun d'un pic double & 10 et 14 res-
pectivement. Lataille de ces deux plan-
tulesest de 10 et 8 cm.

Série 1
Récalte A

Plante 1
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Fig. 3a et b. Plante de pomme de terre (var. Bintje) régénérée non conforme avec quatre

populations de noyaux: 4 X, 6 X, 8X et 12X.
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Définitions
Phénotype: aspect physique, ensem-
ble des caracteres observables d’'un
organisme. Le phénotype est le reflet
de linteraction du génotype de cet

organisme avec un environnement
donné.

Ploidie: nombre d’assortiments de
chromosomes différents dans une cel-
lule ou un organisme. Chaque assorti-
ment de chromosomes est désigné
par la lettre N. Un organisme ou une
cellule n'ayant qu’'un seul assortiment
de chromosomes est appelé haploide.
Un organisme ayant deux copies de
I'assortiment de chromosomes (2N)
est dit diploide, trois copies (3N) tri-
ploide, quatre copies (4N) tétraploide.
La grande majorité des étres vivants,
de nombreuses plantes et presque
tous les animaux, sont diploides.

Les variétés de pommes de terre
commercialement cultivées dans le
monde entier sont toutes tétraploides,
sauf en Amérique du Sud (d'ou les
pommes de terre sont originaires et ou
certaines variétés archaiques diploides
sont encore cultivées). Le nombre de
chromosomes de base pour la pomme
de terre est de N = 12. Le nombre de
chromosomes dans chaque cellule
de pomme de terre est donc 4 x 12 =
48 chromosomes. Les pommes de
terre tétraploides sont apparues spon-
tanément il y a des centaines de mil-
liers d’années ou méme quelques mil-
lions d'années. Il existe donc dans la
nature, en Amérique du Sud, des
pommes de terre sauvages de ploi-
dies différentes.

Polyploidie: une cellule ou un orga-
nisme est appelé polyploide lorsqu'il
contient plus de 2N chromosomes.
La pomme de terre cultivée avec
4N chromosomes est donc un orga-
nisme polyploide.

Hyperploidie: état d'une cellule ou
d’'un organisme ayant un nombre de
chromosomes supérieur a celui qui
est communément trouvé dans cette
espece ou cette variété. Des pommes
de terre ayant par exemple 6N chro-
mosomes sont hyperploides. Par op-
position, une cellule ou un organisme
ayant un nombre de chromosomes in-
férieur a ce qui est commun est ap-
pelé hypoploide.

Aneuploidie: état d’'une cellule ou d’un
organisme ayant un nombre anormal
de chromosomes et dont le nombre




de copies de chromosomes individuels
n’est pas identique pour tous les chro-
mosomes. La quantité d’ADN présente
dans ces cellules est alors désignée
par la tettre X.

Euploidie: état d’'une cellule ou d’un
organisme possédant tout Il'assorti-
ment N de chromosomes et ayant pour
chaque chromosome le méme nombre
de copies.

Chimére: organisme dont toutes les
cellules ne contiennent pas un équipe-
ment génétique identique. Une plante
chimeére sectorielle posséde des cel-
lules chimériques distribuées de fagon
aléatoire. Par bouturage, elle est in-
stable puisque la distribution des dif-
férents génotypes n’est pas constante.
Une plante chimére périclinale con-
tient ces cellules chimériques distri-
buées en couche de fagon symétrique
dans le méristétme. Un bouturage re-
produit la méme chimeére.

Mitose: processus de la division cel-
lulaire qui engendre, a partir d’'une
cellule mére, deux cellules filles qui
sont génétiquement identiques entre
elles et avec la cellule mere.

Métaphase: étape de la mitose durant
laguelle les chromosomes condensés
s’alignent selon un plan équatorial sur
un fuseau bipolaire dans la cellule en
division.

Anaphase: étape de la mitose durant
laquelle les chromosomes dupliqués
encore appariés sont séparés et mi-
grent le long du fuseau vers les pdles
opposés de la cellule.

Méristeme: tissus non différenciés de
la plante (bourgeons et extrémités des
racines), dans laquelle les cellules qui
ont gardé leurs caracteres embryon-
naires se divisent pour produire de
nouvelles cellules.

