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Résumé

Les méthodes de production d’haploides doublés et plus particuliérement celles faisant
appel a I’haplodiploidisation in vitro, biotechnologie dont on féte le trentiéme anniver-
saire cette année, ont déja eu un impact sur la génétique et I’amélioration des plantes.
Cet impact a toutes les chances de s’amplifier dans les années a venir. En effet, cette
biotechnologie offre non seulement la possibilité d’obtenir plus rapidement des lignées
totalement homozygotes — la sélection de ces lignées en est simplifiée par la suite en
raison de ’absence de biais dii a I’hétérozygotie, et la réponse a la sélection est
accrue — mais elle permet également de simplifier certaines analyses en génétique
quantitative et se révéle étre un outil remarquable en marquage moléculaire. C’est dire
son importance stratégique, tant dans le domaine de ’application que dans celui de la
recherche plus fondamentale. Nous nous intéresserons, dans cet article, a trois aspects.
Tout d’abord, nous essaierons de dresser un bilan succint des progrés de cette techno-
logie sous l'angle de son insertion dans les programmes de sélection et par consé-
quent, au niveau de la création variétale, en rappelant les principales raisons pour les-
quelles les haploides doublés sont un matériel de choix. Dans une seconde partie, nous
donnerons un apercu des progres récents obtenus dans le domaine des méthodes de
culture in vitro et notamment des cultures de microspores isolées. Ces derniéres per-
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mettent en effet d’envisager de mettre au point des systemes haploides monocellulaires
élégants, ouvrant la voie non seulement a des productions en masse d’haploides dou-
blés, mais aussi a des expériences de sélection in vitro ou de manipulations génétiques
avec des chances de réussite accrues par rapport aux autres méthodes existantes.
Enfin, nous ferons une revue des principaux thémes de recherche chez lesquels I’ha-
ploidie joue un rdle significatif, ou bien tout simplement des questions posées a la
recherche par ce systéeme de reproduction particulier.

Impact de ’haplodiploidisation sur la sélection

Rappel des avantages et des limites de cette méthode de sélection

Quand on double le nombre chromosomique des plantes haploides, cela pouvant se
faire d’ailleurs spontanément ou bien artificiellement, on duplique du méme coup toute
I'information génétique de chacun de leurs chromosomes et I’on obtient ainsi, en une
étape, I’équivalent de plus de dix années d’autofécondation, c’est-a-dire des lignées
complétement homozygotes (lignées pures). L’haplodiploidisation permet donc au
sélectionneur d’obtenir plus rapidement ces lignées pures dont il a besoin dans ses pro-
grammes, de juger leur valeur agronomique avec une meilleure précision, et, en fin de
compte, d’obtenir plus aisément soit de nouvelles variétés « lignées pures » s’il tra-
vaille sur une plante autogame, soit de nouveaux parents d’hybrides s’il sélectionne
une plante allogame, soit encore de nouveaux clones. Il n’y a pas d’effet de biais dii &
I’hétérosis, comme c’est le cas en F2 ou en F3. Les génes, qu’ils soient récessifs ou
dominants, s’expriment tous ; aucun n’est masqué.

Dans une population d’haploides doublés issus d’un croisement, la variance additive
est deux fois plus importante que celle de la population de plantes F2 issues de 1’autofé-
condation du méme croisement, permettant aussi une maximisation de la part de 1’addi-
tivité et de 1’épistasie cis, une expression de tous les génes (alléles) et en particulier des
genes récessifs masqués, ce qui permet une valorisation et une optimisation de ces effets
additifs ou d’épistasie [10, 11, 28, 30]. L haplodiploidisation est une méthode que 1’on
peut appliquer a n’importe quelle génération au cours d’un programme de sélection
classique. Cependant, son niveau d’application dépendra toujours de I’héritabilité des
caracteres que 1’on cherche & améliorer, et de la structure du croisement de départ.

Le passage par 1'état haploide permet également une simplification de 1’analyse
génétique : par exemple, dans le cas d’une mutation, la lecture directe de la mutation
est possible a I’état haploide. Il permet aussi une étude plus facile de ’effet de dosage
des génes, de la disjonction des caracteres et de la localisation des génes chez les
lignées monosomiques. De plus, il facilite, aussi bien chez les espéces autogames que
chez les especes allogames, 1’analyse de la « valeur en lignées » des croisements, c’est-
a-dire de la moyenne des lignées dérivables d’un croisement, et c’est aussi un outil de
base tres intéressant pour la sélection récurrente.

