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ARBEITSSITZUNG / WORKING SESSION / SEANCE DE TRAVAIL

I. ZUCHTUNG / BREEDING / SELECTION

SELECTION D'UNE VARIETE DE COLZA SANS
ACIDE ERUCIQUE ET SANS GLUCOSINOLATES

J. Morice

Les recherches en vue d‘améliorer, par la sélection, la qualité du colza
ont débuté en France, % la Station d'Amélioration des Plantes de Versailles
en 1966. A cette époque, il apparaissait que 1'acide érucique pouvait 8tre
tenu pour responsable de la plus grande partie des effets physiopathologiques
provoqués par 1'huile de colza sur plusieurs espdces animales. Dds 1961,
les chercheurs canadiens (STEFANSON, HOUGEN et DOWNEY, 1961) avai-
ent isolé, dans la variéié de colza de printemps fourrager LIHO, des plan-
tes donnant une huile sans acide érucique. Cette découverte a &té A lforigine
des variétés canadiennes de colza de printemps de type CANBRA et a fourni
un géniteur aux sélectionneurs européens. Nous avons effectué les premiers
croisements avec ce géniteur en 1966. Les études génétiques nous ont con-
duit & entreprendre une sélection par rétrocroisements successifs.

Les travaux pour 1'élimination des glucosinolates goitrigdnes contenus nor-
malement dans la graine de colza ont §té abordées plus tard. Aprds quel-
ques études préliminaires, les premiers croisements utilisant comme gé-~
niteur le colza polonais BRONOWSKI ont été réalisés en 1969 aprés que les
analyses faites en Sudde et au Canada eurent révélé que cette variété ne
contenait que des traces de glucosinolates (DOWNEY, CRAIG et YOUNGS
1969). Pour ce programme, bien que le déterminisme génétique de la te-
neur en glucosinolates soit plus complexe que celui de 1'acide érucique,
nous avons été amenés A travailler aussi par rétrocroisements.

L'ensemble des recherches conduites dans le domaine de la qualité de 1thuile
et du tourteau a pris une place de plus en plus importante dans les program-
mes de sé€lection du colza. Cependant, les objectifs classiques (rendement,
résistance aux maladies, résistance au freid, résistance i la verse, pré-
cocité ...) ont continué 2 faire l'objet, en France, des travaux importants
aussi bien dans le secteur de la sélection privée que dans celui de la re-
cherche officielle. ’

1. Matériel et méthodes
1.1, Matériel vég_éizil_

Le travail a porté essentiellement sur le colza dthiver qui représente en
France 90 pour cent des surfaces cultivées en Colza. Plusieurs lignées
normales ont été croisées avec les géniteurs de qualité mais 1'effort de sé-
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lection a porté principalement sur les croisements faits avec la variété
MAJOR que les résultats de 1'expérimentation classent régulidrement en
t8te des variétés frangaises de colza d%hiver (Tableau 1). Il s'agit dtune
variété - lignée pure obtenue par sélection généalogique & partir d'un croi-
sement OLEOR x (ALSACE x HAMBOURG) suivi dautofécondations sous
sachets jusqu'y la Fy. Elle est assez précoce, de hauteur moyenne, résis-
tante & la verse et résistante & la maladie causée par le Phoma lingam.

Tableau 1: Rendements moyens (en % du Témoin SAREPTA) des variétés
MAJOR, TITUS, MARCUS, RAMSES dans les essais compa-~
ratifs de 1969 & 1973 - (Essais I.N.R.A. et C.E.T.I.0.M.)

Annde Nombre yo.con RAMSES MARCUS TITUS SAREPTA

dlessais
1968-69 21 119,0 107,4 98,6 95,4 100 = 21,6 Qx/ha
1969-70 11 128,5 114,3 109,0 110,3 100 = 21,9 Qx/ha
1970-71 59 121,2 107,5 108,6 102,5 100 = 23,1 Qx/ha
1971-72 T4 121,3 106,1 109,3 110,86 100 = 23,7 Qx/ha
1972-73 45 115,4 105,8 100 = 22,3 Qx/ha
Moyenne 121,2 108,2 106,4 104,17

Le colza de type CANBRA .employé comme géniteur sans acide érucique
nous a &été fourni par DOWNEY en 1965.

