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INTRODUCTION 

En recherchant un sujet de note de synthese conjuguant 

a la fois notre formation d'ingenieur agricole et notre 

interet porte aux investigations scientifiques dans le 

domaine agronomique, nous avons retenu les travaux 

concernant les techniques de multiplication vegetative 

et de culture in vitro des vegetaux. 

Nous nous sommes alors adresse au laboratoire botanique 

de la Faculte des Sciences de Lyon, dirige par Monsieur 

le Professeur Christian DUMA5. Dans le cadre de ce 

travail, Monsieur DUMA5 nous a propose de recenser et 

d'analyser les publications recentes (depuis 1977), 

de nombreuses equipes frangaises et etrangeres etudiant 

1'androgenese in vitro chez les Angiospermes. 



RECHERCHE DE REFERENCES 

1.1. §ur_PASCAL,_BIOSIS_et RESAGRI 

Outilles de quelques mots-cles, comme cytodifferenciation, 

differenciation, androgenese, developpement embryonnaire, 

haploides, haplomethode, pollen, anthfere, biotechnologie, 

dans le cadre de 1'U.R.F.I.S.T., il nous a ete possible 

d'interroger deux bases de donnees, PASCAL et BIOSIS. 

L'interrogation de PASCAL s'est dSroulee grace a une strate-

gie (voir strategie N°1 en annexe), utilisant des mots libres 

ou unitermes, du titre ou resume. 

Elle a permis d'obtenir 241 references en differe§, dont 184 

pertinentes, le bruit detecte etant dQ a des refelrences 

traitant plutot de palynologie, d'allergie au pollen, de 

germination du pollen, de cytodifferenciation et d'ultra-

structure concernant la seule formation du pollen ou de 

1'anthere. 

L'interrogation de BIOSIS a fait intervenir des descripteurs 

codes (concept code C.C.) correspondant aux differents mots 

clds principaux : culture in vitro, anthere, pollen (voir 

strategie N°2 en annexe). Moins bien maitrisee que sur PASCAL, 

car men6e par une autre personne neophyte dans le domaine 

scientifique concerne, et souhaitant limiter le volume de 

references, dans le cadre d'une demonstration de la base, 

elle n'a permis d'acqu6rir que 46 ar^icles interessants sur 

77 demandes en differe. 

L'interrogation de RESAGRI, sur un terminal de MUTASUDEST, 

selon les mots cles "culture in vitro","graminees" et 

"crucifSres", n'a abouti qu'a 3 r6ferences interessantes 

(voir strategie N°3 en annexe).). 

Face a ce volume d'informations obtenues sur ces bases de 

donnees, et en accord avec Mr. le Professeur DUMAS, le champ 

d'investigation s'est reduit aux Graminees et aux Crucifferes. 
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1.2. Recherche manuelle 

Quelques documents synthetiques et generaux concernant 

1'androgenese in vitro ont permis d'obtenir 85 references 

supplementaires, a priori pertinentes par le titre et les 

citations trouvees. 

La recherche sur les fichiers du laboratoire de botanique de 

la faculte a donne 13 references supplementaires. 

Enfin, et beaucoup plus tard (fin juin) une bibliographie 

des travaux effectues sur 1'androgenese in vitro a pu etre 

disponible au laboratoire de botanique de Monsieur le Professeur 

DUMAS. 

1.3. Conclusion 

On peut resumer les resultats de cette recherche de references 

dans le tableau synthetique suivant, mettant en evidence 

les references originales apport6es par les bases PASCAL, BIOSIS 

et RESAGRI, par rapport a la bibliographie de l'INRA de 

Versailles. 

champ 
base 

Generalites Graminees cruciferes 

INRA 
Versailles 

51 149 42 

PASCAL 
23 dont 7 
originales 

89 dont 37 
originales 

16 dont 2 
originales 

BIOSIS 
8 dont 4 
originales 

21 dont 10 
originales 

7 

RESAGRI 7 0 3 originales 

TOTAL 62 196 47 
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2 . ACQUISITION DE DOCUMENTS PRIMAIRES 

Sur les 306 references reperees, il a ete possible de lire et de 

photocopier des articles dans trois lieux differents : 

- a ia "salle chercheurs" de la Faculte des Sciences de Lyon 

(7 references). 

- au laboratoire de botanique de Monsieur le Professeur DUMAS 

(13 references). 

- au laboratoire de botanique de 1'INRA du domaine d'Epoisses de 

Dijon (73 references). 

Cette acquisition s'est averee assez delicate, peu d'articles etant 

accessibles sur place a Lyon et peu de moyens financiers 

etant a notre disposition,- c'est a Dijon, ou nous sommes alle 

aussi pour d'autres motifs de travail, que nous avons pu 

recueillir le maximum de photocopies d'articles, dans des grandes 

series de revues scientifiques comme "Crop Science", "American 

Journal of Botany", "Annales de 11amelioration des plantes", 

"Comptes rendus de 1'Academie des Sciences de Paris", "Theorical and 

applied genetics", "Genetics", "Zeitschnft fur Pflanzenzuchtung", 

"Zeitschr/ft fur Pflanzen physiologi» 
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SCHEMA 1 : 1'haplomethode dans le contexte de 11amelioration des plantes 
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SCHEHA N 0 2 : L' HAPLOIDIE - 4 ALTERNATIVES A LA VOIE 5EXUEE 

voie sexuee : ( • ) une fdcondation normale donne naissance a un embryon puis 

une plantule diploide. 

fScondation anormale intrasoeScifiaue : O elle donne naissance & deux embryons ; 

l'un, haplolde, evolue en plantule haploide ; 1'autre, 

diploide, en plantule diploide. 

fgcondation interspecifique : (2^ l'un des gametes parentaux ne participe que 

temporairement ; 1'embryon haploide resultant donne naissance 

& un plantule haploide. 

androqenfese : (^3*^ le pollen, cultive in vitro , prend la voie sporohytique, se 

differencie en un embryon puis en une plantule haploide. 

ouoqese : (4) la cellule mere du sac embryonnaire prend la uoie sporophytique 

haplolde. 



INTRODUCTION 

L'haplomethode est une des techniques visant a 1'amelioration des plantes 

(voir schema 1, d'apres RIVES M., 1984). Elle s'inscrit assez tot dans 1'histoire 

(d'apres MAESHWARI S.C., RASHID A., TYAGI A.K., 1982) : 

- 1922 : description du 1 er haploide (BLAKESLEE et al.) 

annees 1940-1950 : mise au point de quelques methodes experimentales pour 

obtenir des haploides (KIMBER et RILEY, 1963 NITZSCHE et WENZEL, 1977). 

1964-66-67 : decouverte d'une methode fondamentale (GUHA et MAESHWARI) sur 

Datura innoxia = declenchement et intensification de la recherche dans le 

monde entier 

- actuellement : plus de 500 communications sur 1'androgenese concernant 171 

especes, 60 genres, 26 familles d'Angiospermes. 

Chez les vegetaux superieurs, de structure generalement diploide, 1'haplomethode 

consiste a detourner d'une vocation sexuee des gametes, ne portant qu'un seul 

stock chromosomique, par une dedifferenciation, et a leur faire prendre une voie 

de type sporophytique. 

L' haploidie qui s'obtient par quatre voies (voir schema n°2), offre plusieurs 

intdrets (d'apres DEMARLY, 1983) : 

- une clarte de lecture des valeurs alleliques (mutations, recombinaisons), 

- une analyse fine des nombreuses interactions entre alleles (balances internes, 

epistasies, combinaisons), 

une visualisation sous forme de plantes des segregations potentielles de 1'hybride 

originel), 

- obtention de lignees pures par restauration de 1'homozygotie (auto doublement). 

L'haplomethode ne sera abordee ici que sous l'angle de 1'androgenese. Nous 

essaierons de degager, entre toutes les familles d*Angiospermes etudiees, de 

1977 a 1983, ce qui caracterise les Graminees d'une part, et les Cruciferes 

d'autre part. 

Dans ce cadre, seront etudies successivement : 

1) la production des plantes haploides via 1'androgenese. 

2) les divers facteurs jouant sur 1'androgenese. 

3) la transformation du grain de pollen en plante haploide. 

4) 1 utilisation des plantes haploldes issues de 1'androgenese. 



SCHEMA 3 : les trois principales techniques d'induction des embryons de pollen 

SIMPLE 

CULTURE D'ANTHERES 

solide ou liquide t 
les antheres sont cultiv6es sur de 1'agar solide 

ou en milieu liquide 

o-5 j sr-iaj 10-15 j 
kr 

le, hesk-

EN SERIE les antheres sont transf6r6es successivement dans 

un nouveau milieu liquide. Dans chaque periode de 

culture, les anthferes liberent du pollen dans le 

milieu, qui continue son d6veloppement en embryons. 

r-l Solide 

CULTURE DE POLLEN 

A PARTIR D'ANTHERES 

PRECULTIVEES 

ou I »"1 

liquide 

Les antheres, precultiv^es sur un milieu liquide 

ou solide, sont dissequees et pressees avec un 

pilon sur le milieu liquide pour isoler le pollen. 

Ce dernier peut etre cultive sur ce meme milieu, ou 

filtre et centrifuge dans un autre milieu, avant 

d'etre remis en culture. 