Régulateurs de croissance: hor-
mones que la plante synthétise dans
certains tissus, surtout dans les méris-
téemes en ce qui concerne l'acide in-
dolyl acétique (AIA) et la zéatine ribo-
side (ZR). Comme nous utilisons des
tissus différenciés (les entre-nceuds)
pour la régénération, ces hormones
doivent étre rajoutées au milieu pour
permettre la division des cellules, leur
croissance et leur différenciation.
L'AlA est une substance qui se dégra-
de rapidement & la lumiére.

standard.
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Sur les 72 régénérants, 43 sont chimé-
riques, c'est-a&dire gqu'ils contiennent
plus de deux populations (pics) de cel-
lules (quantité Q et 2 fois Q pour les
cellules en phase G2): 25 d'entre eux
présentent trois pics, 14 présentent

quatre pics, deux plantules présentent
cing pics (fig. 4a, 4b et 4b+t) et deux
possedent méme six populations de
noyaux a teneur en ADN différente
(fig. 5a, 5b et 5¢).

Au microscope, les anomalies dans la
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Fig. 5a, b et c. Plante de pomme
de terre (var. Bintje) avec un pic
a 5X, 6X, 7X, 10X, 12X et
14X. Epiderme de cette plante
A3 (fig. 5¢) tout afait conforme,
similaire a celui d'une plante

normale (grossissement x 100). [
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Fig. 6a, b et c. Plante de pomme de terre (va. Bintje) avec un pica6X, 7 X et 12X. L' épiderme de la plante |A20 avec des stomates déformés
et des cellules épidermiques contient une quantité d'inclusions (grossissement x 100).
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Fig. 7a, b et c. Ci-dessus: plante de pomme de terre (var. Bintje) avec un pic a6X, 8X, 12X et 16 X. L' épiderme normal de la plante IA15
contient des stomates normaux (grossissement x 100).
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Fig. 8a, b et c. Ci-dessus: plante de pomme de terre (var. Bintje) avec un pica6X, 9X, 12X et 18X. Les cellules de I’ épiderme de la plante
IA16 n’ont pas laforme de piéces de puzzle typique mais les cellules de garde sont normal es (grossissement x 100).

congtitution de I'épiderme se révélent
nombreuses et diverses: déformation des
cellules de I épiderme, des cellules de
garde, inclusionsdegranul esde métabo-
lites secondaires, pigmentation rouge,
etc. Comme pour |'aspect macrosco-
pique des plantes, |'aspect microsco-
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pique des cellules n’est pas non plus
corrélé avec le profil cytométrique. Des
plantes aux profils cytométriques anor-
maux presque identiques peuvent avoir
des épidermes d' aspect trés différent ou
encore tout a fait normaux (fig. 6a, 6b
et 6¢; fig. 7a, 7b, et 7c; fig. 8a, 8b et 8c).

Régénérants récoltés
apres cing mois

Plantes conformes aux témoins
(tabl.1)

Sur les 43 plantes de la série B récol-
tées aprés cing moisde culture, 24 plan-
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Fig. 9a, b et b+t. Plante de pomme de terre (var. Bintje) avec une population de cellules vers 6 X et une deuxieme vers 12 X. Sur le profil
avec letémoin, les pics 1 et 3 sont les cellules de la plante utilisée comme standard interne. Les pics 2 et 4 correspondent aux cellules de la

plante 1B20.

tules présentent des noyaux avec un
contenu en ADN identique a celui des
témoins micropropagés. La taille de
ces 24 plantules varie de 11 a 15 cm
avec unemoyennede 13,1 cm + 0,9 cm.
Le pic des noyaux tétraploides repré-
sente 88,7% * 2% des cellules, donc
celui des octaploides atteint 11,2%.

Plantes atypiques

Pour les plantes non conformes, la po-
pulation de cellules contenant une quan-
tité I ADN 6X et 12X est laplus fré-
quente. Dans cette catégorie, les plantes
chimériques sont nombreuses.

Cing plantules ne présentent que deux
pics, mais avec un contenu en ADN
atypique (fig. 9a, 9b et 9b+t). Quatre
plantes présentent trois pics, huit plantes
ont quatre pics et enfin deux plantules
présentent cing pics (fig. 10a et 10b).