Possédant depuis quelques années la variété BRONOWSKI dans nos collec~
tions, nous en avions tiré par autofécondations plusieurs lignées assez dif-
férentes par la précocité et différents caract®res morphologiques. Elles
avaient toutes en commun une coloration fortement authocyanée des feuilles
et tiges. L'analyse a montré qu'elles avaient aussi toutes des teneurs irds
faibles en glucosinolates. Cependant il apparait certaines différences dans
les teneurs en isothiocyanates et en thiooxazolidones et nous avons retenu
comme géniteurs les lignées contenant les traces les plus faibles de ces
composés soufrés.

1.2.  Méthodes d'analyses chimiques

La plupart des analyses d'acides gras réalisées pour les études génétiques
et pour la sélection sont des analyses portant sur un cotylédon (DOWNEY
et HARVEY, 1963). Le cotylédon est prélevé sur des graines ayant subi
une imbibition de quelques heures pour en faciliter la dissection.

Ltextraction de 1thuile et 1'estérification en esters méthyliques d'acides
gras se font actuellement selon la méthode rapide de THIES (1971).

Ltanalyse par chromatographie en phase gazeuse est effectuée sur deux
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types d'appareils: AEROGRAPH 1200 et GIRDEL 75 & double colonne.
Lorsque 1'on souhaite une certaine précision des analyses, on utilise des
colonnes en Inox de 3 métres de long et de 1/8 de pouce de diambdtre. Les
phases stationnaires sont du B.D.S. ou du REOPLEX 400 2 12 % sur du
Chromosorb W 60-80 Mesh. La température du four est de 1959, celles de
ltinjecteur et du détecteur respectivement de 260° et 240°. Les débits
d'azote et d'hydrogdne sont respectivement de 30 ml et de 20 ml par minute.
Ltintégration des pics est faite soit.par triangulation, soit par intégrateur

& disque, soit par un intégrateur électronique INFOTRONICS type CRS 104,
Les enregistreurs sont de deux types: HONEYWELL ou SERVO RITER 11.

Pour les analyses rapides, destinées % trier simplement les graines sans
.acide €rucique, on emploie des colonnes courtes (I métre de longueur)
remplies de BDS & 8 %. Les températures sont plus élevées: four 2100,
injecteur 280°; détecteur 260°. Dans ce cas, les pics ne sont pas calculds.
La sélection se fait par simple examen des chromatogrammes.

L. 2.2, Analyse des glucosinolates

Lfanalyse des glucosinolates sur graines porte sur des échantillons de 50
mg de tourteau déshuilé & 1'éther de pétrole. La méthode employde a &ié
adaptée de celle décrite par YOUNGS et WETTER (1967). Lthydrolyse et
extraction des produits d*hydrolyse se font par la myrosinase & pH7 dans
du dichlorométhane contenant 80 mg par litre d'un standard interne: le bu-
tyl-isothiocyanate.

Les isothiocyanates s'analysent par chromatographie en phase gazeuse, sur
le m@me matériel que les acides gras avec des colonnes de 3 mbdtres rem-
plies de BDS & 12 % sur du Chromosorb W, Les températures employées
sont de 100° pour le four, 140° pour 1'injecteur et pour le détecteur.

Les thiooxazolidones se dosent, aprds cyclisation dans 1'ethanol pur par
spectro-photometrie dans 1'Ultra Violet (Densité optique & 1'absorption
maximum 3 243 nanomdtres corrigée d'apriés une ligne de base tracée ent-
re les densités optiques 3 280 et 200 nanombdtres). Ces analyses se font
avec un spectrophofomdtre BECKMAN DB.GT, associé b un enregistrenr
BECKMAN.,

Pour un tri des plantes avant la floraison, on est amené % effectuer des do-
sages de glucosinolates sur des organes verts et en particulier sur des
boutons floraux. L'analyse se fait suivant une méthode indiquée par
KRZYMANSKI. L'extraction est effectuée avec du méthanol bouillant & re-
flux. L'extrait sec obtenu apré&s évaporation du méthanol est ensuite repris
par de l'eau distillée et du dichlorométhane. Aprds centrifugation, la phase
aqueuse est reprise, filtrée et est ensuite hydrolysée suivant une technique
identique & celle employée pour les graines. Les dosages en spectrophoto-
métrie et en chromotographie en phase gazeuse se font aussi de la méme
fagon que pour les graines.
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1.3, Méthodes d'accélération des_générations

Les plantes de colza d'hiver conservées pour la sélection, apr®s les ana-
lyses chimiques, sont cultivées en serre jusqu'au stade 6-8 feuilles. Elles
sont alors vernalisées en chambres froides, & une température de 7-8°,
avec un éclairement de 12 heures, pendant 7 semaines. Elles sont ensuite
placées en serre en jour long -(photopériode de 16 heures). De cette fagon,
il est possible de faire deux générations de sélection par an.