Dans le cas des plantes allogames, comme le mais et le tournesol, outre le fait que
I’haplodiploidisation accélere la phase de fixation du matériel génétique et donc 1’ob-
tention des lignées inbred (dans ce cas complétement homozygotes) dont il faudra tes-
ter les aptitudes a la combinaison, elle offre aussi I’énorme avantage de ne plus avoir a
faire de tri intradescendance comme dans la sélection généalogique classique, du fait
méme de leur homozygotie. Toute la variabilité génétique additive, composante princi-
pale de I’aptitude générale a la combinaison, se trouve ainsi éclatée entre familles. Par
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ailleurs, on a pu montrer que 1’obtention de quelques dizaines d’HDs a partir de popu-
lations-sources permettrait de juger la valeur en combinaison de ces populations en tes-
tant ces HDs en croisement avec un testeur. Chez le tournesol, on peut ajouter que
I’haplodiploidisation par androgenése in ovulo permettrait la conversion rapide sur
cytoplasmes males stériles des lignées. Par ailleurs, 1’haplodiploidisation permettrait un
accés plus facile a la variabilité du genre Helianthus, car elle accélérerait I’introgres-
sion de résistances aux maladies, du fait de la simplification des effets génétiques.

Limites de I’haplodiploidisation

Chez certaines especes, le taux de plantes haploides doublées obtenues est souvent trop
faible pour que ces plantes puissent étre utilisées dans un programme de sélection clas-
sique. Il y a en effet dans ce cas un risque élevé de perte d’alleles. L’haplodiploidisa-
tion fixe immédiatement les produits d’une méiose et n’autorise donc plus d’autres
recombinaisons. En revanche, la sélection généalogique et la bulk peuvent, chacune a
leur fagon, utiliser le reliquat de zones hétérozygotes qui subsiste au cours des généra-
tions précoces (F3, F4) sur les bras chromosomiques et dans lesquelles des crossing-
over efficaces peuvent avoir lieu.

Bilan de la création variétale par haplodiploidisation

Chez des familles aussi importantes que les cruciferes, les céréales, les liliacées et les
solanacées, I’haplodiploidisation est couramment utilisée et de plus en plus largement
dans les programmes de sélection publics ou privés. Il existe deux points de vue chez
les sélectionneurs quant au meilleur stade d’insertion de 1’haploidie dans leurs schémas
de sélection. Il y a ceux qui préferent haploidiser tout de suite, dés la F1, puis rejeter par
la suite dans les populations d’HDs obtenues plus de génotypes. La sélection dans ce
cas suit strictement la fixation. Cette méthode est trés certainement la plus efficace pour
tous les caractéres fortement soumis au milieu ot la sélection en F2 n’est pas efficace
(cas de faible héritabilité, caracteres polygéniques). Cette méthode a abouti, notamment,
a la création de la premiere variété HD inscrite au catalogue des variétés en France par
les établissements Desprez, la variété « Florin » [5] et toujours second blé cultivé en
Belgique. Puis il y a ceux qui préférent haploidiser apres une ou deux années de sélec-
tion généalogique au champ en F2, voire en F3. Cette méthode hybride est trés certaine-
ment efficace pour les caractéres héritables, elle permet ainsi au sélectionneur d’écarter
rapidement des génotypes indésirables. Dans tous les cas, les produits sont des lignées
homozygotes, donc plus aisément jugeables [22-24]. Pour I'orge, par exemple, il y a
une différence impressionnante entre la complexité des parcelles de lignées F3 ou F4 ou
il est toujours difficile de faire un choix a cause de la structure des plantes, et une série
de lignées HD provenant du méme croisement. Les lignées HD sont plus facilement
typables. De nombreuses études ont par ailleurs démontré que 1’haplodiploidisation
in vitro, méme si elle provoque, comme nous |’évoquons par ailleurs, des vitrovariations
ou des phénomenes de sélection in vitro, conduisant a des distorsions par rapport aux
disjonctions observées en autofécodation (F2, F3, etc.), a abouti largement a des pro-
duits utilisables en sélection. Cette nouvelle méthode semble bien avoir les mémes
chances de produire de bonnes lignées que les méthodes plus traditionnelles. De plus,
de nombreuses études ont montré que, méme avec de faibles effectifs, I'HDion a un
potentiel identique aux autres méthodes. Le Tableau I rassemble, pour quelques
céréales, les principaux exemples de variétés HDs connues a travers le monde.
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Tableau I. Bilan des variétés de céréales obtenues par haplodiploidisation.