Régénérants récoltés
apres huit mois et demi

Peu de régénérants sont apparus sur les
explants déja agés. Leur croissance, trés
lente, diminue encore au fil du temps.
Quinze explants d’environ 1 cm de lon-
gueur, qui étaient brunétres et couverts
de cals, ont pu ére récoltés (fig.11).
Transférées dans des tubes sur un mi-
lieu approprié (CM S-pdt sansvitamine),
les plantules ont rapidement pris un as-
pect parfaitement normal, ne présentant
aucun signe apparent de variation so-
maclonale. Aprés sept repiquages, les
plantes récoltées ont été passées au cy-
tométre de flux. Les résultats montrent
gue 14 plantes sur les 15 ont un profil
cytomeétrique identique aux témoins mi-
Cropropagés non régenéreés.

Ces 14 plantules présentent un pic avec
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Fig. 10a et b. Plante présentant cinq populations de cellules avec 4 X, 6 X, 8X, 12X et 16 X.

89,1% + 1,6% des cellules pour 4N et
un deuxiéme pic avec 10,9% des cdl-
lules a 8. Leur longueur moyenne est
de 13,6 cm £ 1,1 cm, ce qui ne les dis-
tingue pas des témoins.

Une seule plantule montre un pic sup-
plémentaire: 42,4% de ses noyaux cel-
lulaires ont une teneur en ADN de 4 X,
51,9% des noyaux a5X et 5,7% a8X;
toutefois, cette unique plantule non con-

Fig. 11. Régénérants récoltés apres huit mois et demi.

263



- e . 5 ik ki s P Skl NS
= ] R R A AT EE IR
—ii—4 .| a A ir Bik i JEIATT i 1 R e e ne N
_ b | b+t
I 1 i
I K b 1
I | T
x e = = Lz - N W M H: - k ik P .
Pl G L-L Bl DFERS dekew] B LERF Ga0 WD TRE AP L-L W-L OFLIN LGL-ab @0  LAEF Ghi Rk
S TR m PR EE LA ] i PRl e R m e W0 el A
T PR gl L Il FuE . gl [THE
EIl 3IE 4.8 1T W i | i SiE wma gk 1= e il

9
8
T
&
5
4
3
2
1
i}

méme profil (chimere périclinale?).

Fig. 12a, b, b+t et c. Plantule de pomme de terre (var. Bintje), unique
plante non conforme récoltée apres huit mois et demi, chimere ayant -
une population supplémentaire de cellules avec des noyaux vers 5X.
Cette méme plante avait été analysée huit mois auparavant, six subcul-
tures plus tot (fig. 12c), sur un autre cytométre ou elle montrait déjale
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forme de la derniére récolte possede un
phénotype conforme et une longueur
(13 cm) tout a fait normae (fig. 124,
12b, 12b+t et 12¢).

Discussion

Mitose erronée

Etant donné qu'un certain nombre de
cellules présentent des noyaux a teneur
en ADN intermédiaire, non multiple de
N, donc avec un équipement incomplet
des douze chromosomes de base (par
exemple 5,5X), on parle, dans le cas
présent, d' aneuploidie.

Ces teneurs infidéles au matériel géné-
tigue de la cellule mére proviennent
d erreurs lors de la division. Durant la
mitose, plus particuliérement au mo-
ment de |’ anaphase, des chromosomes
dupliqués ne sont pas répartis d' une
maniére égale dans les deux poles de la
cellule en division. Une des deux cel-
lules-filles hérite alors de chromosomes
supplémentaires qui auraient di étre al-
loués al’autre (fig.13).

Dans les circonstances normales de la
division cellulaire, les erreurs de mitose
sont trés rares. Dans la levure, elles
sont estimées a moins de une division
sur 100 000.

Lors de la régénération opérée a partir
de tissus dga différenciés, une ou quel-
quefois deux ou trois cellules (d'ou les
chimeres) vont se diviser de facon
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Fig. 13. Métaphase et anaphase.

aberrante, sous I'influence des régula-
teurs de croissance (AlA et ZR), pour
se développer en méristéme évoluant
finalement en plantule.