2. Sélection d'une variété sans acide érucique

2.1. Comportement génétique de la teneur en acide érucique

Lt'étude des descendances de plusieurs croisements entre lignées de colza
normal et CANBRA .a confirmé les résuliats des travaux étrangers, et vé-
rifi€ les hypoth®ses avancées pour les expliquer (HARVEY et DOWNEY,
1964; DORRELL et DOWNEY, 1964; LOOF et APPELQVIST, 1964;
KRZYMANSKY et DOWNEY, 1969).

la composition de 1*huile de la graine, notamment le taux d'acide
érucique, dépend du génotype de l'embryon et non de celui de la
plante.

deux gdnes majeurs interviennent dans le déterminisme héréditaire
de la teneur en acide érucique qui apparait proportionnelle au nom-
bre d'alldles normaux présents dans le génotype.

Par exemple, 1'analyse individuelle de 80 graines Fg d'un croisement
OLEOR x CANBRA (graines récoltées sur les plantes F{) permet, malgré
une fluctuation importante dans chaque catégorie, de faire cing classes qui
correspondent aux cing groupes de génotypes possibles présentant de 0 & 4
alltles normaux (Tableau 2).

Tableau 2;: Repartition des teneurs en acide érucique dans la F2 dtun
croisement OLEOR x CANBRA
(Hypothtse de deux gtnes: OLEOR = E1E1E2E2, CANBRA =

elele2e2)
- . .
Teneur' en acide Effectif observé Nombre d allles Effec.’uf

érucique normaux (E) théorique

0% 7 0E 5

8316 % 21 1E 20

18427 % 29 2B 30

31238% 19 3B 20

42 247 % 4 4 B 5

x2=1,13  Probabilité : 0,50 - 0,90
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Si 1'on consid®re seulement l%acide éruciqﬁe, tout se passe comme si l'on
était en présence de deux gines ne présentant pas de dominance, 1'hétéro-
zygote se trouvant environ au niveau de la moyenne des deux parents.

Par contre, pour l'acide eicosénoique, la situation parait fortement diffé-
rente. En effet, 1%hétérozygote présente une teneur supérieure 3 celle du
colza normal. Ceci a déjb ét€ signald et expliqué soit par une dominance de
caract®re teneur élevée en acide eicosénoique (KONDRA et STEFANSSON,
1965) soit par une &tape limitante dans l'allongement de la chaine carbonée
au niveau de la transformation de 1'acide eicosénoique en acide érucique
(APPELQVIST 1969). :

‘Dans le cas de la F, OLEOR x CANBRA, on peut calculer, pour les diffé-
rents génotypes, les pourcentages moyens diacide oldique (C 18 : 1), dtacide
eicosénoique (C 20 : 1) et dlacide érucique (C 22 : 1). Ceux-ci sont indiqués
dans le tableau 3.

Tableau 3: Pourcentages moyens d'acide oléigue, d'acide eicosénoique et
d*acide érucique dans les différents génotypes de la F,
OLEOR x CANBRA

Nombre Cc18.1 C18: 1+

dfalldles c18:1 Cc20:1 Cc22;:1 +C 20’. 1 c20:1

normaunx ° +C 22:1
0E 53,2 0 0 53,2 53,2
1E 31,6 15,2 13,1 28,3 58,9
2B 23,9 15,5 23,2 38,7 62,6
3E 19,6 13,9 32,3 46,2 65,8
4 E 16,3 11,0 44,0 55,0 71,3

Dans lex deux étapes d'allongement de la chaine carbonée, les taux de
transformation qui chiffrent 'efficacité des réactions de cette voie de bio-
synth&se sont donnés par le rapport:
C20:1+C22:1

Cl8:14+4C20:1+C22:1
pour le passage de l'acide oléique 3 l'acide eicosénoique et par le rapport
T 253:212_:2: 53T Pour le passage de 1%acide eicosénoique % 1'acide éruci-
que, Ces taux calculéds pour la F2 OLEOR x CANBRA figurent dans le ta-
bleau 4. :

Cette présentation des résultats permet de tirer des conclusions plus pré-
cises que par le simple examen de la teneur en acide éruciques

- Les deux coefficients calculds pour chaque génotype sont toujours
pratiquement identiques. Les mutations affectant la biosynthdse des
acides gras & longue chaine qui ont été sélectionndes dans CANBRA
interviennent vraisemblablement sur un enzyme commun aux deux
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Tableau 4: Taux de transformation des acides gras monoinsatures dans
1%allongement de la chaine carbonée (Fz OLEOR x CANBRA)

Génotype Cl18:145C20:1 C20:15C22:1 Moyenne
0RE 0 0 0
1B 0,473 0,463 0,468
2 B 0,618 0,599 0,608
3IE 0,702 0,699 0, 700
4E ) 0,771 0, 800 0,785

étapes de l'allongement de la chaine carbonée.