Céréales

Orge Nombreuses vari€tés : en Europe (Danemark, Allemagne, France),
au Canada, aux Etats-Unis, en Nouvelle Zélande.
Ex: Rodeo, Mingo, Craig, TBR 579.5, TBC 555.1. Gwilan. Michka

BIé tendre Nombreuses variétés en Chine (Jinghua. 1. Huapei),
quelques résultats en Europe. En France Florin tjrs cultivé en Belgique ;
deux variétés. GKI : Delibab, Ambitus : « BR 43 »

Riz Nombreuses variétés en Chine, au Japon, en Inde, en Afrique (IRRAT)
Triticale Premiéres lignées en France (INRA)

On peut estimer peut-&tre a 250 000 environ le nombre d’haploides doublés créés
annuellement dans 1’ensemble des laboratoires privés et publics chez les seules especes
colza, blé tendre et orge. Le tableau ne refléte cependant pas toute la vérité, car une
partie des sélectionneurs qui utilisent couramment cette méthode, et parfois sur une
large échelle, ne mentionnent pas chaque fois a partir de quelles méthodes ont été obte-
nues leurs variétés ; et cela volontairement, comme certains 1'ont dit & 1’auteur de ces
lignes. La raison qu’ils invoquent est qu’ils ne veulent pas effrayer leur clientele (les
débats publics sur la transgénese ont des retentissements partout) ou bien que la réputa-
tion qu’ont les cultures in vitro de provoquer des vitrovariattions pourrait nuire a 1’ima-
ge commerciale de leurs produits.

L’application de ce mode rapide de reproduction en consanguinité pour la sélection
de lignées pures ou de lignées parentales pour la création d’hybrides a connu un réel
succes. Si I'on prend I’exemple du colza dans nos régions (cas de la variété
« Goéland » par exemple) ou du canola canadien, plusieurs variétés haploides doublées
existent sur le marché et sont utilisées par les agriculteurs. Récemment, la création de
cultivars modernes, hybrides de choux de Milan, de Bruxelles ou de broccolis, a com-
mencé a s’appuyer sur I’haploidie et notamment la culture de microspores isolées [26],
méthode qui apparait comme une alternative extrémement valable pour la sélection
rapide des lignées parentales. Toujours en ce qui concerne les plantes légumieres, le
role joué par I’haploidie apparait de plus en plus grandissant [25]. On peut donc dire
que I’haploidie a véritablement déja joué son role biotechnologique, au sens ol ces
plantes ont servi I'industrie des semences et, plus généralement, ont apporté un progres
génétique. Mais, il nous semble qu’il convient de rester modeste, car le nombre de
variétés issues de I’haplodiploidisation est, somme toute, relativement faible encore, ne
représentant qu’un tout petit pourcentage de la totalité des variétés mises sur le marché.

Progres récents obtenus dans le domaine de I’haplodiploidisation :
les cultures de microspores isolées

L’haplodiploidisation a connu sur le plan méthodologique une évolution assez rapide
au cours des 7 dernieres années [54]. Récemment, aprés des progres sans précédent
dans le domaine des cultures en milieux liquides ou semi-liquides, ce sont surtout les
méthodes de cultures de microspores isolées, initialement mises au point chez le
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tabac [34, 50] et le colza [12], qui ont fait I’objet des recherches les plus actives. Ces
méthodes conduisent a I’établissement de cultures de microspores obtenues aprés
diverses techniques de broyage des anthéres, suivi de filtrations et de centrifugations.
Les principaux avantages des microspores isolées peuvent étre résumés comme suit. Ce
sont des systemes de cultures monocellulaires, haploides et & faible polymorphisme.
Les microspores ne sont plus soumises aux contraintes des parois des anthéres et, de ce
fait, sont soustraites a une partie des effets dus 4 la plante meére. En général, cette
méthode donne de meilleurs résultats que la culture d’antheres. Sur le plan pratique, la
culture de microspores isolées réduit donc les cofits de production des HDs par un alle-
gement substantiel de la phase de mise en culture. Aujourd’hui, cette méthode est lar-
gement appliquée chez le colza et I’orge par les sélectionneurs privés.

D’autre part, en ce qui concerne la recherche, les techniques de microspores isolées
permettent de placer celles-ci dans des conditions de nutrition par rapport au milieu
beaucoup plus uniformes que dans 1'anthére ou il était fréquent d’observer des effets
« position ». En conséquence, le modele « microspores isolées » est celui qui rendra
possible des expériences de sélection in vifro sans ambiguité pour des caractéres expri-
més précocement in vitro au stade gamétophytique. Un autre avantage, en recherche,
est que les microspores isolées ouvrent la voie a des études cellulaires, cytologiques et
moléculaires des processus de réorientation des microspores et d’induction androgéné-
tique. Enfin, le modele « microspores isolées », trés analogue aux modeles « cellules
isolées » ou « protoplastes », devrait faciliter les expériences de transformation géné-
tique des plantes au niveau haploide, par la voie balistique, par électroporation ou par
incorporation, tout en évitant une phase trop longue de conversion des embryons en
plantes entiéres, génératrice de vitrovariations.

