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auto-incompatibilité et stérilités males

La sélection des lignées et la création des hybrides
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L'espece

Brassica oleracea L.

+ Appartient au genre des
Brassicacees (ou Cruciferes)

1 2n = 18

1 Espece majoritairement bisannuelle
et allogame




Histoire des choux

A partir deL000
Avant JC

T o 4

XVI iéme siécle

Chou-fleur

XIV ieme siecle



Classification de I'espece Brassica
(Crisp 1975)

ES

Convar. Var. Nom francais Aspects morphologiques
oleracea oleracea Chou sauvage Tige ramifiée ou développement d
gemmifera Chou de Bruxelles bourgeons axillaires
ramosa Chou branchu ou
milletétes
acephala acephala Choux fourragers
sabellica Choux verts
selensia Choux frisés Feuilles
pédonculées
medullosa Chou moellier
gongylodes | Chou rave
capitata capitata Choux pommés Tige non Feuilles sessiles
sabauda Choux de Milan ramifiée gros
costata Chou a grosse cote bourgeon
terminal
botrytis italica Brocoli a jets Inflorescence
botrytis Choufleur terminale
tres

développée




Aspects évolutifs

Europe de ,
I’'Ouest Choux pommes

Brassica — Chou de
—» Choux ~— Bruxelles
- fourragers
I Choux

moelliers ~

Brassica
oleracea

Zone
\medlterraneenne

Brassica .
TR —— Brocoli a
jets ?

Chou-
rave

Chou-fleur,
brocoli



Ressources génétiques

Ensemble de varietes patrimoniales
sauvegardees avant la
generallsatlon des hybrldes

Le centre INRA de Rennes conserve environ 800 variétés populations
collectées au début des années 80.



Un programme international et
europeen

Une structure internationale : IPGRI

(Institut international des ressources phytogénétiques)

elle a 25 ans et siege a Rome
Réle de développement des initiatives nationales et internationales

L'organisation européenne : ECP/GR

European Cooperative Programme for crop genetic and
Resources networks
date de 1980 et regroupe 35 pays.

assure la coordination d’actions entierement financées par chacun
des pays et coordonnées par I'IPGRI

Au niveau des Brassica , un groupe de travail a été initié des
1989 et se reunit regullerement Une base de données
regroupe les informations (espece, variete¢, localisation des
semences) des difféerents pays. Elle est geree aux Pays-bas
depuis 1991, a la CGN (Centre for Genetic Resources) sur le
campus de I Université de Wageningen.

Actuellement, on y trouve les données de 32 institutions
appartenant a 22 pays européens, correspondant a un total
de 19113 échantillons.



La collection rennaise : les choux pommes,
collection de lI'ouest de |la France

Chou de Lorient Chou pointu Finistere




Choux pommes

Chou «coupéplat»

Origines diverses

Chou grimpant




« mille téte»

Choux fourragers

feuillus

« Jaune»




moellier

Moellier «grand gigo»

Moellier rouge




Et

Chou de Bruxelles

rutabaga







Avec une approche genomique

W5

w1

(@)

w2

(el

w3

w4

32

67

100

Br3
98
10

Br2

S

Brl

CF5
5

|

CF6
92

CF4

64 CF2
10 CcF3
80 __ cr1
68
CcF7

K5

90 K2

35

58 K6
30
7

K1

a

K3

K4

43
K8

9

®

K7

Cc3

4

4

C1

23
c2

45
10

Ca

S

C5

Choux sauvages

<— Chou-rave

Brocolis

I Choux-fleurs

Choux fourragers

V-2
<— Chou de Bruxelles

»  Choux pommés

Phenograms of 30
B. oleracea
populations/lines

Neighbor-joining
classifications using
AFLP fragments
(N=713); (W1 to
W5: wild cabbages;
CF1 to CF7:
cauliflowers; Brl to
Br3: Broccolis; C1
to C5: cabbages;
K1 to K8: kales; G:
kohlrabi; B: Brussel
sprout; see




Le chou et I'arabette

Arabidopsis thaliana:  tétraploidisation depuis I'ancétre, il y a
30 a 35 millions d’années puis des réarrangements
chromosomiques ont modifié I'architecture génomique

Cependant, il semble que tous ces réarrangements aient eu
lieu avant la séparation entre les especes Arabidopsis et
Brassica (20 a 24 millions d'années)

Brassica oleracea: hexaploidisation

Ziolkowski P. A.; Kaczmarek M.; Babula D.; et al.

Genome evolution in Arabidopsis/Brassica: conservation and divergence of
ancient rearranged segments and their breakpoints.