- Il y a une dominance assez nette des alldles normaux au niveau de
1'activité enzymatique puisque 1'hétérozygote présente un taux de
transformation de 0,608 alors que chez l'homozygote normal, il est
de 0,785.

Ltimpression d'hérédité intermédiaire tirée des teneurs en acide §rucique

est due au fait que par cet acide gras on juge 1'étape finale dans laquelle
intervient le carré de l'activité enzymatique.

2.2. Mdéthode de sélection employée

Dans un croisement réalisé pour sélectionner une variété de colza dthiver
sans acide érucique, les deux partenaires jouent sur le plan génétique un
rBle trés différent. La lignée de colza d'hiver apporte un ensemble considé-
rable de caractdres physiologiques et agronomiques accumulés par plusi-
eurs cycles de sélection., Le géniteur canadien est un colza de printemps
qui, dans nos conditions, est sensible au froid, & la verse, au Phoma lin-
gam, Il domme des rendements assez faibles et sa teneur en huile est basse.
Il ne peut apporter que les deux génes récessifs qui emp&chent la formation
des acides gras A longue chaine.

La probabilité de retrouver par sélection généalogique, dans une lignée
sans acide érucique issue du croisement, l'ensemble des caractéristiques
intéressantes du colza d'hiver est pratiquement nulle. Il apparait donc que
la sélection & partir du croisement initial doive procéder par rétrocroise-
ments par le colza dthiver.

Le Tableau 5 présente le schéma de sélection employé. Aprds un croise-

" ment entre OLEOR et CANBRA et un premier recroisement par une lignée
issue dun croisement OLEOR x SAREPTA, la variété MAJOR a été emplo-
yée comme parent récurrent, Ce programme a été conduit en serres en
générations accélérées par rétrocroisements succesgifs sans alterner de
générations de sélection.

Apres chaque rétrocroisement, une sélection des graines hétérozygotes
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pour les deux genes intervenant dans la synthdse de 1'acide érucique est
opérée par des analyses de cotylédons. Seules sont retenues les graines
auxquelies les teneurs en acide érucique plus faibles permetient dtattribuer
le génotype recherché (EjejEgey). Théoriquement, cette catégorie doit
représenter le quart de 1effectif total, Mais pour les graines produites
dans des conditions particuli®res, sous sachets en papier, la fluctuation
des teneurs individuelles en acide érucique est assez importante. Les te-
neurs sont aussi dans 1'ensemble un peu plus élevées que pour des graines
ayant mfiri dans des conditions normales. On ne retient que les graines
qui se classent nettement dans le groupe aux teneurs les plus faibles (22 1
28 % dYacide érucique en général).

Les plantes provenant de cette sélection (une vingtaine & chaque génération)
font 1'objet A leur tour du rétrocroisement suivant et elles sont autofécon-
dées. '

Les autofécondations servent A vérifier que lion a bien conservé les deux
genes intéressants du géniteur canadien, sous la forme hétérozygote, dans
les plantes sélectionnées. Les graines provenant des autofécondations sont
analysées individuellement et 1'on doit y retrouver des graines sans acide
érucique. Ce contr8le effectué systématiquement & toutes les générations
de rétrocroisements a montré qutune certaine rigueur dans la sélection des
hétérozygotes, en évitant de prendre des graines douteuses, limite consgidé-
rablement les risques d'erreur. Au cours de tout ce programme, on a
trouvé trés peu de plantes qui, dans leurs autofécondations, ne donnaient
pas de graines sans acide érucique: 2 plantes sur 20 au maximum par gé-
nération. Le produit du rétrocroisement de telles plantes est évidemment
éliminé.

L*¢tape finale de la sélection consiste & autoféconder les plantes hétérozy-
gotes provenant du dernier-rétrocroisement. Ces plantes ont alors retrou-
vé 1'ensemble du génotype et des caractéristiques du parent récurrent. La
sélection de graines sans acide érucique issues de ces autofécondations
fournit la forme sans acide érucique de la variété récurrente.

Dans cette méthode, la sélection ne porte que sur la composition de 1l'huile.
11 s'agit uniquement d'éviter de perdre les deux gtnes de CANBRA en les
maintenant au cours des générations A 1'état hétérozygote.