Un nombre important de parametres entrent en jeu pour la réussite de la culture de
microspores isolées, comme par exemple les conditions de croissance des plantes
meres, le stade de développement des microspores au moment de leur extraction, ou les
conditions de culture (densité des microspores, milieu, hormones). Le stade des micro-
spores est souvent le méme que celui observé pour les cultures d’anthéres comme, par
exemple, chez les céréales [16, 38, ou 39]. On a démontré aussi qu’il existait une sensi-
bilité des microspores au cours des 24 premicres heures de culture, vis-a-vis d’éléments
toxiques sécrétés par elles-mémes dans le milieu de culture.

Pour certaines especes, comme le tabac, 'orge, le blé et le riz, I’obtention des
embryons et des plantes par ces méthodes de pollen isolé ont tout d’abord requis une
préculture des antheres [50]. Chez le riz [16], la culture en shed pollen, c’est-a-dire en
pollen répandu hors des anthéres dans le milieu, montre que les variétés de type
« Japonica » répondent beaucoup mieux que les variétés de type « Indica », en ce qui
concerne la production d’embryons et I’obtention de plantes vertes fertiles. Kasha et
al [38, 39], sur la variété d’orge « Igri », obtiennent des microspores isolées en faisant
macérer, pendant 3 a 4 jours, les anthéres dans une solution de mannitol a 120 gl
L’inconvénient de cette technique est qu’une partie des microspores restent prison-
niéres dans les antheres [74]. Depuis les premicres recherches, cette phase de précultu-
re a été supprimée chez le colza puis chez ’orge.

Le Tableau II [15] résume les principaux travaux publiés ayant abouti & un succes
dans le domaine des cultures de microspores isolées, en donnant des éléments sur les
stades des microspores qui ont été employés, les types de culture, les génotypes. Dans
tous les cas, les chercheurs ont essayé de développer leur modeéle sur 1 ou 2 génotypes.
Cependant, il faut savoir que cette méthode est appliquée au colza et a ’orge pour la
création 1I’obtention d’HDs sur de larges éventails de croisement.
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Tableau II. Principales références sur les méthodes de culture de microspores isolées.

Stades Types cultures  Espeéces Génotypes Auteurs
UM-UT PC puis MI Orge Igri Ziauddin er al. {74]
UM-UT PC puis MI Orge Igri Hoekstra er al. [35]
UM-BJ PC puis MI Orge Igri and Gimpel ~ Mordhorst and Lorz [46]
BJ-BM MI Orge Sabarlis Wet et al. [69]
UT-BJ PC puis MI Riz Type Indica Cho and Zapata [9]
UJ-UM SP Riz Types Indica Datta ef al. (1990) [16]
and Japonica
uT MI Mais Seneca 60 Coumans et al. [13]
UT-BJ MI Mais DHS5 x DH7 Gaillard et al. [27]
UuT MI Tomate Gardener Deberg and Nitsch [19]
U M Datura Nitsch et Norreel [49]
M MI Tabac Red Flower, Nitsch [50]
Coulo, Sylvestris
M MI Tabac Atropurpurea Wernicke and Kohlenbach [71]
M-BJ PC puis MI Tabac White burley Sunderland and Roberts [80]
BJ PC puis MI Tabac Badischer Burley = Heberle-Bors and Reinert [34]
BM PC puis MI Tabac Samsun Kyo and Harada [41]
UT-PM Mi Colza Tnton and G231 Kott et al. [40]
UT-BJ MI Colza Topaz Pechan and Keller [53]
BM-T MI Chou blanc Cao et al. [6]
UM : uninucléé médian BJ: bicellulaire jeune PC: préculture
UT: uninucléé tardif BM : bicellulaire moyen MI: microspores isolées
PM: prémitose T: tricellulaire SP: «shed pollen »
M: mitose