Plant Journal 47 (1): 63-74 2006




Chou et arabette
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Le chou et ses voisins

. Triangle de U

1 Colza = amphidiploide chou — navette

j}Programmes de recherche communs




les méthodes de sélection

= compromis entre les contraintes
biologiques et économiques dans un
systeme agricole donne




Caractéristigues conditionnant la selection
du chou-fleur (et des choux en général)

1

Criteres
biologiques
Especes allogames

Pollinisation par les
Insectes

Clonage facile

Criteres
économiques

Faible densité a
I'hectare

Faible surface
cultivée

Le produit récolté est
un organe vegetatif




Criteres biologigues




iques

Criteres agronom




Chaque plante compte...




Reéecolte manuelle




Multiplication vegeétative in vivo




La floraison du chou-fleur

cel
r el

»




Sélection et systemes agricoles

Agriculture
conventionnelle ou
industrielle

Les semences ont leur filiere
distincte de la production
agricole

avec deux processus
distincts et des métiers
différents

1 La sélection des variétés

+  La production de
semences

Agriculture paysanne
ou biologique

Une nouvelle voie se
dessine : la sélection et
la production de
semence ne sont qu’une
seule action intégrée
dans une tradition
paysanne




| a sélection récente
des choux-fleurs

1 Etape 1
quoen  kNAmnielioration des populations »
sélection massale et variétés fermieres

1 Etape 2
« Création de variétés homogenes »
création varietés hybrides F1
1+ Etape 3 : deux voies

Depuis 1970

XXI ieme
siecle « variétés standardisées
biotechnologiques

Sélection professionnellggrands groupes Sélection paysanne et professionnelle
internationaux le plus souvent - structures locales ou indépendantes




Les objectifs de sélection
cas du systeme conventionnel

1+ Pour le producteur et le circuit de
commercialisation

1 Pour le sélectionneur et producteur
de semences




Les objectifs de sélection
pour le producteur - commercialisation

Chou-fleur et brocoli

Criteres de qualité de la pomme :
- couleur
- forme
- densité
- grain
- couverture
- conservation

Rusticité des plantes



Qualité du produit




Les objectifs pour le sélectionneur en
agriculture conventionnelle —
producteur de semence

1 Varietés protegees
1 Colts de production semence
compeétitifs

Allogamie de l'espece : varietés hybrides F1



Etapes de selection d’'un hybride F1

1 Ressources génetiques
Création de lignées

Systemes d’hybridation fiables
Aptitude a la combinaison
Fertilité des porte-graine

=

=

=

=



Les pools génétigues chou-fleur

XVI ieme siecle : Pool brocolis et

| | chouxleurs |
Italiens Bisannuels Annuels N Asiatiques  Australiens

NO Europe Europe

tres diversifiés dérivent des origine? recombinants recombinant
en forme et italiens, depuis depuis entre annuels et entre annuels,

bisannuels bisannuels et
couleur 300 ans 400ans

l i i E? depuis 300 ans italiens, depuis

ROMAaNesco,  cpoyfleurd’ hi v Choufleurd’ aut om
brocoli




Creation de lignees

. Autofécondation forcée

(en contournant l'auto-incompatibilité
si elle s’exprime)

. Haplodiplométhode




Les systemes d’hybridation

1 'auto-incompatibilité pollinique

Systeme de type immunitaire de
reconnaissance entre le pollen et le
stigmate

Il existe deux types d’auto-incompatibilité chez les plantes :
sporophytique et gamétophytique



Mécanisme moléculaire de I'lC

\C}k-"“- Polien grain _____.--'/I
T _'_'_,_,_.—-—'_'- -

D, 7 Pollen
i coating

Inhibition of
pollen tube
germination
or growth

Papiliar

i\ cell wall
7 \ !

Stigma papillar cell

- @ ey v @
pcp-al - @

SLR1-8P1 @ SHK
{activatea) i

SLHT v Phosphorylaton B
SLR1-8P2 W

Trenos ot Flar Soence

Locus S ( au moins 3 genes ) : SLG SP11 SRK



Explication de la diapo précédente

A model of selfrecognition in the selincompatibility (SI) response.

+ Formation doéun m®ni sque qgquand
(1 mplication de SLG et SLR1 da
Al)

1 La réeponse IC implique le facteur SP11 ou SCR (similaire aux PCPs
pollen et SRK du stigmate

1 SLG et SRK reconnaissent toutes deux la partie cystéine du SCR/S

1 SLG pourrait favoriser el transport du SCR/SP11 vers la paroi cellul
ou se trouve SRK.

+ Loi nteraction de SRK avec SCR/
| 6 ®t at de phosphoryl ation de
interagit avec les formes phosphorylées de kinase.