1 n'y a aucune sélection pour les caractéristiques agronomiques. Il est
done possible de conduire tout le programme en conditions artificielles,
sans avoir A s'appuyer sur le lourd travail dfexpérimentation que nécesgite
la création de variétés par sélection généalogique.

2. 3. Résultats obtenus

A la Conférence Internationale sur le Colza qui s'est tenue au Canada en
1970, une importance particulidre avait été accordée aux problemes nutri-
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tionnels posés par les acides gras A longue chaine de 1'huile de colza, et
l'on avait particulidrement insisté sur les conséquences au niveau du muscle
cardiaque. Bien que tous les chercheurs ne soient pas entidrement d'accord
sur la part de  responsabilités qui, dans ces effets physiopathologiques, re-
vient aux monotnes ¥ longue chaine, il a semblé alors nécessaire dlaccélé-
rer la sortie d'une variété sans acide érucique et sans acide eicosénoique.

Par la technique de 1'analyse de cotylédons, 200 plantes sans acide érucique
ont &t€ sélectionnées i partir de 3.500 graines provenant de 1'autoféconda-
tion de plantes hétérozygotes issues des rétrocroisements par MAJOR,

Une multiplication intensive des 4 Kg de graines récoltées sur ces plantes
en 1971 a fourni 4 tonnes de semences de base en 1972 et 2. 200 tonnes de
Semences certifiées en 1973,

Paralldlement & la multiplication, une expérimentation était mise en place.
Elle permettait de vérifier que les caractéristiques argronomiques de la
nouvelle variété étaient trés voisines de celles de MAJOR (Tableau 6) et
-conduisail & son inscription au Catalogue frangais des variétés sous le nom
de PRIMOR. Son rendement n'est pas significativement différent de celui
de MAJOR. Sa teneur en huile est légtrement inférieure (environ 1,35 %).

Tableau 6: Rendements comparés La variété PRIMOR représen-
{en q x/ha} de MAJOR tera environ les trois quarts
et PRIMOR en esgsais de la récolte frangaise de col-
comparatifs (I.N.R,A. za d'hiver de 1974,

et C.E.T.1.0.M.)
La composition de son huile
montre que la disparition de

Années . MAJOR PRIMOR lacide érucique et de 1'acide
1972 4 essais 26,2 25,0 ei°°féé‘°il°é“‘; n'a entraif;étfl“(
1973 12 essais 24,15 24,05 une tres legere augmentation

de la teneur en acide linoléni-
que {Tableau 7).

Tableau 7: Pourcentages des acides gras dans les huiles de PRIMOR
et de MAJOR (Récolte 1972)

Acides gras MAJOR . PRIMOR

C 16 ;: 0 Ac. palmitique 3,5 4,5
C 16 : 1 Ac. palmitoléique 0,4 0,6
C 18: 0 Ac. stéarique 1,2 1,;‘;
C 18: 1 Ac. olé&ique 14,2 60,5
C 18 : 2 Ac. linoléique 13,8 21,5
C 18 : 3 Ac. linolénique 9,1 10,3
C 20 : 1 Ac. eicosénoique 10,9 0,9
C 22:1 Ac. érucique 46,9 0,2
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3. Sélection d'une variété sans glucosinolates

3.1, Comportement génétique de la teneur en glucosinolates

Les études génétiques effectuées sur la descendance de plusieurs croise-
ments entre BRONOWSKI, variété polonaise ne contenant que des traces de
glucosinolates, et plusieurs lignées de colza d'hiver et de printemps ont
d'abord confirmé que la teneur en glucosinolates des graines dépendait du
génotype de la plante, qui les porte et non pas comme pour ltacide érucique
de génotype de l'embryon. Ceci apparait nettement, par exemple, pour les
graines provenant des croisements réciproques entre BRONOWSKI et une
lignée de colza de printemps (P5-521). Le tableau 8 donne les résultats
d'analyse exprimés en mg par g. de matidre sche pour les butényl et pen~
tényl isothiocyanates (I. T.C.) et la vinyl-L-thiooxazolidone (V. T.O.).

Tableau 8;

Butényl Pentényl Total V.T.O Total LT.C.
I.T.C. » I.T.C. I.T.C. "7 +v.T.0.
BRONOWSKI traces traces  traces 0,93 0,93
P5-521 1,96 0,48 2,44 5,68 8,12
BR)?I\;C;Y%SZI? (femelle) traces  traces traces 0,88 0,88
P5-521 (femelle)
x BRONOWSKI 1,87 0,55 2,22 7,77 9,99
Plentes F'l P5-521. 1,21 0,44 1,44 3,22 4,66

x BRONOQWSKI

Les plantes F'. donnent des graines, qui présentent des teneurs en I. T.C.
et V.T.O. intermédiaires entre celles des parents (fableau 8): la teneur to-
tale est de 4,66 mg par g. pour la F1 et de 4,52 pour la moyenne des pa-
rents.