CULTURE DE POLLEN 

AB INITIO Le pollen est isole sur un milieu liquide en 

pressant les antheres, puis filtr6 dans un tamis 

pour eliminer les debris d1ecorce, puis lav§ dans 

le milieu par centrifugation et mis en culture. 
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I - PRODUCTION DES PLANTES HAPLOIDES VIA L1ANDROGENESE 

II existe trois principales methodes androgenetiques, selon le degre 

d'affranchissement du pollen par rapport a 1'anthere (voir schema n° 3, 

d'apres MAESHWARI et al . , 1980). 

1.1. La_culture_d^antheres 

Cette technique, mise au point sur Datura innoxia par GUHA et 

MAESHWARI ( 1964, 66), amelioree par NITSCH et WHITE (addition de 

jus de fruits ou de lait de coco), puis par WERNICKE et KOHLENBACH 

(1975-76) (milieu liquide pour favoriser la dehiscence spontanee des 

antheres et diminuer le contact du pollen avec 1'anthere), est valable 

actuellement pour plus de 171 especes. 

Elle concerne en particulier toutes les cereales : 

- avoine (RINES, 1983) 

- Mais (GENOVESI et COLLINS, 1982) 

- Ble (DE BUYSER et HENRY, 1979 ; SCHAEFFER et_al., 1979) 

- Orge (KAO, 1981 ; F0R0UGHI-WEHR et al., 1976 ; SUNDERLAND 

et al., 1979). 

- Riz (CHEN, 1977 ; SCHAEFFER, 1982). 

- Seigle (WENZEL et_al., 1977;) 

- Triticale (BERNARD, PICARD et DE BUYSER, 1976 ; S0ZIN0V et_al., 

1981) 

Mais aussi les cruciferes : 

- Moutarde (KLIMASZEWSKA et KELLER, 1983) 

- Brassica juncea (GEORGE et RAO, 1982) 

- Colza d'hiver (LOH, CHIANG SHIONG etINGHAM,, 1982 ; LICHTER, 1982 ; 

HOFFMANN, THOMAS et WENZEL, 1982). 

Pour tenter de diminuer 1'action des inhibiteurs produits par les 

antheres, certaines equipes ont imagine et experimente la culture 

d'antheres en serie. Tout d'abord, SUNDERLAND et ROBERTS, en 1977, sur 

Nicotiana tabacum, puis SUNDERLAND et WILDON en 1979 sur Hyoscyamus 

Niqer, et TYAGI, RASHID et MAESHWARI en 1979 sur Datura innoxia. 

Cette technique a egalement ete essayee chez le Riz (CHEN et al. 
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1.2. k®_EiditldE®_^e_Pollen ab initio 

Cette technique a pour principe d'eviter : 

- les contaminations par les proliferations et les plantules emises 

a partir de la paroi de 1'anthere, 

- les possibles inhibiteurs produits par cette derniere. 

Elle permet d'apprecier la regulation de 1'androgenese. 

Mise au point tout d'abord sur Datura innoxia et Petunia hybrida 

par NIT5CH et NORREEL (1973) (2), SANGWAN et NORREEL (1975)<11)-1977), elle 

n' a donne que peu de resultats dans les autres recherches (SUNDERLAND 

et ROBERTS, 1977.). 

1.3. La culture_de_pollen a_partir_d'antheres_precultivees 

Cette derniere methode est un compromis entre les deux precedentes 

et permet de conserver la phase critique d'initiation de 1'andro-

genese. 

Experimentee sur Nicotiana tabacum (NITSCH, 1974;(2) ; REINERT, BAJAJ 

et HEBERLE en 1975 (1), WERNICKE et KHOLENBACH, 1977) puis sur Solanum 

tuberosum (WEATHERHEAD et HENSHAW, 1979) et sur Datura inrioxia 

(TYAGI et al. 1979, 1980), elle concerne aussi une graminee, Oryza 

sativa (CHEN et al., 1980),. 

Elle a ete amelioree en separant le pollen potentiellement embryo-

genetique du reste du pollen par une concentration elevee de sucrose 

suivie par une centrifugation, ou par une centrifugation a gradient 

de densite base sur du sucrose et du Percoll : ceci, chez le seigle 

(WENZEL et al., 1975 (2)) et Nicotiana tabacum (WERNICKE et al, 1978). 

(1) d'apres MAESHWARI et_al., 1982). 

(2) 



ESPECES REFERENCES 

GRAMINEES 

Aeqilops caudata x A. umbellulata (P) Kimata et sakamoto (1972) 

Aqropyron repens (PE) 

Avena satiua (P) Rines (1983) 

Bromus inermis (P) 

Eertuca arundinacea (P) 

F. Pratensis (P) Zenkteler et Misiura (1974) 

F. pratensis x lolium multiflorum (PE) 

Hordeum vulqare (P) Clapham (1973) 

Lolium multiflorum (P) Clapham (1971) 

L. multiflorum x festuca arundinacea (P) Nitzsche (1970) 

L. perenne (P) Clapham (1971) 

Oryza perennis (P) Vilakasa et lelatanabe (1979) 

0. sativa (P) Niizeki et Oono (1968) 

0. sativa x 0. perennis (P) Woo et al. (1978) 

Phleum pratense (C) 

Secale cereale (P) Thomas et al (1975) 

Secale montanum (PE) Zenkteler et Misiura (1974) 

Setaria italica (P) Ban et al. (1971) 

Sorqhum vulqare (P) Anonyme (1978) 

Triticale (6x) (P) Bernard et al. (1976) 

Triticale (8x) (P) Sun et al (1973), Y.Y. Wanq et al; (1979) 

Triticum aeqilopeides (C) 

T. aestivum (P) Ouyanq et al (1973), Chu et al (1973) 

C.C. Wanq et al (1977), picard et de 

Buyser (1973). 

T. Dicoccoldes (P) 

T. durum (P) Chu et al (1979). 

T. aestivum x Aqropyron qlaucum (P) C.C. Wanq et al (1975) 

T. ispahanicum (C) 

T. monococcum (C) 

T. vulqare (P) 

T. vulqare x Aqropyron qlaucum (P) 

Zea mays (P) Anonyme (1975) 

ESPECES 

i 

REFERENCES 

CRUCIFERES 

Arabidopsis qriffithiana (C) 

A. thaliana (P) Amos et Scholl (1978) 

A. korshinskyi (C) 

A. pumila (C) 

Brassica campeshis (P) Keller et al. (1975) 

B. chinensis(P) Zhonq et al (1978) 

B. .iunceae (P) George et Rao (1982) 

Brassica napus(P) Thomas et Wenzel (1975) 

B. oleracea (P) Kameya et Hinata (1970) 

B. oleracea x B. alboqlabra (P) Kameya et Hinata (1970) 

B. pekinensis (P) Teng et Kuo (1978) 

Iberis amara (C) 

Sinapis alba (P) Klimaszeuuska (1983) 

Tableau N°1 (d'apres MAESHWARI et al, 1982 et Chu, 1982) 

Esp&ces dans lesquelles 11androgenese a 6te rapport6e : 

(C : obtention de cals PE : obtention d'embryons globuleux 

P : obtention d'embryons ou formation de plantes). 

Seules les r^ferences des publications mentionnant les premieres obtentions 

de plantes hapholdes figurent dans ce tableau. 



genotype de la 

plante mere 

variations saisonnieres 

pretraitement 

...r * -

IN VIVO 

age 

dimorphisme du pollen 

pollen conditionne 

a 1'interieur de la 

plante mere. 

IN VITRO 

Pollen "isole" dans 

le milieu de culture 

facteurs exfcrinseques 

facteurs intrinseques 

paroi de 11anthere 

SCHEMA N° 4 : DIFFERENTS FACTEURS JOUANT SUR L'ANDROGENESE 
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II - DIFFERENTS FACTEURS JOUANT SUR L'ANDROGENESE 

On peut distinguer deux types de facteurs principaux : 

- des facteurs de conditionnement lorsque le pollen se trouve encore a 

1'interieur de la plante - mere. 

- des facteurs du milieu de culture ou le pollen se trouve isole. 

(voir schema N° 4). 

2.1. Facteurs de_conditionnement 

2.1.1. Le Genotype_de la_plante-mere_ 

La capacite du pollen a former des sporophytes haploides 

depend beaucoup du genotype des plantes donneuses. La 

frequence des plantes issues du pollen varie avec le 

genre, 1'espece, la sous espece et le cultivar (voir 

tableau N° 1). 

Ainsi, le genre Avena ne donnait que des cals jusqu'a 

1'experience de RINES en 1983. 

Pour 1'espece Sorqhum vulqare, la production de plantes 

n'est possible que pour un ou quelques cultivars (ANONYME, 

1978 (1). II en est de meme pour 1'espece Zea mais (GENOVESI 

et COLLINS, 1982). 
4" 

Des recombinaisons du genomes qui favorisent 1'androgenese 

ont ete montrees chez le seigle (WENZEL et al, 1977). 

Pour 1'orge, 1'utilisation des genotypes hybrides montre 

que la formation du cal et non de la plante est affectie 

par le genome maternel (FOROUGHI-WEHR et al 1982). 

Pour le triticale, SOZINOV et al (1981) montrent que 

le pourcentage de nouvelles formations varient selon les 

29 genotypes etudies, ainsi que la capacite & developper 

(1) d'apres CHU, 1982 
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des cals et des embryoides. BERNARD et al. (1976) supposent en outre 

que le caractere interspecifique du triticale, confere au pollen une 

aptitude aux divisions embryonnaires superieure a celle du pollen des 

especes parentes. 