D’un point de vue pratique

Un systeme de reconnaissance

Gestion des croisements, quel que soit
le systeme d’hybridation

Un systeme de rejet
Fiabilitée du systeme d’hybridation



Le systeme de reconnaissance

Déterminé

1 par croisement

1 par analyse biochimique (IEF)

1 par analyse moléculaire (PCR-RFLP)




Observation de la réaction IC

1 Par microscopie a
fluorescence, 24
heures apres
pollinisation

Par graines,
gquelques semaines
apres pollinisation




Détermination des haplotypes par
croisements

Male ML06 SHO 02 GEMO04 FUT 02 W2802 C2101 C3705 C1909 cauliflo

Female wer S8
ML 06 (SP) - - + + +- + + +
SHO 02 (SP) - - + + + + + + +
GEM 04 (SP) + + - + + + +
FUT 02 (SP) + + - + +

W28 02 (SP) + + + + + + +
c2101 + + + + + +
C3705 + + + + - - +
C1909 + + + + + - - +
cauliflower SB + + + + + -
S-Haplotype Hwl Hwl Hw2 Hw2 Hw3 Hw3 Hw4 Hw4 SB

detected




IEF = focalisation isoélectrique
marquage des glycoprotéines
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Notion de classe : haplotypes de classe I et 11



PCR- RFLP

Schéma de SRK avec ses 3 domaines et la position des amorces

ATG Domaine
Domaine S transmembranair Domaine kinase
Il Tl W e R e
1 1000 2000 3000 - nb de paire

de bases

-»> <«
-»> <«

PK 1: 5-CTGCTGATCATGTTCTGCCTCTGG-3' (Nishat al, 1997)

PK 4: 5-CAATCCCAAAATCCGAGATCT-3' (Nishiet al, 1997)

PK 5: 5-~AGACAAAAGCAAGCAAAAGCA-3' (Nishioet al, 1997)

PK B: 5'-CAAATCCCTATGGATGATTCTAAA-3' (I NRA i EN:

Schéma de SLG et la position des amorces

-ﬂ i HHIHi-
PS3 PS21
s :

PS5 PS15
3 :

PS 3: ATGAAGGGGTACAGAACAT
PS 5: ATGAAAGGCGTAAGAAAAACCTA
PS 15: CCGTGTTTTATTTTAAGAGAAAGAGCT
PS 21: CTCAAGTCCCACTGCTGCGG
source: Nishio T, Kusaba M, Watanabe M, Hinata K (1996)




Variabilité Brassica

) taille H1 H10 H11H12 H13 H14 H16 H17 H2 H3 H4 H7 H9
taille SH SJ SB SE SC SAx H4 sx  s2 S7 SE SA bl bl
|

1000 p!

700 pb: o< .
-

500 ph

300 pbjs

CHOU-FLEUR BROCOLI - ROMANESCO
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Distribution des haplotypes

Kale

H18 H19 H20 H21
H22 H23 H24 H25

H26 H27 H28 H29 Cauliflower
H30 H31 H32 H33 /

H34 H35 H36 H37
H38 H39 H40 H41

Broccoli
green heading
form

H3 H4 Broccoli
H1 H11 H12 purple heading
H6 sz o
H13
H7 H9 H14
R SRR SR S A SR HIRHIEL........ .
:H8 H2 sy H10 :
: H17
H5 :
% pereeeeeensaan, .
i Romanesco
Sssssssnnnnnnnnna”
Su sv
H42 H43 H44 H45 H46 sw T~ Cabbage




Niveau d’IC

Percentage of plants for each level of self-incompatibility, evaluated by the SCI

index, for cauliflower, broccoli and romanesco

cauliflower* broccoli romanesco
SCI level of self- autumn  winter total
incompatibility
0% strict 10 7 8 24 26
1-5% strong 12 12 12 23 38
6-50% partial 23 46 36 36 24
51-100% compatibility 55 35 44 16 12

nb of tested plants 49 74 123 99 68




Distribution de I'lC

Distribution of broccoli (B) and romanesco (R) plants according to two measures
of the level of self-incompatibility; relationship between both measures: pollen
tubes counts and calcul of the self-compatibility index (SCI*)

SCI classes 0% 1-5% 6-50% 51-100% not sum of plants
evaluated**

classes estimated by
pollen tubes counts R B total
0.0 31 29 15 6 39 42 81
0.1-1.0 6 18 18 2 9 24 29 53
1.1-4.0 4 2 16 8 1 10 21 31
4.1-8.0 1 3 14 5 13 18
Romanesco 18 26 16 8 10
Broccoli 24 23 36 16 6
sum of plants 42 49 52 24 16

*SCI = nb of seeds after self-pollination / nb of seeds after cross pollination

** the fertility was too low to calculate SCI index



Variabilité de I'lC pour un haplotype,
exemple S15

Inter-crossing between 3 homozygous sx plants (11035, 41865, 40443)

plant 11035 41865 40443 fertility control
11035 3 12 43 97
2 13 29 70
1 6 1 54
41865 0 2 0 61
4 8 0 102
0 4 8 27
40443 13 19 8 77
12 55 39 70
32 26 45 149
fertility control 109 108 95
97 111 94
33 58 47

nb de graines pour 6 fleurs traitées



| es stérilités males

Définition
Chez les plantes bisexuees
(monoiques ou hermaphrodites), la
sterilité male est l'incapacite de
transmettre l'information génétique
par des gametes males.