L'étude des F', de deux croisements, BRONOWSKI x P5-521 et BRONOWS-
KI x MAJOR fait apparaitre la difficulté de faire des classes pour les te-
neurs en glucosinolates dans les distributions observées. Cependant, un .
petit groupe de plantes présentant, comme BRONOWSKI, des teneurs trés
faibles (inférieures & 1,25 mg par g. pour le total I, T.C. + V.T.0.) se
détache assez nettement du reste de la distribution qui montre une varia-
tion continue (2,5 & 11,5 mg par g. pour la F, BRONOWSKI x P5-521 et
2,232 14,2 mg par g. pour la F BRONOWSKlzx MAJOR). Ce type de distri-
bution ne signifie pas obligatoirement que l'on soit en présence d'un carac-
t2re A hérédité quantitative. La fluctuation des teneurs individuelles et les
erreurs d'analyses, étant de m8me ordre que les différences entre géno-
types, peuvent masquer les action géniques élémentaires.

Si 1'on consid®re la proportion de plantes de type BRONOWSKI dans les F,
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on en trouve 5 sur 242 plantes analysées pour le croisement par la lignée
P5-521 et 6 sur 432 plantes pour le croisement par la variété MAJOR soit
un total de 11 plantes d tr2s faibles teneurs sur 674 plantes étudides. Cette
proportion peut s'expliquer par 1tintervention de trois gtnes majeurs dans
le caractdre présence ou absence de glucosinolates. Dans les génotypes
permettant la synth®se des glucosinolates, il est possible qutune hérédité
quantitative vienne se surajouter 2 1'action de ces trois g¥nes,

Les conclusions que 1fon peut tirer des &tudes génétiques concordent dans
llensemble avec celles de KONDRA et STEFANSSON (1970), KRZYMANSKI
(1970) et LEIN (1972) et permettent d'établir une méthode de sélection dont
le but est, comme pour 1'acide érucique avec CANBRA, de transférer les
genes intéressants de BRONOWSKI dans le génotype de bonnes variétés

de colza.,

3.2. Méthode de sélection .

La méthode de sélection la plus séduisante par sa rapidité et par son effi-
cacité pour obtenir une variété sans glucosinolates et intéressante du point
de vue agronomique est certainement, dans ce cag aussi, celle des rétro-
croisements. En effet, on ne demande au géniteur BRONOWSKI que dlap-
porter le caractdre "absence de glucosinolates".

Mais la situation est plus complexe que pour l'acide érucique:
- il y a au moine trois g¥nes en jeu;

-~ il est difficile de distinguer les génotypes et notamment le géno-
type hétérozygote que 1'on doit retenir 3 chaque génération de
rétrocroisement;

- on ne peut sélectionner d'aprés la teneur de Llembryon; la con-
naissance du phénotype de la plante repose sur fanalyse des
graines qu'elle produit.

On peut donc envisager pour des raisons de sécurité, de conduire la sélec-
tion en faisant alterner les générations de rétrocroisements et les géné-
rations de sélection de plantes sans glucosinolates. Mais on allonge ainsi
considérablement le temps nécessaire A 1'obtention de la variété recher-
chée. Nous avons donc tenté d'opérer la sélection par rétrocroisements
successifs en utilisant notamment comme parent récurrent la variété
MAJOR.

Parmi les plantes provenant d'un rétrocroisement par une lignée posstdant
les alldles normaux, il faut sélectionner comme géniteurs du rétrocroise-
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ment suivant celles qui sont hétérozygotes pour tous les génes en cause
dans le déterminisme des glucosinolates. Si 1ton admet 1thypoth®se de trois
génes, seuls nous intéressent les génotypes Glg1 ngz G3g3. ‘