Les comparaisons entre cultures d’antheres et cultures de microspores ne sont pos-
sibles que lorsqu’on a traduit le nombre d’anthéres mises en culture par un nombre cor-
respondant de microspores contenues dans celles-ci. Hoekstra ef al [35] ont montré
ainsi, au cours d’'une étude comparative entre les 2 méthodes, culture d’anthéres (CA)
et culture de microspores isolées (MI), menées chez le cultivar Igri
(Hordeum vulgare L.), qu’il était possible d’obtenir 6,5 fois plus d’embryons et une
amélioration de 40 % a 50 % du taux de régénérations chlorophylliennes avec la
méthode des microspores isolées. Chez 1’orge, Ziauddin et al. [74], Kasha et al. [38,
39], obtiennent 0,12 % a 0,4 % d’efficacit¢ des MI en plantes en supposant que les
antheres contiennent 2 500 microspores, ce qui est 4 a 5 fois supérieur a la CA. Chez
le mais, les pourcentages en CA ou MI sont sensiblement les mémes: 0,02 % a
0,036 % des microspores sont induites [27, 54], et 10 % des embryons régénérent une
plante. Coumans et al [13] obtiendraient, chez le mais, une efficacité en plantes de
0,1 %. Actuellement, en MI, seul le colza donne de trés bons résultats : 1’efficacité en
embryons atteint 7,8 % [57]. Siebel et Pauls [65] ont effectué une comparaison appro-
fondie des 2 techniques, CA/MI. Il en ressort que les MI sont 10 fois plus productives
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que la CA mais que les plantes issues des 2 techniques ne différent pas dans leur com-
portement physiologique (dates de floraison, d’épiaison et de maturation). Chez le riz,
I’efficacité en embryons, exprimée en pourcentage d’embryons par microspore, peut
étre estimée a 3,5 % [9]; exprimée en pourcentage de plantes par microspore, elle
chute a 0,004 %, voire 0,001 % suivant les variétés Indica et Japonica [16]. Le tourne-
sol n’a pas connu encore de succes dans le domaine des microspores isolées malgré de
nombreux essais.

Chez le blé aussi, les recherches sur les méthodes de cultures de microspores isolées
ont progressé. Ainsi, il y a quelques années, Datta et Wenzel [16] avaient montré qu’un
choc thermique de 6 a 8 jours au froid stimulait les divisions nucléaires des microspores
isolées, obtenues par expulsion passive & I’extérieur des antheres (shed pollen), et que
¢’était la combinaison d’une forte concentration de 2,4 D a 5 mgl et de ficoll 10 %,
dans un milieu contenant de 1’hydrolysat de caséine et de la proline, qui permettait I’ini-
tiation de I’embryogenese. Cependant, ces auteurs n’avaient pas obtenu de plantes et les
microspores n’étaient isolées que mécaniquement. Plus récemment, des travaux ont
montré qu’il était possible d’obtenir des plantes haploides a partir de microspores iso-
lées des antheéres des le début de la culture, soit en les cultivant avec des ovaires [44],
soit en cultivant les microspores seules [67]. Nous avons nous-mémes [15] obtenu éga-
lement des résultats trés intéressants en microspores isolées de blé tendre et les avons
comparés avec ceux obtenus en méme temps en culture d’anthére pour 6 génotypes : les
MI donnent en général 9 & 10 fois plus d’embryons que les CA, alors que le taux de
régénération dépend beaucoup plus du génotype, avec cependant parfois une supériorité
encore de la CA. Cependant, avec la lignée HD 112, nous avons obtenu 1 055 plantes
androgénétiques vertes pour 16 €pis, apres un broyage direct des épillets au Warring
Blendor, double filtration, deux centrifugations et mise en culture des microspores iso-
lées, a la concentration de 10° microspores ml-1, en milieu Chu liquide, modifié, addi-
tionné de glucose 0,26 M et en les cocultivant avec des ovaires de la méme variété.
Nous avons donc confirmé les résultats de Mejza ef al [44], mais le milieu que nous uti-
lisons résulte de plusieurs années de recherche. Nous pensons que nous pouvons propo-
ser HD 112 comme génotype modele pour la culture de microspores isolées chez le blé,
comme Igri ou Topaz le sont chez 1’orge et le colza réciproquement. En effet,
2 a 3 microspores sur mille donnent un embryon et la fréquence des microspores don-
nant une plante haploide chlorophyllienne chez ce génotype est égale a 103, soit 10 fois
moins que celle observée chez Topaz ou Igri. Le modeéle est donc sans doute perfec-
tible, si I’on se rappelle que les travaux sur le colza ont débuté en 1985.

Principales voies de recherche liées a I’haplodiploidisation

Nous ’avons déja vu ci-dessus avec les microspores isolées, la manipulation de la
phase haploide avec les développements récents des techniques ouvre la voie sans
aucun doute a4 de nombreuses recherches. Cette derniere partie est donc consacrée & un
apergu de ces sujets qui sont liés a ’haploidie.

