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Approches cellulaires et moléculaires pour comprendre le phénomène d’albinisme en androgénèse 
chez le blé dans le but de produire efficacement des plantes haploïdes doublées 
 
Résumé  
Les haplométhodes, en permettant de produire rapidement des lignées homozygotes, représentent 
aujourd’hui un outil essentiel d’accélération des programmes de sélection variétale. Sous des conditions de 
stress spécifiques, les microspores sont détournées de la voie de développement gamétophytique et sont 
réorientées vers un développement de type sporophytique, permettant la production d’embryons. 
Néanmoins, chez les céréales et notamment chez le blé, la technique d’androgénèse est largement limitée 
par la régénération d’un taux important de plantules albinos. L’objectif de mes travaux de thèse est 
d’améliorer nos connaissances sur le phénomène d’albinisme en androgénèse chez le blé, au niveau 
cellulaire et moléculaire, afin de lever ce verrou. Le développement d’une nouvelle méthode d’analyse 
cellulaire a permis la caractérisation fine de populations de microspores en culture et s’est avérée être un 
outil puissant permettant la prédiction précoce des rendements embryonnaires chez le blé. Des études 
microscopiques et morphologiques, ont mis en évidence deux voies de développement aboutissant à la 
formation de structures de type embryon ou de type cal. Enfin, une étude novatrice basée sur une analyse 
d’expression de gènes impliqués dans la biogénèse des chloroplastes a été mise en place lors des étapes 
précoces du processus d’androgénèse. Un blocage précoce dans la biogénèse des chloroplastes au sein des 
structures multicellulaires et des pro-embryons dérivant de microspores a été mis en évidence et semble 
provoqué par une perturbation de la transcription au sein des plastes. De nouveaux marqueurs 
moléculaires représentés par les niveaux d’expression relatifs des gènes rpoA, ARNr 16S et 23S ont été 
décrits et liés à la capacité à régénérer des plantules chlorophylliennes.  Les différents outils de détection 
précoce du phénomène d’albinisme développés pourront venir en appui pour l’optimisation des protocoles 
d’androgénèse chez les céréales. 
Mots clés : Microspores, Albinisme, Triticum aestivum, Cytométrie en flux par impédance, Marqueurs 
précoces de réactivité, Biogénèse des chloroplastes 

 
 
 
Cellular and molecular approaches to understand the albinism phenomenon occurring in wheat 
androgenesis in order to efficiently produce doubled haploid plants 
 
Abstract 
Haplomethods, which allow rapid production of homozygous lines, are an essential tool to speed up plant 
breeding processes. Under specific stress conditions, the microspores switch from the gametophytic 
developmental pathway to sporophytic development, allowing embryo production. However, in cereals 
and especially in wheat, the androgenesis process is largely limited by the regeneration of a high rate of 
albino seedlings. The major objective of my thesis work is to improve our knowledge of the albinism 
phenomenon in wheat androgenesis, at the cellular and molecular level, in order to eliminate this 
bottleneck. The development of a new method of cell analysis has allowed the fine characterization of 
microspore populations in culture and has proven to be a powerful tool for the early prediction of embryo 
yields in wheat. Microscopic and morphological studies have highlighted two developmental pathways 
leading to the formation of embryo-like structure or callus-like structure. Finally, an innovative study based 
on the analysis of gene expression involved in the chloroplast biogenesis was carried out during the early 
stages of androgenesis. An early blockage in the chloroplast biogenesis within multicellular structures and 
microspore-derived proembryos has been demonstrated and appears to be caused by a disruption of the 
transcription within plastids. New molecular markers, described as the relative expression levels of the 
rpoA, 16S, and 23S rRNA genes are linked to the ability of green plantlet regeneration. The various tools for 
the early detection of the albinism phenomenon developed here will support future experiments to 
improve and optimize androgenesis protocols in cereals. 
Key words: Microspores, Albinism, Triticum aestivum, Impedance Flow Cytometry, Early reactivity markers, 
Chloroplast biogenesis  
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Chapitre 1 