Llanalyse des graines récolides sur les plantes provenant de rétrocroise-
ments montre une variation continue des teneurs en glucosinolates (4 & 15
mg par g. pour le total I. T.C. + V. T.O. dans les rétrocroisements avec
MAJOR). On peut admettre que les hétérozygotes se retrouvent parmi les
plantes qui ont les teneurs les plus faibles. En effet, les plantes Fl des
croisements BRONOWSKI x MAJOR ont des teneurs individuelles qui va-’
pient entre 4 et 6 mg par g. Pratiquement, la sélection est effectuée dlaprds
les résultats des analyses des graines des premidres siliques formées sur
la plante. L'échantillon est pris sur la tige principale dans des siliques
prélevés cingq semaines aprés la floraison. A cet fige, les graines qui con-
tiennent 20 3 25 pour cent de matidre sdche ont pratiquement atteint une te-
neur en glucosinolates par rapport & la matidre stche voisine de celles des
graines mures. Les plantes qui présentent les teneurs les plus faibles,
otest-h-dire de 1tordre de celles des plentes ¥y (BRONOWSKI x MAJOR)
utilisées comme témoins dans cette sélection, sont retenues pour 8tre croi-
sées par le parent récurrent MAJOR. Elles sont rabattues: on coupe les
ramifications déja fleuries pour provoquer le démarrage des ramifications
inférieures sur lesquelles on procdde aux hybridations.

Pour éviter d'avoir & réaliser de tres nombreuses analyses en un temps
réduit, nous avons recherché un critére de sélection plus précoce que
1'analyse des premidres graines.

L'étude des organes végétatifs, tiges, feuilles et m@mes racines, n'a pas
donné de résultats intéressants. Les faibles teneurs en glucosinolates de
ces organes jointes & certaines difficultés analytiques font qutil n'y a pas
de corrélation avec la teneur des graines.

Par contre, les boutons floraux présentent des teneurs en glucosinolates
agsez &levées et trés voisines de celles des graines. Les analyses portent
sur 500 mg de matidre certe (& 17 - 20 pour cent de matidtre seche) et per- .
metient de faire une présélection par élimination des plantes nettement

plus riches en glucosinolates que les témoins hétérozygotes .

Malgré cette sélection de plantes en plusieurs étapes, boutons floraux et
graines immatures figées de cing semaines gsuivies d'une vérification par
analyse des graines mfres, il est tres possible pour un tel caractdre que
des erreurs se produisent dans 1'appréciation du génotype par leg teneurs.

Ces erreurs sont de deux types:

- des plantes hétérozygotes pour les trois génes (Glg ngz G g3)
présentant pour des raisons diverses (fluctuation, génes modifica-
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teurs, erreurs d'analyse) des teneurs plus &levées sont rejetées.

- des plantes classées dans les plus faibles teneurs ne sont pas hétg--
rozygotes pour les trois génes mais pour les m@mes raisons que
précédemment, il stagit de plantes hétérozygotes pour seulement
deux gtnes qui se trouvent déplacés vers les faibles teneurs.

Ce deuxi®me risque d'erreur est beaucoup plus dangereux puisqu'il risque
de conduire 2 une perie de gbnes donc b 1%impossibilité de sé€lectionner par
la suite des plantes sans glucosinolates.

Les plantes supposées hétérozygotes font lfobjet en plus du recroisement
par MAJOR d'un croisement par BRONOWSKI ("test cross").

Dans les descendances de ce "test cross" on doit retrouver, si les plantes
sélectionnées étaient réellement hétérozygotes, une certaine proportion de
plantes dépourvues de glucosinolates (1 sur 8 =i 1%n a trois génes).

Du fait de la dominance du caract®re "Printemps” sur le caractdre "Hiver",
et de la précocité - de floraison de la Fl’ les plantes provenant du "test
cross" fleurissent et forment leurs graines avant celles qui proviennent

du rétrocroisement par une variété de colza d'hiver. Ceci permet d%¢limi-
ner assez rapidement, avant leur floraison, les familles de rétrocroise-
ments provenant de plantes douteuses,

En 1974 par exemple, dans le produit du troisidme rétrocroisement par
MAJOR, une descendance sur quatre a été éliminée parce qu'on n'a pas
retrouvé de plantes sans glucosinolates dans le Mest cross'. Pour les
trois autres, au contraire, on a pu vérifier que les géniteurs employés
Staient réellement hétérozygotes.

Liensemble des opérations de sélection 2 chaque génération de rétrocroise-
ment est schématisé dans le tableau 9.

3.3.  Etat actuel de la sélection - Perspectives -

Le programme de sélection est actuellement au quatri®me rétrocroisement
par MAJOR et 1%¢tude des "test cross" nous rdvile que nous avons bien
conservé h 1%état hétérozygote les génes de BRONOWSKI. )

Pour les deux derniers rétrocroisements, on utilisera aussi PRIMOR
comme parent récurrent.