Les deux catégories de sterilités a
controle génétique sont définies

1

les stérilités a controle nucléaire
(= genlque) montrent une héerédité de type
mendélien ;

les stérilités a controle géno-cytoplasmique
ou nucléo-cytoplasmique , conditionnées par la
présence d'un cytoplasme inducteur de stérilité
généralement appelé cytoplasme S



Les stérilités males géeniques

1 Récessives

Nombreuses sources, majoritairement
chez le chou-fleur d’hiver, dans des
populations ou lignées en cours de
consanguinisation

1 Dominantes

3 sources dont une seule exploitée pour
le chou-fleur d’automne



Sterilites males cytoplasmiques

1 N’existent pas chez le chou-fleur

1 Ont été introduites a partir de
plusieurs sources : radis, B.
tournefortii , colza

1 La source valorisée : Ogu-INRA,
introduite par fusion de protoplastes

Pour pallier les inconvénients de
I"alloplasmie




Fusion de protoplastes
(C Primard, G Pelletier) INRA Versallles

Chou male stérile, apres

) ) L Chou male fertile, original
croisement intergénérique

+

fusion somatique

@ Cytoplasme colza

Fertile et vert

Cytoplasme Ogura
déficient en chlorophylle cybrides
nectaires peu développés

Males striles
non déficients en chlorophylle
nectaires bien développés




Autre methode d’obtention...

Chimeres

+ obtention de CMS chez les choux par deux
expéerimentations comparées par une equipe
japonaise (Hirata Y et al 2000) :

1- chimere artificielle entre un chou rouge et
Kotsuma (B. campestris )

2- fusion protoplastes entre le radis et le chou

1 Tous avaient un génome mitochondrial
normal et étaient males fertiles




Controle mitochondrial

1 Les produits de fusion somatique (in vivo et
in vitro ) ont abouti a la méme CMS, déja
connue chez le radis Ogura, liee au méme
gene mitochondrial orf138 .

Conclusion:

| | exi ste un m®cani sme g®
CMS (Stérilitée male cytoplasmique)

Ce résultat montre des interactions génétiques

entre des cellules et tissus adjacents



Utilisation des stérilités males en « sélection
conventionnelle »

La création de variétés hybrides : 4 étapes

1 - Creation de lignées femelles

+ conversion de lignées males fertiles en lignées males
stériles : recherche des sources de stérilité, cycle de
rétrocroisements

2 - Maintien de ces lignées femelles

+ multiplication des lignées femelles pour la production
de semences : production d'un pool de plantes a 100%
male stérile

3 - Restauration de la fertilité

: étape nécessaire pour les especes dont on récolte la
semence : recherche de systéeme de restauration et
introduction dans les lignées restauratrices, les lignées
males stériles sont alors les lignées mainteneuses

4 - Production de I'hybride

1 mise au point des dispositifs de production de
semences




Utilisation des stérilités males géniques

Principe

de

AB (ms/MS)

100%/Fertile et 50%B

(ms/ms) x B (MS/MS)

ugs

Autofécondation : % fertile, ¥4 stérile

Repérage desAB (ms/ms) stériles

0

ler rétrocroisement

AB (ms/MS)

AB (ms/ms) x B (MS/MS)

100% fertile et x% B

(x>50%)

| a

o
c

conversion

déun g®noty

A (ms/ms) x B (MS/MS)

AB (ms/MS)
100%/Fertile et 50%B

g

ler rétrocroisement
AB (ms/MS) x B (MS/MS)

50% AB (ms/MS) et 50% AB(MS/MS)
100% fertile et 75% B

Test-cross

Chaque plante
croisée avec A

<

2ieme rétrocroisement

Chaqgue plante
croisée avec B




Utilisation des stérilités males géniques

récessives
Fin de | a conversion dbébun g®notype B
Autofécondation des BCn Entretien par croisement FxS

ngé?,”,is | v4 stériles B (ms/ms) 5 (Ams/ms) X B (MS/MS§ suivi

eSPeCES | | 1) fertiles B (MS/ms) ) oAF

senctione | | 4 fertiles B (MS/IM9 y

entre les B (ms/ms) x B (MY ms)

parents

Production de la semences hybrides

Lignée femelle (2°" cas) x lignée male
50% B (ms/ms) + 50% Sms) C (MS/MS
100% BC (MS/ms)