Ce processus de mitose inégale lors de
I"induction de la régénération explique
I apparition de plantes présentant desva-
riations somaclonales. Les mécanismes
exacts ne sont pas encore connus et les
conditions qui dictent I’ apparition de ce
type de variations somaclonales pas en-
core bien cernées. On observe une di-
minution en fonction du temps du nom-
bre de plantes normales et anormales
apparues sur les mémes cals (72 aprés
deux mois, avec 74% de plantes anor-

males, 43 aprés cing mois, avec 44% de
plantesanormales, et 15 seulement aprés
huit mois et demi, avec 7% (1 sur 15)
de plantes anormales). La dégradation
des régulateurs de croissance a la lu-
miére explique cette diminution au fil du
temps. L esrégul ateursde croi ssance sont
donc un éément significatif dans I’ ap-
parition d'anomalies de ploidie et bien
slr jouent aussi un réle dans I'induction
de la régénération. Une expression me-
surable du rapport entre |’ apparition de
variants et la quantité de régulateurs de
croissance n'a toutefois pas éé pos
sible. En effet, le phénoméne est trop
sensible et il n'a pas é&é possible de
maitriser les paramétres pour standardi-
ser les conditions: sur vingt boites de
Pétri contenant huit explants, nous
avons obtenu plus de 174 régénérants
pour la présente expérience, dont 131
ont survécu aux repiquages successifs,
pour seulement trois dans une répétition
réalisée dans les mémes conditions et
avec le méme milieu de régénération.

Teneur non conforme
en ADN et phénotype

Comment la teneur non conforme en
ADN des noyaux cellulaires se mani-
feste-t-elle sur le phénotype d'une
plantule? Les variations phénotypiques
observées sur les plantules sont multi-
ples: feuilles foncées ou claires, petites,
poilues, rondes, rougeétres, gaufrées,
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mois et demi de culture.

Récolte C

tiges aux flavonoides bleuétres au lieu
de la couleur bordeaux, tiges plus poi-
lues, modifications histologiques, accu-
mulation de métabolites secondaires,
etc. De toute évidence, il existe unere-
lation entre la teneur non conforme en
ADN et I'expression des genes qui
contrélent I’ aspect et le métabolisme de
la plante. Toutes ces observations sont
difficiles a systématiser et les formes
intermédiairesinnombrables. De cefait,
nous nous sommes limités & une don-
née facilement mesurable, la longueur
des plantes, qui refléte I’ état général de
leur croissance (fig.14).

Aucune plantule au profil cytométrique
normal ne présentait de variation phé-
notypique apparente de quelque nature
que ce soit. De toute évidence, les
plantes, régénérées mais non transgé-
nigues, que nous avions toujours dési-
gnées comme variations somaclonales,
étaient des plantes avec une ploidie
anormale.

Les plantes régénérées conformes, qui
ont unegrande popul ation de noyaux 4N
et une petite population de noyaux en
phase G2 a 8N, sont représentées, a
deux exceptions pres, par des plantes
de 12 cm et plus et toutes ont présenté
un phénotype tout a fait normal. Lare-
lation est univoque entre la conformité
de la teneur en ADN de la plante, une
bonne croissance et un aspect identique
a celui des plantules micropropagées,
non régénérées. Cependant, I’inverse ne
se vérifie pas: un phénotype apparem-
ment normal n’'implique pas nécessai-
rement que le profil cytométrique de la
plante e soit également.

Pour toutes les plantes régénérées
N'ayant pas une teneur conforme en
ADN dans leurs noyaux, autant celles
qui n'ont que deux populations de
noyaux, par exemplea6X et 12X, que
celles qui ont jusqu’ asix populations de
noyaux, la relation entre la croissance
de la plante, le phénotype et le type de
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profil cytométrique ne peut étre établie.
Quelques plantules contenant de hom-
breuses populations de noyaux a dif-
férentes teneurs en ADN ont une
croissance et un phénotype tout a fait
normaux. L' anormalité est bien présente
mais, dans nos conditions de culture
in vitro, elle N’ est pas apparente.