 

 

L’albinisme en androgénèse :  

État des lieux et avancées sur la compréhension de ce 

phénomène complexe. 
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1. L’androgénèse : un outil biotechnologique dans les 

programmes de sélection variétale 

 

Les biotechnologies font aujourd’hui partie intégrante des programmes de sélection 

variétale. Parmi elles, la production de plantes haploïdes doublées (HD) permet de réduire 

considérablement le coût et le temps nécessaires à l’obtention de lignées pures, en réduisant 

à une génération la fixation des génotypes, contre 7 à 8 générations habituellement. Les 

schémas de sélection utilisant des HD sont donc largement utilisés comme alternative aux 

méthodes classiques. Cinq techniques majeures permettent actuellement de générer des HD. 

L’élimination du génome d’un des parents peut être réalisée soit par croisement de 2 espèces 

incompatibles, soit par croisement intraspécifique, ou enfin grâce à la manipulation génétique 

du variant centromérique de l’histone H3 (CENH3) (Karimi-Ashtiyani et al., 2015; Ravi and 

Chan, 2010; Wang et al., 2019). La gynogénèse et l’androgénèse permettent la formation 

d’embryons haploïdes à partir du gamétophyte femelle et du gamétophyte mâle, 

respectivement (Bohanec, 2009; Seguí-Simarro, 2010). Ces techniques s’appuient sur la 

culture in vitro d’ovules non fécondés, d’ovaires ou encore de fleurs entières, et par culture 

d’anthères ou de microspores. Lorsque l’espèce végétale le permet, l’androgénèse reste la 

méthode privilégiée pour la production d’HD car elle demeure la méthode la moins chère et 

la plus rapide, générant une grande quantité d’HD. Cette technique est basée sur la 

réorientation du devenir des microspores, avec l’arrêt du développement gamétophytique 

aboutissant à la formation du pollen mature, vers un développement sporophytique 

permettant la production d’embryons haploïdes en culture in vitro (Touraev et al., 2001). La 

réorientation des microspores est induite grâce à l’application d’un stress adapté sur des 

microspores à un stade de développement précis, le plus souvent au stade uninucléé centré à 

tardif, voire binucléé précoce chez certaines espèces (Figures 1 et 2, tiré de Maraschin et al. 

2006). La nature du stress appliqué dépend également de l’espèce, le plus souvent un choc 

thermique, osmotique ou la privation d’une source de carbone, mais d’autres types de 

traitements physicochimiques ou des combinaisons de stress ont également été rapportés 

(Shariatpanahi et al., 2006). La production d’HD présente de nombreux autres avantages. 

  



 

 

 

Figure 1 : Processus d’androgénèse par culture de microspores isolées chez le blé. 

 

 

 

 

Figure 2 : Voies de développement gamétophytique et sporophytique des microspores. Le stress 
inducteur, ou prétraitement, est habituellement appliqué sur des microspores au stade de 
développement uninucléé centré à tardif chez les céréales. Il permet la réorientation des microspores 
vers un développement de type sporophytique. Les microspores de blé réorientées présentent une 
morphologie en étoile, due à la fragmentation de la vacuole. Les microspores réorientées se divisent 
activement et forment des structures multicellulaires, encore enclavées dans la paroi initiale d’exine. 
Après la libération de leur paroi initiale d’exine, ces structures forment des pro-embryons, puis des 
embryons qui régénèreront ensuite des plantules in vitro. v : cellule végétative ; g : cellule générative 
; p : paroi initiale d’exine. Adapté et modifié de Maraschin et al. (2006)  



- 21 - 

 

Elle permet notamment, grâce à l’homozygotie des individus obtenus, de révéler les 

mutations récessives. Les populations d’HD sont également très utiles pour la sélection 

assistée par marqueurs (SAM), particulièrement pour la cartographie génétique des QTLs 

(Quantitative Trait Loci) ou en génétique d’association (GWAS – genome-wide association), en 

sélection inversée ou encore pour estimer les fractions recombinantes (Dwivedi et al., 2015; 

Sanchez et al., 2018; Shariatpanahi and Ahmadi, 2016). 