Technique dboé i mi nati on

mettre au point




Utilisation des stérilités males dominantes

Principe de |l a conversion doéun gR®Q
dominante A

Croi sement déi ntroducti on
A (St/st) XE (st/st)

AB (ST/st) + AB-FSt50)

Y Fertile, Y2 Stérile et 50%B

1¢er rétrocroisement
AB (St/st) x B (st/st)

AB (ST/st) + AB{stist) Et ainsi de suite,
5 Fertile, Y2 Stérile et 75%B jusquodo”™ BC n




Utilisation

des stérilités males dominantes

Principe du maintien de B avec une stérilité dominante

= BC n+1

Production de

la semence hybride

lignée femelle

B (ST/st) + B (Btkst)— x C (st/st)

x lignée male

\ BC (ST/st) % stérile, ¥ fertile

\

2 strategies :
- marquage des plantes males stériles pour une élimination précoce
- artifice pour produire une lignée femelle a 100% stérile




Utilisation des stérilités males cytoplasmiques

Principe de conversion d'une lignée B mainteneuse :
introduction du géenome B dans le cytoplasme d'une lignée
A male stérile

Croi sement doéintiroducti on
A (S)(rflrf) x B ( N) (rf/rf)
AB‘(S)(rf/rf)
100% sterile et 50%B

L

1°er rétrocroisement
AB (S)(rf/rf) x‘B( N) (rf/rf)

AB (S)(rT/r) E> Et ainsi de suite,
100% stérile et 75%B j usgu o6 = BQrf/M

B (N)(rf/rf) et B ( S)(rf/rf) sont des lignées alloplasmiques



Récapitulatif des systemes
d’hybridation du chou-fleur

Les systemes d'hybridation
1 Auto -incompatibilité

11 haplotypes, niveau d'auto-incompatibilité depend du
fonds génétique

1 Sterilité génique récessive (plus de 10 sources)

origine spontanée, le plus souvent monogéenique, le plus
souvent stable

1 Stérilité génique dominante (3 sources)

origine spontaneée, monogénique, stabilité depend du
onds génétique

1 Stérilité cytoplasmique (4 sources)

origine croisement interspécifique et fusion de
protoplastes (systeme Ogu-INRA), stable




Sélection conventionnelle du chou-fleur et
gestion des systemes d’hybridation

Comparaison des systemes d’hybridation
pour 4 criteres

1 Fiabilité
1 Multiplication de la plante femelle

1 Méthode de conversion des lignees males
fertiles

1 Incidences agronomiques




Systeme d’hybridation du chou-fleur

Fiabilité

+ L'objectif est I'obtention de lots de
semences hybrides exempts de
semences issues de l'autofécondation

ou de croisement frere-soeur au sein de
la lignée femelle.

Il implique un controle rigoureux d'un niveau
eleve de l'auto-incompatibilité ou de la
stabilité de la stérilité pour les lignées
utilisees comme femelle.




Sélection conventionnelle du chou-fleur
fiabilité des systemes d’hybridation

[y

Auto -incompatibilité

- point faible de |'auto- |ncompat|b|I|te niveau d'auto-
incompatibilité variable d'un fonds genethue a l'autre, mais
tres consanguins

- genetique de la reaction de rejet du grain de pollen sur le
stigmate non connue et phénotype non maitrisé

[EY

Stérilité génique récessive
- sélection des génotypes stables en fonction de la température
(complément avec auto-incompatibilité)

[EY

Stérilité génique dominante
- sélection des génotypes stables en fonction de la température
(complément avec auto-incompatibilité)

[y

Stérilité cytoplasmique
- toujours tres stable



Sélection conventionnelle du chou-fleur
fiabilité des systemes d’hybridation

CONCLUSION :

1

Le systeme le plus fiable est la sterilité male a
contrble cytoplasmique, les stérilites males a controle
geénique sont capables d'offrir la méme fiabilité en

effectuant des controles rigoureux des clones parents
d'hybrides,

mais ['auto-incompatibilité polllnlque montre son
handicap maJeur pour ce critere, d'autant plus que
les méthodes d'appreciation du niveau d'auto-
incompatibilité a la floraison ne permettent pas de
prévoir avec précision les résultats obtenus en
production de semences.



Sélection conventionnelle du chou-fleur

Multiplication de la plante femelle

1 L 'objectif est de multiplier le parent
femelle dans des conditions
eéconomiquement viables tout en
maintenant la fiabilité du systeme.

1+ A chaque fois qu'elle est possible, la
multiplication par graines est la plus
economique.




Sélection conventionnelle du chou-fleur
Multiplication de la plante femelle

[y

Auto -incompatibilité

- bien que possible au stade bouton, I'autofecondation des
|3Iantes auto-incompatibles n'est pas envisagee du fait de
'instabilité du phénotype de rejet d'une géneration a I'autre

Actuellement, clonage uniquement.