Le cas des especes récalcitrantes

Malgré les résultats parfois spectaculaires de I’androgenése ou des microspores isolées
chez certaines espéces, il en existe qui restent récalcitrantes & 1’androgenese in vitro ou

361



E. Picard, E. Crambes, A. Mihamou-Ziyyat

dont la réussite est partielle ou faible, voire nulle. Chez le mais, il est connu qu’a part
quelques génotypes sélectionnés, comme par exemple des HDs a haute fréquence d’in-
duction [2], le matériel qui intéresse les sélectionneurs répond trés faiblement. C’est
aussi le cas du blé dur. Chez cette espece, la phase d’induction des embryons androgé-
nétiques se passe comme chez les especes non récalcitrantes, telles que le blé tendre ou
I’orge, mais les problémes apparaissent pendant la phase de régénération ou les
embryons, pour la majorité des génotypes, ne régénérent que des plantes albinos ou des
racines. Ainsi, seules quelques plantes chlorophylliennes avaient été obtenues par les
différentes équipes. Plus récemment, Mihamou-Ziyyat [45] a mené une étude assez
extensive sur une collection de 174 lignées de blé dur et a pu ainsi montrer qu’il existe
néanmoins chez cette espéce un petit nombre (environ 10 % des lignées testées) de
lignées aptes a donner en androgenése in vitro des plantes chlorophylliennes. Leurs
performances sont alors tout a fait comparables & celles des génotypes de blé tendre
embryogenes. Au total, plus d’une cinquantaine de plantes haploides chlorophylliennes
ont ainsi été produites. Un programme de croisement a été lancé pour étudier le mode
de transmission de leur aptitude & I’androgenése. Avant que les méthodes d’androgene-
se in vitro soient mises au point sur le blé dur, ce sont les méthodes faisant appel aux
croisements intergénériques, notamment avec le mais, qui permettent d’obtenir des
plantes haploides chlorophylliennes, et par suite des haploides doublés chez cette
espece [1, 14, 59].

Marquage de I’aptitude a I’haploidie

Devant la variabilité génétique et spécifique de 1’aptitude & répondre in vitro, il est
logique que des travaux commencent a paraitre sur les possibilités de repérage, a 1’aide
de marqueurs cytologiques ou moléculaires, de cette aptitude. Ainsi Sangwan et Sang-
wan-Norreel [62] ont montré que le caractére récalcitrant ou favorable a 1’androgenése
des espéces peut €tre marqué par la différenciation plus ou moins précoce des pro-
plastes en amyloplastes au cours de la gamétogeneése mile. Les espéces connues
comme étant favorables a 1’haploidie in vitro n’accumulent de ’amidon dans leur pol-
len qu’au stade bi-cellulaire alors que cela se passe tres précocement chez les especes
récalcitrantes, les amyloplastes étant observables pendant toute la gamétogenése. Ces
organites cytoplasmiques sont connus pour ne pas pouvoir se dédifférencier in vitro.
Un autre exemple : chez le mais, la corrélation entre la synthése d’une protéine de
32 kd et I'aptitude & répondre en androgenése a été mise en évidence [68]. Elle est
induite par le prétraitement au froid des panicules avant leur mise en culture. Egale-
ment, chez une variété de blé tendre connue pour ses bonnes performances androgéné-
tiques et cultivée in vitro dans deux conditions, I’une favorable et 1’autre défavorable a
I’haploidie, Reynolds et Kitto [58] ont pu mettre en évidence, grice aux techniques de
screening différentiel de banques d’ADNc, des clones spécifiques des toutes premiéres
étapes de ’androgenc¢se. La nature et le role de ces génes exprimés ainsi spécifique-
ment sont encore inconnus.

L’albinisme

Le probleme de 1’albinisme est un probléme majeur en androgenese in vitro et spéci-
fique de cette méthode de production d’haploides. On peut dire qu’il est particuliére-
ment aigu chez les céréales comme le blé dur, I’orge, le seigle. Il a été démontré chez
le blé tendre et I’orge que les plantes albinos issues de 1’androgenese présentent des
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délétions trés importantes dans leur génome chloroplastique [17, 18]. Dans le cas ou
les plantes sont chlorophylliennes, leurs génomes chloroplastiques ne sont pas affectés
par le processus in vitro comme cela a été démontré par Rode et al [60] chez le blé ou
par Charmet et al [8] chez le Triticale. Tuvesson et al [66] avaient montré, par ailleurs,
chez le blé tendre, que cet albinisme est sous le contrfle de deux groupes de génes
nucléaires. Le premier est composé de génes a effets principalement additifs contr6lant
le pourcentage de régénérations chlorophylliennes a cause de leur effet sur 1’aptitude
globale du matériel & régénérer. Le deuxi¢me groupe, composé de quelques geénes
dominants ou a effets épistatiques, affecterait la fréquence a I'origine des structures
chlorophylliennes. Aujourd’hui, cependant, aucune explication n’a été donnée, ni des
mécanismes qui sont & ’origine de ces délétions massives, ni sur leur localisation spa-
tio-temporelle. On ne sait pas, en particulier, si les délétions préexistent dans les micro-
spores avant leur mise en culture ou bien ont lieu pendant la phase de culture. Une
étude comparée, menée par Mourilzen et Holm [47] chez 1’orge, sur les variétés Igri et
Alexis, trés différentes en ce qui concerne leurs aptitudes a donner des plantes albina,
montrent que les erreurs de réplication de I’ADN chloroplastique ne débuteraient qu’au
cours de la phase de régénération, c’est-a-dire tardivement.