La majorité des plantes anormales sont
chimériques. Elles présentent plus que
les deux pics typiques (~90% de cel-
lules 4N et ~10% de cellules 8N) des
témoins non régénérés. Un certain nom-
bre sont des chiméres sectorielles car,
en les multipliant par leurs bourgeons
axillaires, on obtient des plantules de
phénotypes différents, d'autres sont
stables, et donc probablement des chi-
meres périclinales.

Les nombreuses variations phénoty-
piques, telles que celles portant sur la
couleur et lataille des feuilles, 1a pilo-
sité et la forme, se retrouvent trés ma-
joritairement dans des plantes dont la
croissance est également réduite. Ce
type daberrations chromosomiques
provogque donc |’ apparition de phéno-
types variés, le plus souvent sur plu-
Sieurs caracteres.

Régulateurs

de croissance, variations
somaclonales et taux

de régénération

Comme on I’adit, la plus grande quan-
tité de plantes régénérées est obtenue
aprés deux mois de culture (récolte A)
sur le milieu CM S-vitamines enrichi en
AlA et en zéatine-riboside. C'est aussi
ce milieu encore riche en hormones ac-
tives qui donne le taux le plus élevé de
plantes non conformes.

Aprés cing mois (récolte B), les régula-
teurs de croissance étant alors dga
passablement inactivés par la lumiére,
nettement moins de régénérants sont

apparus. Par contre, le taux de plantes
apparemment conformes aux plantes
non transformées est bien supérieur.
Aprés huit mois et demi (récolte C),
seules 15 plantules sont encore appa
rues et une seule a un profil cytomé-
trique non conforme.
Aucunedifférencesignificativen’ est ap-
parente entre les plantes non conformes
récoltées apres deux mois et apres cing
mois. On retrouve des profils analogues
concernant leur teneur en ADN ains
que leur caractére chimérique et leur
phénotype. Donc, si la concentration en
régulateurs de croissance actifs dans le
milieu influence le taux de régénéra-
tion et le taux de plantes variées par
rapport aux régénérants conformes, elle
ne semble pas influencer le type de va
riation.

Valeur agronomique des
variations somaclonales

L es plantes présentant des variations so-
maclonales ont été préconisées comme
des sources de nouvelles caractéris-
tiques. Les horticulteurs exploitent trés
volontiers les mutations, les variations
somaclonales et les différents types de
chimérisme pour conférer un autre as-
pect a une espéce ou a une variété. Les
plantes ornementales doivent pouvoir
étre multipliées rapidement par voie
végétative et ne doivent satisfaire que
les go(its et préférences du client. Leur
stabilité et leur survie a pluslong terme
ne sont souvent pas requises.
Laséection de clones de variants soma
clonaux pour la création de nouvelles
caractéristiques chez une plante marai-
chére a bien entendu aussi été tentée
sur la pomme de terre, principalement
sur sa tolérance accrue a la salinité et
sa résistance au mildiou (Phytophthora
infestans). Les expériences sur ces der-
niers critéres ont donné des résultats
probants (Marconi et al., 2001; Cassells
et al., 1991). Celapeut s expliquer pour
les plantes qui sont hyperploides, par la
présence accrue de copies de genes
donnant a la plante les moyens d’ opé-
rer a plus grande échelle les adapta
tions métaboliques au milieu. Cepen-
dant, les plantes aneuploides qui ont
acquis une caractéristique favorable —
dans ces cas, une tolérance a la salinité
ou une résistance accrue au mildiou —
doivent avoir beaucoup d autres quali-
tés encore, afin de satisfaire aux exi-
gences de la culture maraichére. La
plupart de ces plantes croissent mal in
vitro comme en pot. Elles acquiérent,
avec la présence d'un nombre accru
mais dépareillé de chromosomes, éga-
lement une série de caractéristiques dé-
favorables.
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Conclusions

O Les variations somaclonales, qui
consistent en une teneur non con-
forme en ADN dans les noyaux
des cellules, se manifestent de
fagon singuliére chez chague
plante régénérée. Il existe un trés
grand nombre de possibilités de
distribution des chromosomes lors
de ces mitosesinégales de cellules
qui vont former un méristéme
puis régénérer une plante. Ces
plantes montrent une grande va-
riété de profils cytométriques et
des phénotypes trés variés; en ou-
tre, des profils semblablesne géné-
rent pas les mémes phénotypes.