[EY

Stérilité génique récessive
- clonage uniquement

[EY

Stérilité génique dominante
- bien que des lignees males steriles homozygotes pour un gene

de stérilité ait été obtenues, la stabilité de la stérilité n'est pas
obtenue dans toute la descendance male stérile

Actuellement, clonage uniquement

[N

Stérilité cytoplasmique
- cIona%le et production de semences (rétrocroisement
supplémentaires)



Sélection conventionnelle du chou-fleur
Multiplication de la plante femelle

CONCLUSION :

1 Afin de maintenir la fiabilité du systeme, la
multiplication par semis n'est actuellement
envisageable que pour les stérilités males a
controle cytoplasmique.

1+ Le clonage reste indispensable pour les
sterilités a controle génique et I'auto-
incompatibilité




Sélection conventionnelle du chou-fleur

Méthode de conversion des lignées males
fertiles

. L'objectif est I'introduction d'un systeme
d'hybridation dans des lignées
autocompatibles et/ou males fertiles
dans un délai le plus court possible avec
la manipulation d'un minimum de
plantes.



Sélection conventionnelle du chou-fleur

conversion de lignées fertiles

[y

Auto -incompatibilité
- aucun travail d'introduction, exploitation du systeme
présent dans la plante

Stérilite génigue récessive

- introduction par rétrocroisement, mise au point de
marqueurs moléculaires

- création de plante male stérile par haplo-diplométhode

Stérilité génique dominante

- introduction par rétrocroisement, mise au point de
marqueurs moléculaires

Stérilité cytoplasmique
- introduction par rétrocroisement

[Eny

(A

[EnY



Sélection conventionnelle du chou-fleur

conversion de lignées fertiles

CONCLUSION :

Les stérilités a contrdle cytoplasmique sont le
systeme le plus simple a manipuler pour
introduire un systeme d'hybridation : faible
effectif a chaque rétrocroisement et aucun
controle.

Cependant, les stérilités a contrbéle genique
recessif permettent un gain de temps et la
création de plantes originales par HD.




Sélection conventionnelle du chou-fleur

Incidences agronomiques et compatibilité
avec le systeme de production

1 |'objectif est d'éviter I'expression de
caracteres secondaires négatifs liés aux
systemes d'hybridation.

1 Ils sont a rechercher a trois niveaux :

la production de semences
la qualité de I'hybride.

la compatibilité avec I'éthique d’une filiere de
production et ses cahiers des charges




Sélection du chou-fleur
Incidences sur autres criteres

1 L'auto -incompatibilité
ce systeme ne modifie rien de la biologie de la plante :
c'est le systeme naturel d'allogamie de l'espece

1 Les stérilités males

Les effets plelotroplques des stérilités a controle cytoplasmique
sur les caracteres agronomiques sont a évaluer avec préecision,
ainsi que l'intérét de conserver une lignée avec son propre
cytoplasme.

Un premier handicap des stérilités radis et cybrides radis-colza a
controle cytoplasmique est une faible productivité en
production de semences comparée a la stérilité génique.

Un second handicap de la stérilité a contrble cytoplasmique pour
cette espece est son origine quand elle est issue de fusion de
protoplastes, dans le cas d’une utilisation pour I'agriculture
biologique (ne respecte pas l'intégrité d’'un organisme vivant,
voir recommandations IFOAM)




Creation d’hybrides — Sélection
conventionnelle

1 Selection des lignees
Homogéneigtion
Introduction de systemes d’hybridation

Recherche de source de résistance
(exemple, resistance a la hernie, voir
aussi programme colza)

1 Recherche des valeurs en
combinaison



Exemple du programme INRA-

CE

RAFEL :

lignées selectionnées entre 1986 et 1998

distribution of lines per genetic background

90% -

80%

70% -

60% -

50% o

40% o

30% -

20%

10% +

0%

M others

O Australian

B North West Europe biennials,
Roscoff

O North Europe annuals

O ltalian early autumn

M [talian late autumn

O ltalian, Flora Bianca crosses

1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1997 1998

Year
499 315 237 549 656 441 345 497 362 375 228 140




La conduite de la sélection conventionnelle
our des hybrides F1

Etapes Plans de croisement Durée
-1-Recherche d Dialléle 2 a 3 cycles
combinaisons Top-cross

hybrides Polycross

entre lignées appartenant a des group

génétiques différents

Pollinisation manuelle ou par insectes

Expérimentation sur 1 ou 2 sites

- 2 - Finition Top-cross 1 a2 cycles
avec des lignés apparentées dans chag

groupe génétique retenu

Pollinisation manuelle

Expérimentation sur 2 a 3 sites

- 3 - Confirmation Croisement entre 2 lignées 2 cycles
avec les 2 lignées retenues pour chaq

combinaison choisie

Pollinisation par des insectes
pollinisateurs

Expérimentation sur 10 & 15 sites




Exemple de disjonction de caracteres

Couleur du feuillage

2 lignées

-Groupe Flora Blanca

-Groupe « annuel du
nord de I'Europe »