Pour le ble, les aptitudes androgeniques se transmettent d'un cultivar 

a ses hybrides F 1 (BULLOCK et al. 1982). 

PICARD et de BUYSER (1977) ont montre chez le ble que les lignees 

deriv6es des microspores sont plus productives en haploides que le temoin 

Chez Brassica napus, les principaux travaux ont montre que le rendement 

etait superieur chez les genotypes de printemps (WENZEL et al, 1977 ; 

KELLER et ARHSTRONG, 1977 ; HANSSON, 1978). 

Les genes et recombinaisons modifient donc 1'androgenese (JACOBSON 

et SOPORY, 1978). 

Mais 1'histoire prouve qu'il faut se mefier des espfeces dites 

irreductibles qui deviennent ensuite productrices de plantes 

haploides, tel Arabidopsis thaliana (AMOS et SCHOLL, 1978, apres 

11insucces de GRESSHOFF et DOY, 1972). 

2.1.2. L^etat physiologique_de la plante-mere 

La reponse des antheres mises en culture depend egalement de la 

physiologie de la plante productrice de pollen. (SUNDERLAND et 

DUNWELL, 1977 ; MAESHWARI et al, 1980). 

Cet etat physiologique depend a la fois : 

* de 1'etat sanitaire de la plante : DUMAS DE VAULX insiste (confe-

rence sur 1'haplomethode a la Doua des 28 et 29 mai 1984) sur la 

necessite de plantes indemnes de parasites (pucerons, champignons.. .). 

* des variations saisonnieres : car il existe une relation causale 

d'initiation florale (determinee par la longueur du jour) et la 

productivite de 11anthere. 

Chez les cereales, une photoperiode de 16 H est souvent la regle 

(F0R0UGHI-WEHR et al., 1982, pour 1'orge ; S0ZIN0V et al., 1981, pour 

pour le triticale.. .). La meme photoperiode est recherchdie pour 

Brassica napus (DUNWELL et al, 1983 ; RENARD et Dosba, 1980). 

Pour cette espece, les varietes d'hiver doivent egalement etre 

soumises a une vernalisation par le froid ( 4 -5 0 C 
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au stade 5 feuilles, pendant 8 semaines ; RENARD et DOSBA 

1980). Le plus haut niveau d'embryogenese est atteint quand 

les plantes-meres poussent sous des jours courts et d'in-

tensite lumineuse elevee (haute pression de sodium chez 

B• napus, DUNWELL et al. 1983 ; 8 000 - 10 000 lux 

chez 1'orge, F0R0UGHI - WEHR,et al, 1982 ;blanche,fluorescente 

et incandescente 13.5 yu E m-2. s -1 chez le mais, 

GEN0VESI et C0LLINS, 1982.). 

La temperature joue egalement un role important : pour 

le colza, les plantes-meres cultivees a des temperatures 

basses sont les plus productives, tandis que les hautes 

temperatures favorisent 1'embryogenese chez les cereales 

(F0R0UGHI - WEHR et al, 1976 ). 

S0ZIN0V et al (1981) ont montre que la formation des 

cals puis la regeneration des plantes a partir de ces 

derniers sontfavorisees lorsque les antheres proviennent 

de plantes soumises a un regime de 14 0 C la nuit et 18 0 C 

le jour. 

L'androgenese fait donc intervenir un dosage saisonnier de 

periode et d'intensite, lumineuse et calorifique. 

* Du milieu de culture : L'addition constante de sel 

durant la croissance diminue la periode vegetative et 

affecte la floraison, dans les cultures de pollen 

(HEBERLE - B0RS et al, 1977). C'est ce qui explique que les 

cultures de pollen a partir de plantes cultivees sur milieu 

hydroponique ne contrarient pas 1'androgenese (NITSCH, 1976). 

HENRY et de BUYSER (1980) estiment meme que le milieu de 

culture a plus d'importance que la saison3. 

L'application d'hormones ( CHU, 1982 ) a aussi 

son importance : sur Cryza sativa , 1'application de 

1'acide 2 chloroethylphosphonique sur les inflorescences 

pendant 48 H a 10 0 C augmente 1'androgenese. 

Le meilleur milieu de culture pour les plantes-meres 

chez le triticale contiendrait de 1'oxyproline (S0ZIN0V 

et al, 1981). 



* Les traitemerits physiques : PICARD (1973) a montre 

que sur le ble, la suppression de 1'apex de 1'inflorescence 

favorisait 1'embryogenese ; 1'elimination reguliere des 

vieux boutons floraux egalement (NITSCH, 1975) ; chez 

Hordeum vulgare, WILSON (1977) montre que les plantes 

coupees a ras du sol aprfes un sejour de 1 ou 2 jours dans 

11 eau sont plus productives (d'apres CHU, 1982). 

Le plus important des pr^traitements est le traitement par 

le froid, des boutons floraux ou des antheres, avant 

la mise en culture. La dose optimale de froid varie selon 

les cultures (voir tableau N° 2). 

especes temperature duree references 

Secale cereale 6° C 

1 - 3 0 C 

4 ° C 

3 - 1 5  j o u r s  

7-14 jours 

1-14 jours 

Nitzsche et Wenzel(1977) 

Sun et al. (1978) 

Sozinov et al. (1980) 

6° C 

1 - 3 0 C 

4 ° C 

3 - 1 5  j o u r s  

7-14 jours 

1-14 jours 

Nitzsche et Wenzel(1977) 

Sun et al. (1978) 

Sozinov et al. (1980) 

Hordeum vulqare 3 ° C 48 heures Bouharmont (1977) 

Avena sativa 4 - 8 ° C 

10 0 C 

2 - 1 0  j o u r s  
(pas d'effet 
significatif). 

Rines (1983). 

Oryza sativa 10 0 C 

10 - 13 0 C 

5 - 6 0 C 

48 heures 

7-14 jours 

72 heures 

Wanq et al . (1974) 

Genovesi et Magill (1979) 

Schaeffer (1981) 

Zea mais 4 - 8 ° C 3 - 1 4  j o u r s  Genovezi et Collins (1982) 

Triticale 3 - 5 ° C 

3 0 C 

72 heures 

2-15 jours 

Sun et al (1980) 

Bernard et al (1976) 

Triticum 
aestivum 

3 - 5 ° C 

4 - 5 ° C 

48 heures 

64 heures 

Pan et al (1975) 

Schaeffer (1979). 

Brasica napus 4 ° C 

4 0 C 

4 0 C 

plusieurs jours 

au moins 14 jours 

moins de 4 jours 

Lichter (1982) 

Dunwell et al (1983) 

Renard et D0SBA (1980) 

B. camoestris 5 0 C 7 jours : effet 
negatif. 

Keller et al (1983) 

TABLEAU N 0 2 ( d'apres CHU, 1982) : diverses quantites de froid selon les especes. 
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Le pretraitement au froid s'accompagne parfois d'un 

passage a l'obscurite (B. napus, DUNWELL et al. 1983), 

ou a 1'humidite (B. napus, RENARD et DOSBA, 1980). 

Plusieurs hypotheses d'explication a 1'effet du froid 

on ete avancees :(d'apres COULIBALY et DEMARLY, 1979) : 

. interruption de la mitose asymetrique du pollen, donnant 

un plus grand nombre de pollen avec 2 cellules egales 

en taille, a l'origine des embryons (NITSCHE et NORREEL, 

1973). 

. meilleure viabilite du pollen (DUNCAN et HEBERLE, 1976 ; 

SUNDERLAND, 1978). 

. Empechement de la senescence des antheres, inhibitrice 

de la production des haploides (PELLETIER et HENRY, 1974). 

Un autre pretraitement ne doit pas etre omis, celui de la 

desinfection des bourgeons ou des antheres, avant la mise 

en culture (B.napus : boutons desinfectes dans 1'hypochlorite 

de Ca, a 3,5 %, RENARD et DOSBA, 1980). 

2.1.3. 

Celui-ci est en fait correle avec l'age du pollen. Tout 

consiste donc a definir des methodes de description 

cytologique du pollen en relation avec la morphologie des 

plantes, des bourgeons et des antheres. 

Pour Brassica napus, les bourgeons sont preleves lorsque 

leur diametre varie de 2 mm a 4 mm (DUNWELL et al., 1983 ; 

RENARD et DOSBA, 1980 ; LOH et INGHAM, 1982 ; LICHTER, 1981). 

Ce qui correspond a des longueurs d'antheres variant entre 

0,25 et 0,80 mm. 

Pour Avena sativa, (RINES, 1983), c'est la longueur de la 

premiere feuille engainante qui importe (5 - 10 cm.). 

Pour 1'orge, SUNDERLAND et EVANS (1980), ont etabli une rela-

tion entre le stade de l'anthere, la longueur "interligulaire, 
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(c'est a dire la distance entre le ligule de la feuille 

enroulee et celle de la feuille immediatement inferieure), 

et la formation de cals de pollen. Ce serait le stade ou la 

uacuole est formee, mais le noyau non encore elargi a 

1'interieur de la spore, correspondant a une longueur 

interligulaire de 140 mm qui serait le plus favorable a 

la formation des cals. 

Bien que les tetrades et le pollen mur puissent donner des 

plantes haploides, les microspores uninucleees s'averent les 

meilleures productrices.il n'y a cependant pas un seul stade 

optimum, meme pour les especes tres proches. 