O Ce type de variation somaclonale
qui se manifeste par une teneur
non conforme d’ADN dans les
noyaux des cellules est une ano-
malie. Aucun cas d' apparition de
populations d'aneuploides mieux
adaptés n'est connu dans la na
ture. De plus, en tant qu’aneu-
ploides, leur fertilité est compro-
mise. Leur stabilité au cours de
multiplications par voie somatique
(bourgeons ou tubercules) n'est
pas non plus garantie. Pour les
hyperploides euploides, de telles
adaptations semblent bien avoir
eu lieu, spontanément et naturel-
lement, puisque les variétés de
pommes de terre sauvages les plus
archaiques sont diploides.
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Zusammenfassung
Abweichende Gehalt an DNS als Indikator flir somaclonale Variation der

Kartoffeln

Kartoffel-Pflanzen — aus Internodien regeneriert — wurden im Flow-Cytometer unter-
sucht. Dabei hat sich gezeigt, dass die Zellkerne der phénotypisch ungleichen Pflanzen
einen ungewohnlichen DNS-Inhalt aufwiesen. Einige Pflanzen mit normalem Aus-
sehen enthielten aber auch in ihren Zellkernen einen abweichenden DNS-Gehalt.
Keiner der Regeneranten mit normalem tetrapl oiden Kern zeigte phanotypische Unter-
schiede zu mikro-vermehrten nicht regenerierten Pflanzen. Es konnte keine Beziehung
festgestellt werden zwischen dem cytometrischen Profiltyp und den beobachteten phé-
notypischen Abweichungen. Die Regeneranten mit einem abweichenden DNS-Gehalt
im Kern stammen aus einer fehlerhaften Kerntellung. Dabel werden die Chromo-
somen ungleich auf die Tochterzellen verteilt. Dieses Phénomen der ungleichen
Mitose fuhrt bei jedem Regeneranten zu unterschiedlichen Chromosomensétzen und
damit zu einer grossen Vielfalt der Phéanotypen.

Summary
Non-conform DNA content as a marker of somaclonal variation in potatoe

The cytometric investigation of plantlets regenerated from potato internodes revealed
that al the phenotypically non-conform plants had in their cells nuclei an abnormal
content of DNA. But also afew apparently normal looking regenerants presented such
nuclei with aberrant DNA content. None of the regenerants that had normal tetraploid
nuclel exhibited phenotypic differences compared to micropropagated, non-regenera-
ted plants. No relation could be established between the type of cytometric profile and
the type of the observed phenotypic abnormalities.

The conclusion that could be drawn from these observations is that the regenerants
having nuclei with abnormal DNA contents arose from cells which underwent erroneous
mitosis. During this event, the duplicated chromosomes were unevenly distributed in
each of the daughter cells. This phenomenon of uneven mitosis affects for each
regenerant different chromosomes, therefore comes the large diversity of phenotypes.

Key words: in vitro regeneration, potato (Solanum tuberosum), somaclonal variation,

aneuploidy.

Riassunto
Tenore non conforme in DNA come indicatore di variazione somaclonale nelle

patate

L’analisi citometricadi piante di patata rigenerate a partire dainternodi harivelato che
i nuclei delle piante di fenotipo non conforme contenevano un tenore anormale in
DNA. Altre piante, in apparenza normali, presentavano pure dei nuclei contenenti un
tenore anormale in DNA. Nessun rigenerante a nuclei normalmente tetraploidi mos-
trava differenze fenotipiche rispetto a delle piante micropropagate non rigenerate. Non
e stata stabilita alcuna relazione traiil tipo di profilo citometrico ed il tipo di anomalie

fenotipiche osservate.

| rigeneranti possedenti un nucleo con un tenore in DNA non conforme derivano da mi-
tosi erronee. Durante questo fenomeno, i cromosomi duplicati sono ripartiti in maniera
ineguale in ognuna delle cellule figlie. Questo fenomeno di mitos inegual e assegna per
ogni rigenerante dei cromosomi diversi, cio che spiegala grande diversitadi fenctipi.