Les lignées et leur F2




Entre un hybride sélectionné et une
varieté commercialisee

1 Pré-multiplication
Faisabilité de la multiplication de
semence, essais multilocaux

Role des stations expéerimentales




Dispositif breton,
agriculture conventionnelle

+  Convention avec INRA jusqu’en 2004 pour
la sélection

1 Stations expérimentales dans les 3
départements concernés, participation du
CTIFL, financements regionaux,
professionnels et européens

. OBS : organisation bretonne de sélection

CERAFEL : Comité Economique Régional Agricole Fruits et Légumes,
role de régulation des marchés et d’animation technique



L'inscription de la variete

1 Criteres DHS
Distinction Homogeéneite Stabilité

Essai au GEVES sur deux sites

Pour procédure d’inscription au
catalogue officiel



Vers la production de semences

Dispositif en rangs |f
alternes de la
lignee femelle
(2/3) et de la
lignée male

(1/3)

Cas OBS, Organisation
Bretonne de Sélection



Difficultés de la production de
semences

1 Fertilité tres variable selon les
conditions climatiques

1+ Peu de nectar chez les plantes CMS

1 Détérioration des conditions
sanitaires avec la monoculture




Autre voie d Amélioration des Plantes

Il y a 10 000 ans Cuelllette des
hétérogénéité des cultures espéces intéressantes

wht DOMESTICATION
; DES ESPECES

Choix ;‘une population \
et semis des plus belles plantes

BIRIIZA T A
Sélection intrapopulation A :-C-»;F
' ﬁ}k.ﬂm ol
& AMELIORATION 4‘1 ’;’,"““\{:' Début de I'agriculture
. trés hétérogénes

Maitrise des techniques
d'amélioration des rlames
Semis d'une variété

Homogénéité
des varlétés
et maitrise des

CREATION

DE VARIETES

techniques culturales

La variété retrouve
sa place, dans un
mode de
developpement
agricole respectant
| ’'hnomme et son
milieu

a variété devient un
produit
technologique, pour
une agriculture
industrielle et
artificialisée



Agriculture, sélection et semences

Avant 1850 : |le paysan produit ses semences, la
sélection appartlent a la communauté

depuis la fin du XIXe :
apparition du métier de sélectionneur, début de
I'industrialisation de |'agriculture
travaux de grands collectionneurs (Vavilov, Harlan...)
1946 : création de I'INRA

Imperatif socio-politique assigne en 1946 :

« maitriser les processus productifs en
s'affranchissant le plus possible des aléas de la
nature »

Développement de I'« ameélioration des plantes »,
dans les secteurs publics et privés



Hypotheses de travalil :
le contexte de | 'Agriculture Biologique

systeme de production basé sur le
maintien des équilibres naturels

la plante cultivée participe a | ‘établissement
d'un équilibre dynamique

« plus gqu’un mode de production, un
mode de développement »

|3 selection et la production de semences
s’inscrivent dans | ' ethique de la filiere



Vers une selection biologique

Qualité ecologique

favoriser les equilibres biologiques
Qualite économique

criteres agronomiques

qualité produit

Image terroir

Respect de | ‘intégrité de la plante




Contraintes pour un selectionneur

1 grande diversité de variétés nécessaire a
la filiere
développer des produits spécifiques
privilégier des produits de terroir
diversité de conditions de production

. faible quantité de semences par variéte

1 maintenir des coiits de sélection et de
production de semences a des niveaux
raisonnables

schéma de sélection court
1« urgence » des besoins



» site officiel de gestion des variétes disponibles en semences issues de 'agriculture biologique

http://www.semencebiologiques.orf

La réglementation concernant les semences et plants

biologiques

En 1995, (avec fin de la déerogation en 2004), le reglement sur le
mode de production biologique a été modifié en ce qui
concerne les semences et plants : la production en agriculture
biologique implique depuis cette date que les semences et les
matériels de reproduction vegétative ont eté produits
conformément aux regles générales de I'agriculture biologique
pendant au moins une géneration, ou, pour les cultures

pérennes pendant deux périodes de végetation.

Cette condition concerne I'ensemble des semences et des plants, et est
obligatoire sans possibilité de derogation pour les plants de legumes issus
de semences ... Pour les semences et les plants de pomme de terre, dans le
cas ou des semences bio des variétes recherchées ne sont pas disponibles,

une dérogation reste possible dans des conditions strictes precisées par le



http://www.semences-biologiques.org/index.htm
http://www.semences-biologiques.org/index.htm

IFOAM : International Federation of Organic
Agriculture Movements

D1 Normes provisoires pour I’Amélioration des Plantes,
Principes généraux

1 La sélection biologique de plantes et la production de
semences visent une agriculture durable, renforcent la
biodiversité genétique et reposent sur des procédés
naturels de reproduction.