Pour le riz, il s'agit de microspores situees juste avant 

ou a la mitose (WANG et al., 1974). Pour le ble et le mais 

(KUO et al, 1978), le stade des microspores uninucleees tres 

jeunes est plus adapt6. II en est de meme pour Brassica 

(DUNWELL et al, 1983). Dans le cas de 1'Arabidopsis, 

(GRESSHOFF et DOY, 1972), il s'agit de cellules deja au 

stade de la meiose , d'apres CHU, 1982). 

2.1.4. Le_dimorphisme_du pollen 

Le dimorphisme dans la population de pollen est observe 

dans plusieurs especes, a 1'interieur des antheres in vivo. 

Dans Hordeum vulqare, le CV Sabarlis (SUNDERLAND, 1974) et 

le CV Akka (DALE, 1975), il y a deux types de microspores. 

Ce serait les microspores de petite taille et reagissant 

peu aux colorants cytoplasmiques qui donneraient naissance 

aux embryons polliniques, d'apres MAESHWARI et al, 1982). 

Cette constatation chez le tabacf a permis de selectionner le 

pollen embryogenique par centrifugation basee sur un gradient 

de densite (WERNICKE et al., 1978 ; HEBERLE - BORS et REINERT, 

1980 ; RASHID et REINERT, 1980, 1981), enorme avantage. 

Mais les resultats contraires (WILSON et al. 1978 ; DUNWELL, 

1978) montrent que le nombre de grains embryogenetiques est 

independant du nombre de ces petites microspores particulieres. 

L'hypothese de predetermination de 1'embryogenkse du pollen 

demande par consequent d'etre approfondie. 
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2.2. de culture 

Ces facteurs interviennent lors de la mise en culture du pollen, 

soit parfaitement isole des antheres, soit a 11interieur de 

celles-ci. 

II convient de distinguer les facteurs extrinseques (physico-

chimiques) et les facteurs intrinseques (nutritionnels). Un 

facteur tout particulier reside dans la paroi de 1'anthere. 

2.2.1. [a£iey£s_extrinseques. 

II s agit du support, de la manipulation, de la densite 

d'antheres, de la lumiere, de la temperature, de 1'atmos-

phere et du PH. 

* Support : 

Jusqu'au debut des annees 70, le support d1agar etait 

classique dans la culture d'antheres. Mais les chercheurs 

(WERNICKE et KOHLENBACH sur Nicotiana tabacum en 1976, 

TYAGI et al. sur Datura innoxia en 1979) se sont apergus 

qu'un support liquide etait plus favorable a 1'androgenese, 

en diluant 1'effet inhibiteur possible de la paroi de 

1'anthere, et en supprimant celui de 1'agar lui-meme. 

LICHTER (1981), montre 1'interet du support liquide dans 

le cas de Brassica napus. KEATHLEY et SCHOLL (1982), montrent 

11avantage du milieu liquide sur le rendement et la qualite 

des produits de regeneration d'Arabidopsis thaliana. 

CHEN et al. (1980) ont aussi observe quelques divisions dans 

le pollen expulse des antheres 'de riz cultivees en milieu 

liquide. 

Pour 1'orge, KAO ( 1981) montre qu'il est possible de 

produire des plantes a partir de pollen d'antheres cultivees 

sur milieu liquide, en empechant les cals de sombrer, plus 

lourds queles antheres, et de mourir asphyxies au fond des 

recipients, grace a l'addition de Ficoll. 

Une methode particuliere, utilisant a la fois les deux types 

de support a ete experimentee avec succes par J0HANSS0N et 

al. (1982). 
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* ̂ anipulation, densite d'antheres, atmosphere du 

recipient de culture : 

La maniere de positionner les antheres sur le milieu solide 

a ete surtout etudiee chez les Solanacees (SOPORY et 

MAESHWARI, 1976) amsi que l'importance de 1 'atmosphere 

du recipient de culture (DUNWELL, 1979 ; JOHANSSON et al, 

1982). Le nombre d'antheres cultivees par recipient a un 

role reconnu chez le riz (FOULETIER, 1974f et quelques 

Rosacees (MICHELLON et al., 1974). ̂  

Chez 1'orge, KAO (1981), montre que 1'utilisation de 

recipients de diametre plus petit permet une tension 

superficielle plus favorable a la flottaison des cals de 

pollen. 

Mais ces facteurs ne semblent pag etre majeurs dans les 

preoccupations des chercheurs qui etudient 1'androgenese 

chez les cereales et les cruciferes. SOZINOV et al. (1981), 

par ailleurs, montre chez le triticale que la section du filet 

immediatement a la naissance de 1'anthere provoque une 

induction accrue de la formation de cals. 

* Lumiere : 

C'est un facteur qui ne semble pas necessaire au phenomene 

d'induction de 1'androgenese pour lui- meme, mais son 

influence sur la croissance apres 1'induction a ete retenue 

chez beaucoup de plantes. Une lumiere de faible intensite est 

necessaire pour eviter l'etiolement des plantes en develop-

pement. 

Mais dans ce domaine, les resultats sont souvent contradic-

toires selon des diverses especes etudiees. Une lumiere 

continue est defavorable a la production d'embryons de 

pollen triticale (BERNARD, 1980). Pour le mais (GENOVESI et 

COLLINS, 1982), 1'alternance de nuit et de jour (12 H a 

101,25 yuE . m 2. s "*") est favorable au developpement des 

embryoides provenant d'antheres ayant ete soumises h 2 

semaines d'obscurite puis une lumiere fluorescente et 
-2 -1 incandescente de 13,5 ̂ E. m s 

(l)(d'apres MAESHWARI et al, 1982) 
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Pour le riz egalement (5CHAEFFER, 1982), 1'obscurite 

pendant 8 jours suivie d'une lumiere continue fluorescente, 
-2 -1 

blanche et froide, de 100^IE n . s favorise 1'induction 

puis la production de cals et d'embryoides. KAO (1981), chez 

l'orge, induit la formation de cals par une lumiere faible 

(moins de 50 lux durant 9 heures par jour) discontinue, et 

constate que les cals ne supportent pas une lumiere trop 

elevee (1000 lux). RINES, (1983), fait succeder a 4 ou 6 

semaines d'obscurite des photoperiodes de 12 heures par jour 
-2 -1 

de lumiere de faible intensite (10^IE m . s ) pour ses 

cultures d'antheres d'avoine. 

RENARD et D0SBA, (1980), font eux aussi succeder une periode 

d'obscurite de 14 jours puis une lumiere continue de 3000 -

5000 lux pour la culture d'antheres de colza. 

Peu d'etudes ont ere menees en ce qui concerne la qualite 

de la lumiere. Seule a 6te constatee l'action inhibitrice 

de la lumiere rouge sur 1'embryogenese du pollen de 

Datura (S0P0RY et MAESHWARI, 1976 : d'apres MAESHWARI 

et al, 1982). 

* Temperature : 

Les etudes recentes montrent que les besoins thermiques sont 

complexes et varient beaucoup selon les especes. 

Chez Brassica une forte temperature initiale (30 0 C pendant 

les 14 premiers jours de culture pour B. napus ; 35 0 C 

pendant 1 a 3 jours pour B. campestris) suivie de 25 0 C le 

reste du temps de culture, tel est le processus le plus 

favorable a la production de plantules haploides (KELLER et 

ARMSTR0NG, 1978-1979). Chez le-ble, les antheres cultiv§es 

a 30 0 C produisenttoujours plus de cals de pollen qu'a 

20 0 C ou des temperatures plus basses (H0 et al, 1978).^ 

Cependant, chez le riz, si l'induction des cals est favo-

risee par une forte temperature (30 0 C) il y a correla-

tivement plus d'albinos formes (WANG et al. 1978).^ 

* PH : 

KA0, (1981) montre chez l'orge, qu'une culture prolongee 

de cals entraine leur mort, car ils provoquent une chute 

du PH de 5,5 a 4,5. Mais le PH reste un facteur beaucoup 

moins considere que les precedents. 

(l)(d'apres CHU, 1982). 



21 

2.2.2. Facteurs_intrinsfeques 

II s'agit des principaux elements nutritionnels qui 

modifient 1'androgenese. 

* Composition du milieu de base : 

Son importance a ete reconnue tres tot d'apres MAESHWARI et al 

(1982). Le milieu H de NITSCH (NITSCH et NITSCH, 1969) a ete 

utilise auec succes dans la culture d'antheres des 

Dycotyledones. Pour les cereales, les premieres etudes 

ont ete menees sur les milieux M.S. (MURASHIGE et SKOOG), 

MILLER, ou L.S. (LINSMAIER et SKOOG). 

Plus tard, les fortes concentrations en ammonium pouvant 

inhiber la formation des cals de pollen pour 1'orge et le 

riz, CHU et al. (1975) mirent en place N 6, reconnu main-

tenant comme le plus efficace dans les cultures d'antheres 

de riz et des autres cereales (CHU, 1978 ; GENOVESI et MAGILL, 

1979 ; SUN et al., 1980 ; NITZSCHE et WENZEL, 1977 ; KUO 

etal., 1978 ; ANONYME, 1977)(d'apres CHU, 1982). 

II reste que, dans le cas particulier de la conservation 

des microspores par congelation, chez le riz, le milieu 

de MILLER est le plus favorable (COULIBALY et DEMARLY, 1979). 