Les embryons d’origine androgénétique comme source de souches cellulaires
pour obtenir des protoplastes pour la transformation génétique.

Il a été démontré récemment chez 1’orge [36] que le meilleur matériel de départ pour
établir des suspensions cellulaires aptes a la régénération et pouvant servir de cibles
pour des plasmides se trouve étre les embryons androgénétiques eux-mémes. En effet
ils permettent d’établir en quelques semaines (de 8 & 10) des suspensions cellulaires &
partir desquelles on peut isoler des protoplastes aptes a 1’organogenése, et donc consti-
tuant un matériel de choix pour la transformation. Cependant, I'établissement de telles
souches embryogeénes entraine parfois 1’apparition de stérilités males chez les plantes
régénérées.

D’autres recherches menées par exemple chez le colza ou I’orge démontrent que les
embryons haploides d’origine androgénétique sont eux-mémes un matériel excellent
quand ils sont utilisés comme explants primaires pour la transformation génétique, soit
par la voie Agrobacterium, soit par la voie balistique a condition cependant de disposer
d’un systeme efficace de régénération d’embryons secondaires & partir des explants
transformés [43, 48].

Les microspores isolées comme modéle idéal pour la transformation génétique
des especes récalcitrantes a Agrobacterium

Le systéme des microspores isolées apparait bien comme étant une des meilleures solu-
tions pour le génie génétique des especes peu ou pas réceptives aux techniques de trans-
formation par Agrobacterium. C’est le cas des céréales. En effet, il permet non seule-
ment une conversion rapide des embryons en plantes, mais également les événements de
transformation pourront étre fixés plus immédiatement & 1’état homozygote apres dou-
blement chromosomique, simplifiant ainsi I’analyse génétique par la suite. Des résultats
positifs de transformation utilisant des cultures de microspores isolées chez le colza,
I’orge et le tabac ont été obtenus récemment, avec soit le canon a particules, soit la
transformation par absorption directe [37, 72].
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Les vitrovariations au cours des processus in vitro

Des vitrovariations (ou variations gamétoclonales) sont en effet couramment observées
a la suite d’un ou de plusieurs cycles d’androgenese chez les céréales [77, 31, 55] aussi
bien que chez le tabac ou Nicotiana sylvestris [51, 52]. L’analyse de ces variations
chez les haploides doublés a été faite également au niveau des ADN nucléaires et cyto-
plasmiques par Rode er al [60, 61] ou par Charmet et al [8]. Des variations dans cer-
taines régions de I’ADN nucléaire, telles que I’espaceur non transcrit de 1’ ADN riboso-
mal, ont été mises en évidence. Les caracteres affectés par 1’androgenése in vitro sont
nombreux : hauteur, précocité, rendement, caractéristiques biochimiques, résistance aux
maladies, etc. Les travaux de Sibi et Kandil [63] et Sibi et Fakiri [64] sur I’orge ont
montré que 1’on peut obtenir des variations aussi bien en androgenése qu’en gynoge-
nese in vitro et ce, pour des caracteres biométriques et biochimiques, notamment les
alpha-amylases.

Bjornstad et al. [3, 4], dans le cadre de comparaison de méthodes de production
d’haploides doublés et de lignées homozygotes chez 1’orge et le blé, ont fait une syn-
thése des résultats obtenus récemment en ce qui concerne les variations provoquées par
le passage par I’haploidie, et surtout montré qu’il existe une interaction génotype X,
méthode treés significative. Cependant, pour reprendre Demarly et Sibi [21], les lignées
issues des méthodes de sélection « classiques », utilisant 1’autofécondation, telles que la
sélection généalogique inventée par les Vilmorin, seront génétiquement différentes des
lignées issues d’haplodiploidisation, au niveau notamment du découpage de 1’informa-
tion génétique le long des bras chromosomiques. En effet, ’'HD va fixer les recombi-
naisons ayant eu lieu dans le génome de la F1; de grands secteurs issus de chaque
parent se retrouveront donc chez les lignées HD, et les interactions entre alleéles auront
donc beaucoup d’importance. Le marquage dense du génome par les marqueurs molé-
culaires permettrait sans nul doute de résoudre cette question trés intéressante. Dans le
Tableau 11, nous donnons une liste de quelques travaux qui ont été consacrés a ’analy-
se des différences entre méthodes. L’androgenése in vitro, qui avait été soupgonnée
d’étre génératrice de vitrovariations systématiquement défavorables, n’apparait plus
ainsi a la suite de tels travaux.