1 L'amélioration des plantes pour I’AB est basée sur une
approche holistique qui respecte les barrieres de
croisement naturelles et la fertilité des plantes, celle-ci
établissant une relation étroite avec le sol vivant. Les
« variétés biologiques » sont obtenues par un
programme « biologique » d’amélioration des plantes.

1 Les objectifs d'un programme d’amélioration des plantes
est de maintenir et de diversifier les productions
biologiques.



IFOAM

Appendix D1 Plant Breeding Draft Standards

Les techniques de sélection autorisées en AB

Techniques de Techniques de Maintien et

variations inauites sélection multiplication
Acombinaisons génétiques, Asélection massale, Amultiplication par graines,
Acroisement inter-variétal, Asélection généalogique, Amultiplication végétative,
Acroisement en pont, Asélection a partir du choix du site, Adivision de tubercules;
Ar ®t r o cr oi s e meAmodiftcaitny du milied e, Adivision des écailles, bulbes,
avec des F1 fertiles, Amodifications de la période de enveloppe, et bulbilles, couvée
Atraitement thermique, semis, de bulbes,
Agreffage du style, Asélection épi-ligne, Abulbes périphériques
Abouturage du style, Acroisements de controle, offset bulbs) etc.
Apollen mentor non-traité. Asélection indirecte, A marcottage, bouturage et

Améthodes de diagnostique par greffage des tiges

marquage ADN. A rhizomes.



Et pour les choux et choux-fleurs

Type varietal privilégié pour I’AB

1 Qualité et biodiversité au sein d ‘un

peuplement végetal
Associerd homog®n®i t ® du produit o
etlo h®t ®r og®n®i t ® du fonds g®n

1 Respecter la biologie de | ‘espéece

) structure de variétés populations



Un projet CIAB (2001-2003)

Evaluer les variétés deressources genetigues
Définir la varieté bio pour les choux
Initier un travail de sélection

Avec | 'INRA, | ‘'Université et les partenaires d 'IBB (Inter Bio
Bretagne) sur un site expérimental :

la PAIS (Plate-forme agrobiologique d ‘Inter bio Bretagne)




La sélection est inseree dans un

ensemble d’ agnraoc

différents acteurs dans un terroir
(sol cllmat homme)




Autre programme de recherche

1+ Comprendre les plantes aberrantes

Hybrides en expérimentation pour
mesurer |'évolution du phénomene

Analyse QTL de la sensibilité a
|"aberration

Un cas de maladie d’origine épigénétique chez les plantes



Situation

In the field at the end of
the vegetative cycle

In the field at the
beginning of the
vegetative cycle

Plants after vegetative
propagation

Proportion

Stable ab.

3/22

/ \

frisée

Late
expression
then
stable

Evolution
of the ab.
phenotype

8/22

Ab. plant
with
reversion
to
normality

10/22

Normal
control (N)




Incidence du lieu de culture

45,0%
40,0%
35,0%
30,0%

@ 1999
@ 2000
002004

25,0%
20,0%

aberrant plants (%)

15,0%
10,0%

5,0% .
0,0% -

Bretagne Pays de Loire Provence

area




Transmission a la descendance




Bases du travall

‘Observations phénotypiques :
— mémes phénotypes dans des fonds genétiques differents
— fertilité reduite des aberrants

Observations physiologiques
- le phénomene peut étre réversible en cours de culture
- le taux d 'aberrant dépend du lieu de culture pour un méme lot de
semences
- une partie des plantes aberrantes maintient son phénotype apres
clonage
- le caractere aberrant se transmet par greffe
Observations (cyto-) génetiques
- les caracteres acquis ont une héredité variable
- les plantes aberrantes peuvent étre aneuploides
-le taux de plantes aberrantes, la réversibilité et la transmissibilite
dependent du fonds genétique

Observations biochimiques : « hypermethylation » des plantes en évolution



These en cours

1 Analyse cinétique pour rechercher
les modifications moléculaires au
cours de « |" aberration »

. Recherche de genes candidats
exprimes




Analyse QTL en cours

plante N X plante N

plante N issue de ab| x —

clonage et autofécondation

n %
aberrantes

Analyse de la
répartition entre type
I, 11, et lll chez les
aberrants d'une plar
F2

Calendrier de travail de | analyse génétique et



Conclusion

Les choux et I'INRA aujourd’hui
1 Département généetique et
ameélioration des plantes
Ressources genetiques
Résistance a la hernie des cruciferes
Plantes aberrantes
1 Département Science pour |'action
et le developpement
Sélection participative