I sera possible de sélectionner des génotypes variéds pour les genes de
qualité de 1'huile (acide érucique) et du tourteau (glucosinolates) dans le
meme contexte génétique pour les autres caractéristiquess

- une forme normale, MAJOR; .

- une forme sans acide érucique, PRIMOR;

- une forme sans glucosinolates A partir des rétrocroisements
par MAJOR;
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Tableau 9; Schéma des opérations de sélection pour les glucosinolates
3 chaque génération de rétrocroisements

Plantes Rn (provenant du néﬂe rétrocroisement
par MAJOR)

v
Analyse des boutons floraux

Présélection; €limination des plantes nettement plus riches
en glucosinolates que le témoin F1 BRONOWSKI x MAJOR

. |
Analyse des premiére?s graines (8ge de 5 semaines)

Sélection des plantes ayant les teneurs les plus faibles (= témoin Fl)

— >

Rétrocroisement Croisement par
par MAJOR BRONOWSKI
(test cross)

! | |

Analyse des .

rhines mfres > Elimination des croisements faits sur
grat des plantes trop riches en glucosinolates

l

Vérification de la
présence des plantes
sans glucosinolates
dans le test-cross

Elimination des rétrocroisements
provenant des plantes sélectionnées —
par erreur

\
Plantes R (n +1)

/
Mé&mes opérations que pour les plantes Rn
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- une forme sans glucosinolates & partir des rétrocfoisements par
PRIMOR.

CONCIL.USIONS;

Par Itutilisation de mutations naturelles modifiant profondément la bio-
synth¢se des acides gras et celle des glucosinolates, la sélection a pu
apporter une soiution 3 certains problémes nutritionells posés par 1thuile
et le tourteau de colza.

Il rest encore & intervenir sur la teneur en acide linolénique. La variabili-
t€ naturelle trouvée dans llespdce n'est pas suffisante pour abaisser sen-
siblement cette teneur et la présence d'acide linolénique dans la graine de
colza serait inévitable dans la mesure ol cet acide gras entre dans la com-
position des membranes des chloroplastes (THIES, 1971). Cependant, des
recherches faisant intervenir des traitements mutagdnes ont montré qu'il
tait possible de diminuer de moitié la teneur en acide linolénique (RAKOW,
1973) en conservant une viabilité normale des graines,

En ce qui concerne 1'acide linolénique, nous avons entrepris une prospec-
tion puis une sélection chez les deux esp2ces navettes (Brassica campestris)
et chou (Brassica oleracea), et le travail en est actuellement 2 la fabrica-
tion de colzas par croisements interspécifiques entre des choux et des na-
vettes contenant 2 & 3 pour cent dfacide linolénique dans leur huile.

La sélection de colza A teneur trds faible en acide érucique ne semble pas
avoir apporté une solution définitive & tous les effets physiopathologiques
attribués & 1'huile de colza. Certains nutritionnistes constatent encore,
chez certains animaux, des lésions du myocarde avec les huiles des varié-
tés nouvelles. Pour améliorer encore la qualité nutritionnelle de 1thuile

de colza, le généticien peut se trouver en face de nouveaux objectifs: &€li-
mination des faibles quantités de mono®nes 2 longue chaine qui subsistent
encore dans des variétés comme PRIMOR ou action sur certaing éléments,
pas encore identifi€s, de l%insaponifiable.

De m@me, 1'6limination des glucosinolates qui doit se traduire par un effet
bénéfique au niveau de la thyroide ne suffira sans doute pas & donner au
tourteau de colza une aussi bonne efficacité, sur la croissance des animaux,
que le tourteau de soja par exemple. Dans ce domaine, des études de bio-
chimie et de nutrition pourront aussi définir de nouveaux objectifs qui con-
cerneront peut &tre certaines fractions glucidiques. '

Ainsi, au fur et 3 mesure que les recherches progressent dans le domaine
de la nutrition, elles précisent les défauts reprochés A 1'huile et au tour-
teau de colza et meitent en cause des constituants variés de la graine. Les
généticiens se trouvent confrontés avec des problémes nouveaux auxquels
ils s'efforcent de trouver une solution dans la variabilit€ génétique de
I'esptce ou dans celle des esp2ces voisines. llexpérience de L'acide &ru-
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cique et des glucosinolates a montré que 1fon pouvait, par sélection, agir
sur la composition normale de la plante, sans affecter sensiblement la via-
bilité, la vigueur, la productivité. Mais cette action a obligatoirement des
limites et il ne sera certainement pas possgible d'éliminer systématique-
ment tous les constituants de la graine qui, pour des raisons diverses,
semblent indésirables aux nutritionnistes.
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