La sélection in vitro pour la tolérance aux stress

Puisque ces modifications se produisent somme toute assez fréquemment, elles sont
actuellement étudiées dans le cadre d’expériences de sélection in vitro, au cours des-
quelles on soumet les microspores ou les cellules des sacs embryonnaires & des pres-
sions de sélection dirigées : forte salinité, températures élevées [45, 63]. L’objectif de
telles recherches, proposées par exemple par Lashermes [42], qui reposent non seule-
ment sur la possibilité d’obtenir des vitrovariations, mais également sur la perspective
de sélectionner au niveau gamétique et d’obtenir, a ’aide de ces processus d haplodi-
ploidisation in vitro, réalisés dans des conditions stressantes, de nouvelles lignées tolé-
rantes aux stress environementaux (sécheresse, salinité, hautes températures, froids,
etc.). Tres peu de résultats ont été obtenus jusqu’a aujourd’hui dans ce domaine. Citons
cependant les travaux de Ye et al [73] qui ont montré pour la premiere fois qu’une
sélection in vitro était possible chez 1’orge pour la résistance i la salinité.
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Les haploides doublés comme matériel idéal pour le marquage moléculaire

Si I’on fait le bilan de tous les grands programmes internationnaux de marquage molé-
culaire chez les céréales, on peut observer qu’ils sont en grande partie basés sur des
populations d’haploides doublés. C’est le cas notamment pour le programme nord-amé-
ricain de marquage de I’orge, dont le matériel est constitué de quelques populations de
150 a 200 haploides doublés obtenues a partir des croisements de référence : Steptoe X
Morex ou Harrington X TR-306 [33]. Il en est de méme pour le programme allemand
de marquage du génome de I'orge. De méme, au CIMMYT, une partie du programme
du génome du blé s’appuie sur une population d’HDs de blé (Lacaze P., com. pers.).

Les raisons d’un tel intérét pour des populations d’HDs sont les suivantes : a) 1’ha-
plodiploidisation donne des lignées définitivement fixées a partir d’un croisement ; on
parle de lignées « éternelles » ; b) le nombre d’individus génétiquement identiques chez
un HD étant quasiment illimité, cela permet une meilleure appréciation des interactions
génotypes X milieux de ces lignées par le fait que I’on peut multiplier les répétitions ;
c¢) contrairement aux analyses sur F2 ou back-cross, les HDs permettent une utilisation
de tout le polymorphisme, les génes dominants et co-dominants pouvant étre pris en
compte et enfin d) les corrélations QTL X marqueurs pourront étre estimées avec une
meilleure précision en cas de faible héritabilité. Carbonell et al [7] ont démontré, grice
a un modele statistique, qu’avec une population de 250 HDs on peut détecter dans
90 % des cas des QTLs individuels présentant une héritabilité trés faible de 0.05 par
exemple.

Les microspores isolées, un modéle pour I’analyse cytologique fine
des processus de réorientations embryogénes

Enfin, les microspores isolées sont un matériel trés accessible pour des études de cyto-
logie concernant les premiéres phases de ’embryogenese haploide. En effet, dans ce
cas on est débarrassé des parois des anthéres et les techniques d’immunofluorescence
ou de fluorescence sont plus facilement utilisables. De plus, il n’est pas sans intérét de
comparer différents processus d’embryogenése haploide : cultures d’anthéres, cultures
en shed pollen, microspores isolées. Déja, des résultats ont été publiés chez le colza qui
montrent que la premiére division embryonnaire qui intervient chez les microspores
isolées de cette espece est en général symétrique, ce qui est contraire & ce qui se passe
habituellement au cours de la permiere division zygotique [32].

Conclusion

Nous avons essayé de montrer non seulement que I’haplodiploidisation est un outil
utile en création variétale, mais qu’il doit également faire partie intégrante de tout pro-
gramme de recherche en génétique de plantes comme les céréales [70]. Son rdle tant
dans le domaine du marquage moléculaire que dans celui de la transformation géné-
tique apparait de plus en plus évident. Il ne fait aucun doute que, dans I’avenir, ce role
ira en se renforgant.
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