II existe d' autres milieux qui font aussi leurs preuves. 

C'est le cas d'un milieu simplement constitue d'extrait 

acqueux de pomme de terre a 20 %, mis au point pourle riz 

et le ble (ANONYME, 1976 b, 1977). 

II donne des resultats bien meilleurs que le milieu M.S., 

mais avec des variations experimentales dues aux cultivars 

de pomme de terre et a leur stade physiologique. Pour 

reduire ces ecarts, CHUANG et al. (1978) ont ameliore ce 

milieu en y ajoutant des elements majeurs, des sels de fer 

et de la thiamine (d'apres CHU, 1982). 

C'est le cas aussi d'un autre milieu, Y.P. (YU PEI) carac-

terise par une forte concentration en sucrose, la presence de 

charbon active et d'azote organique (hydrolysate de caseine), 

qui convient bien au mais (GENOVESI et COLLINS, 1982). 
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C'est encore le cas du milieu B 5 de GAMBORG (1968), pour 

1'orge (COSSETTE et PAUZE, 1983), ou le triticale 

(SOZINOV et al., 1981), ou de ce meme milieu modifie 

par KELLER pour B. napus (RENARD et DOSBA, 1980). 

Une experience particuliere montre que 1'androgenese chez 

1'orge peut aussi bien etre induite par un milieu de compo-

sition adaptee ou sur des tissus vivants de differentes 

especes (feuilles ou cals) (ZENKTELER et STEFANIAK,1982). 

Dans ces milieux de base, certains elements ont retenu 

1'attention des chercheurs, comme les hormones, le 

sucrose, le charbon de bois, etc... 

* Hormones : 

Les hormones du milieu ont ete tres tot reconnues comme 

des facteurs fondamentaux dans la formation des embryons 

et des cals. 

Tandis que la kinetine ou d'autres cytokinines sont 

necessaires ci 1'induction des embryons de pollen dans 

beaucoup d'especes de Solanacees sauf le tabac (S0P0RY et 

al., 1978), c'est 1'auxine, en particulier le 2,4 D qui 

peut jouer ce role, en stimulant fortement la production 

des cals chez les cereales (CHU et al.. 1978$pDans un 

second temps, par contre, pour la regeneration des plantes 

a partir des cals, une cytokinine et une moindre concentratic 

d1auxine sont souvent necessaires (NITZSCHE et WENZEL, 1977). 

Mais sur le riz et le ble, la differenciation des plantes 

est aussi bonne sur des milieux pourvus ou depourvus en 

hormones (CHU et_al., 1976) 

Chez le triticale, CHIEN et KAO (1983) montrent que 

la benzyladenine a une action superieure a celle de la 

kinetine et a fortiori de la zeatine dans la formation des 

cals. 

Pour Arabidopsis thaliana, KEATHLEY et SCHOLL (1982) montrent 

que 1'anxine de marque "Tordon" (acide 4 - amino - 3,5,6 -

trichloropicolinic) est plus efficace que le 2,4 D classique 

et a fortiori que 1'A.N.A. dans 1'induction de la formation 

des cals, sur milieu liquide. II en est de meme pour la 

(l)(d'apres CHU, 1982). 
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Kinetine, par rapport a la N 6 benzyladenine. 

Pour Brassica, la regeneration de plantes normales peut 

avoir lieu a partir d'explants d'hypocotyles de plantules 

anormales sur un milieu complemente en ANA et ABA (GEORGE 

et RAO, 1982). LICHTER (1982) obtient directement des 

embryons et des plantes haploides sur un milieu contenant 

0,5 mg/1 d'ANA et de 6 - BAP. en particulier. 

* Sucrose : 

C'est la source la plus efficace d'hydrate de carbone. Dans 

la plupart des especes etudiees, les meilleurs resultats 

ont ete obtenus avec une concentration de sucrose de 2 - 3 %. 

C'est le cas du riz (CHU, 1978). 

Cependant, des concentrations plus elevees, de 6 a 12 % 

ont montr6 leur interet pour d'autres especes comme le 

colza, le ble, le triticale et 1'orge (KELLER et al. 1978 ; 

CHU et al. , 1978(VsUN et al, 1980(V CLAPHAM. 1977). 
Pour le mais, les meilleurs resultats ont et6 obtenus sur 

un milieu contenant 12 a 15 % de sucrose (MIAO et _al, 1978
(V 

KU et al.. 1978)(1) 

Pour certaines autres plantes, comme Brassica campestris 

(KELLER et al., 1979), il est recommande de cultiver les 

antheres sur un milieu initial tres riche en sucrose, puis 

de les transferer sur des milieux moins concentres plus 

favorables a la croissance post-induction. 

D'autres sources carbonees ont ete essayees, dans certains 

cas = le glucose chez le seigle et le colza (WENZEL et al., 

1977) ou le fructose, beaucoup moins efficace (KELLER, 1978). 

LICHTER (1982) montre 1'interet chez Brassica d'un milieu 

riche en saccharose. 

Le role osmoregulateur du sucrose qui peut etre avance 

(BINDING, 1972)(^t controverse par 1'addition du mannibol 

dans le cas de Solanum tuberosum (SOPORY, 1980). 

(1)(d'apres CHU, 1982). 

(2)(d'apres MAESHWARI, 1982). 
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* Charbon de bois active : 

II s'avere benefique dans les cultures d'antheres de colza, 

de mals, de triticale et de seigle (WENZEL et al., 1977 ; 

MIAO et al. , 1978(PsUN et_al. , 1980^] GENOVESI et COLLINS, 

1982). II aurait un role d'absorption des composants 

inhibiteurs presents dans 1'agar ou dans la paroi de 

1'anthere senescente (KOHLENBACH et WERNICKE, 1978), ou 

dans le milieu lui meme, dus a la d6gradation du sucrose 

peut-etre (WEATHERHEAD, BURDON et IIENSHAW, 1978). 

Cependant, le charbon de bois active pourrait aussi ad-

sorber des hormones ou d'autres composants utiles, et 

il faut 1'utiliser avec prudence (WEATHERHEAD et al. , 

1978 ; HEBERLE-BORS, 1980). 

Le polyvinylpolypyrrolidone s'est avere recemment etre 

un nouvel adjuvant interessant pour la culture d'antheres 

sur Datura innoxia (TYAGI et al., 1981) ; il adsorberait 

des subsances inhibitrices (phenoliques) produites par les 

antheres. 

* ̂ utres composes orqaniques 

S0ZIN0V et al (1981) montrent que les acides amines jouent 

un rdle considerable dans 1'induction des cals de pollen 

de seigle (la proline surtout) puis la regeneration des 

plantes (1'oxyproline surtout). L'addition de glutamine 

(KELLER et al., 197 8 ; SUNDERLAND et ROBERTS, 1977 ; 

COULIBALY et DEMARLY, 1978 ; S02IN0V et al•, 1981 ; 

SHIMADA, 1981 ; SCHAEFFER et al., 1979), de myoinositol, 

d'acide aspartique et de glutathion (WENZEL et al., 1977) 

dans un milieu de culture stimulerait 1'embryogenese. 

Le glutathion aurait un effet sur le processus de desin-

toxication (MEISTER, 1975). Le role de la serine a ete 

remis en question par WERNICKE et KOHLENBACH (1977) et 

HORNER et PRATT (1979). 

L'asparagine a recemment montre son efficacite dans 

1'embryogenese (WEATHERHEAD et HENSHAW, 1979). 

(1) d'apres CHU, 1982. 
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Hais il a ete possible de supprimer le role de la 

glutamine et de 11asparagine dans la culture de pollen 

de tabac en augmentant simplement le pH du milieu a 6,8 

(RASHID et REINERT, 1981). 

Par ailleurs, une augmentation trop lente de la con-

centration des acides organiques ralentirait la formation 

de cals polliniques (CHIEN et KAO, 1983) de triticale. 

D1autres extraits naturels varies ont ete experimentes, 

comme des hydrolysates de caseine et de lactalbamine 

(PAN et al. , 1978 ; C.H. CHEN et al. , 19s61,') SCHAEFFER 

et al , 1979). L'hydrolysate d'acides nucleiques (CHU 

et al., 19735^y d'extrait de levure (C.C. WANG et al, 1974^V 

de 1' extrait de pomme de terre (ANONYME, 1976 b(1^Je BUYSER 

et HENRY, 1980) ; des antheres broyees. 

2.2.3. C®roi_^e_J:l5Dthere_ 

La culture de pollen isole donne de moins bons resultats 

que celle de toute 1'anthere. Cela traduit le role important 

de la paroi de 1'anthere. Cependant, des hypotheses 

precises sur ce role ne sont apparues que recemment dans la 

litterature. La paroi de 1'anthere aurait a la fois un role 

stimulateur, au debut de la culture d'anth^re, et un role 

inhibiteur par la suite. 

Ainsi, les resultats sont meilleurs quand le pollen est 

isole a partir d'anthere precultivees, ou quand des extraits 

d'eau bouillie d'antheres cultivees sont ajoutes a des 

cultures de pollen isoles. (NITSCH et NORREEL, 1973). 

Ces extraits comporteraient des acides amines comme la 

glutamine, dont la concentration augmente normalement 

dans le milieu de culture des antheres (HORNER et PRATT, 

197 9). 

Par contre, les cultures continues d'antheres sur le meme 

milieu donnent de moins bons resultats que les cultures 

en serie, sur des milieux renouveles (TYAGI et al., 1979), 

ainsi que des cultures d'antheres vieillisant rapidement 

(MII, 1980). 

II reste & pr6ciser la nature des facteurs qui 

inhibent ou stimulent 1'embryogen&se. 

* (1) d'apres CHU, 1982. 
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III - TRANSFORMATION DU POLLEN EN PLANTE HAPLOIDE 

Elle resulte du fait que, mis en culture, le pollen se detourne de sa 

voie gamethphytique normale pour une voie sporophytique. Pour essayer 

de comprendre le mecanisme qui entraine la production d'embryons, on 

peut 1'analyser selon divers points de vue : cytologique, cytochimique 

et ultrastructurel. 

3.1. Les_quatres_voies_cytologiques_theoriques : 

Theoriquement, 1'on peut considerer quatres modes de division 

du pollen (voir schema N° 5) : 

1 . La mitose du noyau de la microspore donne directement deux 

cellules egales ou presque, dont l'une seule, ou les deux 

participent a la formation de 11embryon. 

2 . Le processus normal de division entraine la formation d'une 

petite cellule reproductrice et d'une grosse cellule vegeta-

tive, mais c'est cette derniere seule qui developpe un embryon. 

3 . L'embryon se developpe a partir de la cellule reproductrice. 

4 . A la fois les deux cellules reproductrice et gen^ratrice 

participent au developpement de 1'embryon. 

3.2. LJ_approche gellulaire_explicative : 

En fait, pour la plupart des plantes, c'est le stade uninuclei 

qui s'est avere le plus interessant pour 1'androgenese. Ce qui 

conduit a penser que la 1 ere voie est la plus frequente. Cela 

a ete verifie pour les cereales (SUN, 1978). 

La voie (chemin A dans leur classification) serait la plus 

frequente pour Nicotiana tabacum (SUNDERLAND et al.). 

La voie (3) conviendrait mieux a Hyoscyamus niqer (RAGHAVAN, 1976). C> 
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SCHEMA N 0 6 : LES DIVERSES PQSITIONS DES NOYAUX DANS LES 

TYPES A B et C DU POLLEN 

Le noyau vegetatif est grise. 

Le noyau reproductif est noir. 

( d'apres SUNDERLAND et EVANS, 80). 



5UNDERLAND et EVANS (1980) montrent 1'existence chez l'orge 

de trois chemins possibles, selon les dispositions des noyaux 

a l'interieur du pollen (voir schema N°6 ) : 

* : La cellule vegetative seule est soumise a : 

- soit des divisions haploides inegales, 

- soit des divisions synchrones accompagnees de fusions et de 

la formation d'une paroi, donnant des unites non haploides 

et mixaploides. 

Le noyau reproducteur meurt ou fusionne avec le noyau v§getatif 

avant ou apres ces divisions. 

* Le_chemin_B : La microspore, sans cellule reproductrice des le 

depart, donne des elements diploides binuclees ou bicellulaires 

avec une paroi transverse. 

* L®_Eb®TiD_£ : premiere fusion des noyaux reproducteur et 

vegetatif entraine la formation d'elements diploides du meme 

style que dans le chemin B. 

Les 616ments bicellulaires sont l'objet de divisions anarchique 

mais parfois, les deux cellules se divisent synchroniquement et 

donnent des embryons. 

Les elements binuclees engendrent des elements de plus haute 

ploldie avec ou sans paroi. 

Les memes auteurs confirment l'hypothese des chercheurs quant 

aux deux voies privilegiees d'obtention de cals de pollen, les 

voies A et B (CLAPHAM, 1977 ; BOUHARMONT, 1977 ; WILSON et al. 

1978). 

Ils montrent que le grain de pollen doit etre initialement seg-

mente pour s'orienter vers un developpement sporohytique, et que 

le point de controle de cette orientation se situe dans 1'inter-

phase G 1. Avant ce point, la culture d'antheres consiste en la 

formation d'une cellule reproductrice morphologiquement fonction-

nelle, dont les divisions tres caracteristiques engendrent des 

composes embryogeniques. Tandis que la cellule veg6tative a un 
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comportement de type endosperme, entrainant des divisions 

nucleaires libres et une augmentation rapide la ploidie. 

Ce qui aboutit a deux sortes d'unites bicellulaires au stade 2 

de 1'anthere (interphase G 1, selon SUNDERLAND et EVANS, 1980). 

- des unites chimeriques organisees avec des composants reproduc-

teur et vegetatifs qui different en ploidie. 

- des unites inorganisees qui different elles aussi en ploidie, 

mais derivees seulement de la cellule vegetative. 

II existe en realite des complications, lorsque la cellule 

reproductrice, formee apres le point de controle, croit de 

maniere inorganisee ; ou lorsque la cellule vegetative, formee 

avant ce point, manifeste un comportement embryogenique. 

Par ailleurs, ces auteurs montrent que la principale cause de 

1'augmentation de ploldie est la fusion nucleaire, et non 

1'endoreduplication (BOUHARMONT, 1977), ou la restitution 

nucleaire sans mitose (WILSON et al. 1978) - pour le ble, 

par contre, RAQUIN et al (1982). il s'agirait d'une endore-

duplication precedant la premiere division embryonnaire dans la 

microspore uninucleee - selon eux, les cals sont issus, non pas 

de masses cellulaires completement inorganisees, mais de structures 

comportant des centres de croissance parfaitement organises. Ces 

centres de croissance sont de ploldies differentes et proviennent 

soit de la cellule reproductrice, soit de la fusion des produits 

de deux cellules gamitophytiques. Cette origine multiple peut 

expliquer les diverses ploidies rencontrees dans les plantules 

issues des cals de pollen. 

Les diffucultes d'explication du phenomene de l'induction andro-

genetique sont rattachees a celles qui rejoignent l'etude de 

1'ultrastructure. L'equipe de SUNDERLAND montre chez Nicotiana 

tabacum que 1'embryogenese induirait une degradation du cytoplasme 

originel depose entre les lysosomes et les autres composants 

cytoplasmiques lorsque la phase sporophytiques est commencee 

(SUNDERLAND et DUNWELL, 1977). Cependant, les memes chercheurs 

trouvent qu'un tel changement n'intervient pas chez Datura 

innoxia , bien que certains grains de pollen prennent le 

chemin A. 
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Chez 1'orge, la fusion s'averant possible entre les cytoplasmes 

et meme les noyaux des deux cellules gamitophytes, et l'absence 

d'une barrdere physique apparente entre les deux, suggererait 

l'existence d'un seul cytoplasme, et des differences de densite 

cytoplasmiques a l'interieur de la spore (voieC). Ces differences 

cytoplasmiques joueraient un role dans la construction des 

phragmoplastes ; ce serait lorsque le noyau vegetatif se divise 

dans une position adjacente a la cellule reproductrice et lorsque 

la densite cytoplasmique est maximale que la formation du 

phragmoplaste serait la plus facilitee (5UNDERLAND et DUNWELL, 1980) 

Par ailleurs, 1'hypothese selon laquelle le developpement sporo-

phytique ne peut se faire des lors que de l'amidon commence a se 

deposer dans les jeunes gametophytes n'est pas verifi6e, ni 

chez le tabac (SUNDERLAND, 1978 - 1979), ni chez 1'orge (SUNDERLAND 

et DUNWELL, 1978) 

Enfin, la synthese de l'ARN a ete etudiee grace a 1'autoradio-

graphie avec de l'uridine radioactive chez Hyoscyamus niqer 

par RAGHAUAN (1979). Elle s'avere importante dans la cellule 

reproductrice durant 1'embryogenese. L1utilisation d'un inhibiteur 

1'actinomycine revele que le grain de pollen est determine 

embryologiquement des la premiere heure de culture. 

3.3. Les differentes_voies morphogenetiques 

S0ZIN0V et al., (1981), les resument par le schema suivant, 

lorsque les masses cellulaires echappees par rupture de l'exine 

du pollen au bout de 3 - 10 semaines forment les cals ou les 

embryoides : 

1 - callogenese 2 - embryogenese 

gemmogenese complexe gemmorhizogenese rhizogenese 

| cellulaire 

embryonnaire 

! | 

embryogenese 
i I i 

plantule plantules plantules pas de plantules 

plantules 
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Hs montrent 1'interet des embryoldes dans la rapidite d'obtention 

de plantes a partir de cultures d'antheres de triticale. De plus 

l'on n'obtient pas de chimeres et l'on reduit l'effet mutagene 

des facteurs de culture. 

Cependant, il est bien souvent necessaire de passer par des cals 

chez les cereales, car 1'embryogenese directe est plus rare, 

meme si elle est preferable. 

Par ailleurs, S0ZIN0V et al. (1981), montrent que les haploldes 

permettent de reveler une variete surprenante de differents 

caracteres morphologiques : taille, adaptation, forme et tallage 

chez le triticale hexaploxde ; forme de l'epi, taille, largeur 

de la feuille, grosseur de la paille et degre de pubescence, chez 

le triticale octoploide. 

-e_BE2!?leme_des_plantes albinos : 

Les albinos sont un phenomene classique pour les plantes obtenues 

a partir du pollen des Graminees. Leur frequence varie de 5 a 90 % 

selon les cultivars et la temperature de culture. Quand celle-ci 

croit, on obtient plus d'albinos (WANG et al, 1977 ; d'apres CHU, 

1982 ; BERNARD, 1980). Les autres facteurs culturaux in vitro 

ne semblent pas avoir d'influence. 

La cause de 1'albinonisme n'est pas encore trouvee. Les plantes 

albinos, contenant des plastes (CLAPHAM, 1973, SUN et al., 1974), 

ne Peuvent provenir de cellules meres s«.ns plastes. Peut-etre 

1'absence d'ARN 23S et 16 S, et d'une fraction protelque dans 

ces plantes montre-t-elle que 11albinisme est du a une modifi-

cation de 1'ADN (SUN et al., 1978) ; ou bien un pollen avec une 

aberration chromosomique en serait la cause (CHU et al, 1978) ; 

ou encore la mauvaise reorganisation des plastes aprds la r^gres-

sion des protoplastes durant la,melose (NILSON-TILLGREN et von 

WETTSTEIN-KNOWLES,1970) ; ou enfin des facteurs physiologiques 

agissant in vitro (BERNARD, 1980).(d'apr&s CHU, 1982). 
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IV - UTILISATION DES HAPLOIDES 

Les haploides offrent un interet tres grand en ce qui concerne la 

genetique, Si la fois dans le domaine applique (selection) et le 

domaine fondamental (recherche). (voir le schema N 0 7 , d'apres 

MAESHWARI et al., 1982). 

4.1. 9^®GLion_d^haploides_doubles 

Les plantes ou les tissus haploides sont souvent utilises comme 

tels, car l'haploidie est interessante quand 1'etat hemizygote 

simplifie 1'observation ou 1'identification des caracteres con-

troles par des facteurs genetiques recessifs. Cependant, la 

plupart des haploides sont steriles et la maintenance de la lignee 

haplolde, ou la production de graines et la manipulation genetique 

plus poussee de la lignee, necessitent 1'etablissement de l'etat 

diplolde. 

II existe trois methodes differentes de doublement des haploldes : 

* La premiere, la di£loIdisation spontane_e, concerne un faible 

pourcentage de plantes ou de fragments de plantes haploldes 

qui retournent spontanement a 1'etat diplolde. Cela peut-§tre 

obtenu chez le seigle (WENZEL et al.,1977 ) lors d'une absence 

de reduction du pollen. Hais ce phenomene ne serait pas de regle 

chez le ble (OUYANG et al, 1973), d'gpres CHU, 1982. 

Cela peut provenir egalement du milieu de culture. Les chercheurs 

(HENRY et de BUYSER, 1979 ; AHSSA, 1980 ), montrent pour le 

ble qu'un milieu qui accelere la sortie des embryons, les divi-

sions embryonnaires evite en partie cette diploldisation, car 

ils supposent que le doublement se produit durant les premiers 

jours de culture. 

Le pretraitement au froid (HU communication personnelle a HENRY 

et de BUYSER, 1979 ; AHSSA, 1980) des epis a 3°C durant 
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3 a 5 jours accroit le taux de diploides spontanes de 22 

a 40 %. L'augmentation de la duree, par contre, n'a pas 

d'effet au-dela de 3 jours. 

En outre, chez le colza, KELLER et ARMSTRONG (1978), montrent 

1'influence de la temperature de culture. Ils obtiennent unique-

ment des diploides, triploides, tetraploides etc..., a 25 0 C, 

mais par contre 22 % d'haploldes apres un d6but de culture a 

30 0 C. En outre, 1'elagage, la taille des plantes haploldes 

serait aussi facteur de doublement (COLLINS, 1977). 

* La seconde methode consiste a _utilise_r_de j.a_cjolc^h_ic_ine;, qui 

empeche la migration bipolaire des chromosomes lors de la 

mitose. II existe diverses techniques dans ce domaine. HENRY et 

de BUYSER (1979) montrent la complementarite de 2 techniques, 

selon le nombre de talles obtenus dans un traitement aseptique 

ou en serre. 

* La troisieme methode consiste h cultiver des cals de feuilles, 

de tiges ou de racines de plantes haploldes (KASPERBAUER et 

COLLINS, 1972 , d'apres COLLINS, 1977. 

Les criteres d'utilisation des haploldes doubles sont (d'apres 

DUMAS de VAULX, conference des 2-3 mais 1984 a la Faculte de 

la Doua. 

1 ) la quantite: les haploldes doivent etre obtenus facilement, 

en grand nombre ( 5 plantes haploides pour 100 anthferes 

cultivees), dans des genotypes varies. 

2 ) la qualite : les haploldes doivent repr^senter un echantillon 

au hasard des gametes parentaux; les lign^es haploides 

doublees doivent etre cytologiquement stables et phenotypi-

quement normales. 

4.2. Utilisation_des_haploIdes dans_Vexplication de la differencia-

tion_cellulaire et_de la_morphogenese. 

Les specialistes ont trouve dans les etapes de la reorientation 

d'une cellule sexuelle male vers un stade embryonnaire une 
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source d'analyses tout a fait exceptionnelle (role des 

organites cytoplasmiques, importance de 1'apparition des parois 

pectocellulosiques, etc...). Nous avons aborde divers hypo-

theses explicatives dans le paragraphe 3 precedent. 

yLiii5§tion_des_haploides_dans_Pexplication_de_la mutagenese 

L'haploidie est particulierement interessante dans les programmes 

d'etude de la mutagenese artificielle. Grace a 1'existence d'un 

seul lot de chromosomes et a l'absence de relations de dominance-

recessivite, la mutation d'un gene s'exprime immediatement. 

La possibilite de travailler sur des populations de millions 

de cellules, physiologiquement tres larges et uniformes du 

points de vue du developpement, permet de selectionner des 

cellules et des plantes resistantes ( voir le schema N° 8 , 

d'apres CHALEFF, 1983). Des mutants ont ete induits et selec-

tionnes a partir de microspores irradiees dans des cultures 

d'antheres (XUAN et al. 1978, d'apres CHU, 1982). Des mutants 

resistants aux antibiotiques, aux toxines, aux acides amines 

et aux herbicides ont ete ainsi decouverts. 

Mais ces progres restent malheureusement le fait de quelques 

especes, qui peuvent maintenir leur haploidie et regenerer 

des plantes (CHU, 1982). 

CHALEFF (1983) ajoute qu'une limite de la s61ection des mutants 

in vitro est qu'une modification exprimee a l'etat cellulaire 

n'est pas forcement valable au nivetfu de la plante hautement 

differenciee. Ainsi, bien que certains caracteres agronomiques 

comme les tolerances par rapport aux metaux lourds, au sel, 

aux herbicides et aux pH extremes du sol, soient accessibles 

par la technique in vitro, d'autres, comme le rendement, la 

resistance au stockage et la periode de floraison et de matu-

rit6 sont encore a 1'etude. 

DEMARLY (1977) montre que 1'apparition d'infidelites geniques 

peut intervenir lors de la reconstitution de diploides aprks 

1'androgenese. A partir de lignees pures, 1'androgenese aboutit 



a la creation d'haploides doubles, quasi totalement stables 

en autofecondation, mais possedant plusieurs caracteres 

variants (hauteur, tallage, longueur du grain, port, couleur... 

(voir le schema N° 9, d'apres DEMARLY, 1977). 

HENRY et al. (1980) utilisent une technique nouvelle 

d'analyse genetique, 1'electrophorese des gliadines, et 

confirment la stabilite et 1'homogenelte des haploides doubles 

La variabilite differerait selon le niveau et le schema de 

selection utilise. 

SCHAEFFER (1982), en plus de la decouverte des caracteres 

recessifs grace a 1'androgenese suivie de diploldisation, de-

couvre chez le riz qu'un caractere comme le nanisme s'accentue 

dans la descendance de plantes haploldes doubles issues de 

cultures d'antheres, de generation en generation. II propose 

trois hypotheses d'explication de ce phenomene : 

- soit le gene du nanisme est amplifie dans les conditions in 

vitro 

- soit il est modifie par de telles conditions, 

- soit il est amplifie par 1' instabilite genetique et/ou 

la variabilite cytogenetique. 

RIVES et PICARD (1977) trouvent que la frequence de grains 

de pollen "anormaux" (a cytoplasme non stratifie), qui sont a 

1'origine des haploldes obtenus chez le ble par androgenese 

est tres nettement plus elevee chez les haploides doubles 

ainsi obtenus ; et qu'il s'agit par consequent d'un trait 

heritable. 

Ils emettent 1'hypothese que le mecanisme de controle de ce 

trait resulte de recombinaisons internes dans les zones de 

regulation de 11activite des genes de structure responsables 

suivant les modeles de CRICK (1971) et KASS et WALLACE (1974), 

en le rapprochant du phenomene d'assimilation genetique de 

WADDINGTON (1961 - 1969). 
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4.4. ytilisation_des haploides dans_la_selection 

4.4.1. Production_et_utilisation_de_lignees homozygotes 

Les lignees homozygotes peuvent etre obtenues a partir des 

haploides par le doublement du stock chromosomique, et meme 

pour des especes allogames, dioique ou a multiplication 

vegetative. 

Ces lignees offrent plusieurs interets : 

* selection par croisement : les haploides doubles issus 

d'hybrides permettent de produire tres rapidement, en sup-

primant des generations d'autofecondation, de nouveaux 

cultivars. 

De BUY5ER et al (1981) selectionnent ainsi des lignees 

d'haploides doubles de bles, en temps reduit, aux rendements 

superieurs a ceux des meilleures varietes cultivees. 

Plus efficace est la selection de caracteres a controle 

bien souvent recessif (obtention d'^n. haploide doubles 

homozygotes recessifs au lieu de |i,n en croisement normal). 

Cela s'est avere interessant pour le riz (YIN et al.,1976 ; 

ANONYME, 1976 a/^pour le ble (T5UN, 1978)^)pour B. napus 

(KELLER et STRINGHAM, 1978). 

II reste des difficulte quant a la vitalite des haploides 

doubles . Pour certaines especes, autogames, comme le riz 

ou le ble, cette vitalite ne diminue pas (HU et al., 1979). 

Pour les allogames, par contre, on observerait des cas de 

rachitisme. 

* Utilisation de 1'heterosis chez les especes heterogamiques : 

la purete homozygotique des haploides doubles permet de pro-

duire des hybrides avec le maximum d'heterosis. Wu et al, 

(1980 d'apres CHU, 1982) constatent que les hybrides entre 

des lignees d'haploides doubles et de lignees selectionnees 

par inbreeding sont superieurs du point de vue du rende-

ment, de la vigueur et de 1'homogenelte a ceux des lignees 

* (1) d'apres CHU, 1982 
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obtenues par inbreeding. 

L'haplomethode permet en outre la production d'hybrides 

chez des especes heterogames comme le navet, le colza ou 

B. oleracea (KELLER et STRINGHAM, 1978). 

4.4.2. APPl;i;£§t;i:On a 1'hybridation a distance 

Les geneticiens sont egalement preneurs de plantes 

haploides en ce qui concerne 1'hybridation. II existe 

plusieurs possibilites theoriques. 

* obtention_de_lignees f££tiles_stables_d^hybrides 

iDterspecifiques_ 

Par.: la culture d'antheres d'hybrides des sous especes de 

riz japonica et indica, on a pu obtenir des diploides 

spontanes homozygotes et fertiles pour plus de 50 %. 

De meme, pour le ble, HENRY et de BUYSER (1980) regenerent 

des diploides spontanes homozygotes a partir de cultures 

d'antheres de ble m§le sterile cytoplasmique mais possedant 

les genes de restauration. 

* Transfert_de_genes_d'une espece a une autre : 

Les cultures d'antheres d'un hybride interspecifique, dont 

les chromosomes s'apparient imparfaitement a la meiose, 

permettent d'obtenir des lignees ou la translocation het6-

rozygote des chromosomes rend possible le transfert des 

genes de bonne qualite, de rendement, et de resistance, 

d'une espece a une autre. 

(1) 
Par exemple, BARCLAY (1975) obtenait des haploides de ble 

interessants pour le caractere de nouaison, en pollinisant 

le cultivar Chi-nese spring avec Hordeum bulbosum 2 ou 4 x. 

L'hybridation entre d'autres cultivars incompatibles avec 

H. bulbosum et Chinese spring, suivie de 1'androgenese in vitri 

permet aussi le transfert des genes recessifs responsables 

de cette nouaison et l'obtention de nouvelles lignees 

homozygotes les possedant (AL JANARI et PICARD, 1981). 

* (1) d'apres AL JANABI et PICARD, 1981. 
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f 21 nK; t ̂  xx<1 yK^o-^j 

T a.es>h~>/u-*̂  x $• c^ycoJL9 _  

Cli IIUJ ) ( > xcft.) 

1 f\ok- cLvWi-̂ ioVtiL-

(14 LW <- > Xfc ) 

4 
O-l dfou-VlvelrC) 

4 
k<>V»L<J tv*yA<9v6t<U 

(n iuj t- Ktd( k-o-as) 

* 

SCHEMA N 0 11 : PROCESSUS DE 

SUBSTITUTION DE CHROMOSOMES CHEZ 

TRITICUM SECALE 

5u.WKt CU.̂ »vc1A-̂  

(* llvo -t- kXTlK, n - D-Vi) 



37 

* Production d'addition_ou_de_substitution_de_chromosomes 

Les cultures d'antheres d'un hybride obtenu lors du 

croisement en retour entre un amphidiploide et 1'un de ses 

parents permettent aisement d'obtenir des lignees avec un 

nombre de chromosomes superieur (voir schema N°10 , d'apres 

CHU, 1978, chez le Triticum Secale). 

II est par contre plus difficile de produire des substi-

tutions. CHU, (1978), n'obtient que 2 cals sur 10 000 

antheres d'hybrides dihaploides de Triticum secale (voir 

schema N°lld'apres CHU, 1978). NITZSCHE et WENZEL (1977) 

n'obtiennent que 4 plantes albinos sur 18 000 antheres de 

Festuca pratensis x lolium multiflorum. 

4.4.3. Analyse_genetique des_lignees_selectionnees_ 

Si 1'haploidisation suivie de diploidisation permet la 

fixation de lignees homozygotes, et la production d'hybrides 

interessants, c'est une technique qui ne favorise pas bien 

la recombinaison. Dans les programmes de s61ection ricurrente, 

qui permet la recombinaison de caracteres recherches, 

1'haploidisation permet de mesurer la valeur genetique des 

lignees selectionnees. 

Ainsi, CHEN et al., (1982) montrent que 2 genes nal et lg_ 

responsables de 1'etroitesse de la feuille et de 1'absence 

de la ligule, sont lies chez le riz. 

De BUYSER et al (1981) montrent aussi que la selection en 

premiere et seconde multiplicat^ion est encore imparfaite, 

meme a partir d'haploides doubles, et que le role du selec-

tionneur est important, quant aux choix des croisements a 

tester, mais aussi des haploides doubles (H.D.). 

Actuellement, pour eux, plusieurs utilisations de l'andro-

genese semblent possibles. 

- a partir de materiel avance en selection classique (F 6), 
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'obtenir des rendements equivalents a ceux des lignees 

classiques. 

A partir de materiel F 2, il est possibie, soit de tester la 

valeur du croisement, soit de creer des lignees interes-

santes, avec un nombre d'M.D. relativement faible. Pour le 

ble, ils estiment plus utile de faire porter les efforts 

des chercheurs sur le test d'un plus grand nombre d'origines 

plutot que de rechercher de plus grands effectifs d'M.D. 

4.5. Apparition du_phenomene_de_controle_epigenique 

II peut se produire des variations hereditaires, mais non 

meudeliennes, lorsque 11on analyse le comportement en croisement 

d'haploides doubles. On a appele epigenique ce controle de la 

forme d'expression du gene. 

DEMARLY (1977) distingue ainsi 4 types d'infidelites genetiques 

qui se manifestent lors de 1'apparition de variants par recons-

titution de dihaploides apres androgenese : 

1 . une infidelite qenique : quand de nouveaux caracteres 

apparaissent 

2 . une infidelite chromosomique : quand on obtient des plantes 

au genome completement depersonnalise, aneuploides, 

polyploides. 

3 . une infidelite cytoplasmique : quand on obtient des plantes 

generalement intactes du point de vue genotypique, mais variant 

considerablement sur le plan phenotypique, a cause des modi-

fications du cytoplasme (sterilite, resistances ou adaptation 

par rapport a certaines substances), stables et s'heritant 

naturellement. 

4 . une infideiite de proqramme de deveioppement . 

DEMARLY (1977) propose pour ces infidelites une hypothese 

d'explication basee sur "le relachement in vitro" de 1'activation 

genique, celle du "linleat". 
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- V - CONCLUSIONS ET LIMITES 

Les plantes haploides, et plus precisement leur production et leur 

utilisation, font 1'objet d'un interet tres particulier des chercheurs 

agronomes et botanistes. 

Elles apportent un materiel biologique nouveau qui suscite de nombreux 

travaux de biologie fondementale (approche et comprehension du phenomene 

de differenciation cellulaire, modalites d'expression des genes, rela-

tions entre 1'epigenique et le code genetique dans la selection). 

D6ja, elles ont permis d'ameliorer les techniques de multiplication et 

de selection : 

- en permettant une production plus grande et plus rapide et une meilleure 

utilisation des lignees homozygotes. 

- par des applications a 1'hybridation a distance, 

- en fournissant des moyens d'analyse genetique des lignees selectionnees. 

Cependant, le materiel d1investigation reste trfes diversifie, et les 

techniques de recherche, encore empiriques, ne permettent pas de 

degager de veritables normes de production des haploides et de leurs 

derives. 

Par ailleurs, plusieurs limites genent 1'initiative des chercheurs : 

1) beaucoup de plantes restent refractaires a 1'haploidie. 

2) pour celles qui s'y pretent, le taux de r^ponse est encore trfes faible. 

3) pour beaucoup, 1'embryogenese s'arrete au stade des cals. 

4) chez les Cereales, le passage par des cals est obligatoire, ce qui 

favorise les anomalies et la formation d'albinos. 

5) le maintien de 1'haploldie est souvent contrarie par la formation 

de cals a 1'endomitose. 

6) chez les plantes de ploldie tres elevee, il est difficile de 

selectionner les genes. 

Ainsi, il semble important, en conclusion de notre etude, de degager 

plusieurs pistes de recherche (voir schema N°12) qui retiennent 1'atten-

tion des chercheurs, pour qu'une meilleure comprehension des etapes 

fondamentales de la physiologie de la reproduction debouche sur des 

techniques plus efficaces d'am61ioration et de production de$ vegetaux. 
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