L’androgénèse est aujourd’hui couramment utilisée chez de nombreuses espèces pour 

la production d’HD, et certaines sont même devenues des espèces modèles pour étudier les 

aspects cellulaires intrinsèques à ce processus. La réussite de cette technique repose sur de 

nombreux facteurs, allant de la culture des pieds-mères, aux modalités de stress employées 

pour réorienter le développement des microspores, ou encore aux conditions de culture in 

vitro. Néanmoins certaines espèces sont qualifiées de récalcitrantes et ne répondent pas 

correctement à l’androgénèse (Seguí-Simarro, 2015). Parmi ces espèces, certaines ont 

pourtant un intérêt agronomique mondial comme le blé, l’orge, le maïs, l’avoine ou la tomate 

(Maluszynski et al., 2003). En androgénèse, différents facteurs limitent l’efficacité de la 

technique et plusieurs goulots d’étranglements majeurs peuvent être soulignés à des stades 

définis du processus : échec de la réorientation des microspores, mort cellulaire importante 

au cours de la culture in vitro, faible production d’embryons haploïdes, échec de la conversion 

des embryons en plantules, régénération d’une très forte proportion de plantules albinos. De 

plus, chez les céréales, la sensibilité ou la récalcitrance des microspores à l’androgénèse est 

principalement influencée par le génotype.  Les génotypes de blé d’hiver peuvent ainsi 

produire jusqu’à 100% de plantules albinos, tandis que les génotypes de printemps présentent 

une récalcitrance beaucoup moins prononcée et peuvent régénérer une proportion de plus 

de 40% de plantules chlorophylliennes (Holme et al., 1999). Chez l’orge, ces tendances sont 

inversées et ce sont les génotypes d’orge de printemps qui régénèrent majoritairement des 

plantules albinos (Jacquard et al., 2009; Makowska et al., 2015). La complexité de la 

récalcitrance du blé en androgénèse s’illustre non seulement par la production quasi-exclusive 

de plantules albinos mais également par l’accumulation d’un ou plusieurs autres verrous selon 

le génotype étudié, limitant profondément l’utilisation de la technique en production.  
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La récalcitrance en androgénèse est donc non seulement multifactorielle et espèce-

dépendante mais également génotype-dépendante. Malgré le grand nombre d’études 

publiées ces dernières années sur ce sujet, très peu d’éléments sont pour le moment connus 

pour expliquer et dépasser ce blocage.  

 

2. 2. La culture de microspores isolées : un outil in vitro 

pour étudier de nombreux phénomènes biologiques 

 

2.1. Un système modèle en biologie du développement 

En plus d’être un outil de choix dans les programmes de sélection variétale, 

l’androgénèse par culture de microspores isolées est un système d’étude des mécanismes 

cellulaires chez les plantes très intéressant. Ce système fournit un modèle unique pour la 

compréhension de phénomènes biologiques précis et l’analyse de processus cellulaires tels 

que la reprogrammation des cellules, l’acquisition de la totipotence cellulaire (Reynolds, 

1997), l’embryogénèse dès les stades les plus précoces (Testillano, 2018), et la morphogénèse.  

Les microspores, cellules haploïdes originaires du gamétophytique mâle, sont capables 

de stopper leur développement gamétophytique initial sous l’effet de stimuli externes pour 

s’engager vers une voie de développement sporophytique.  Or l’androgénèse est un processus 

complexe qui nécessite la reprogrammation des microspores, puis l’acquisition de la 

totipotence cellulaire, menant finalement à l’initiation de l’embryogénèse. Ces cellules 

subissent donc de nombreux bouleversements,  y compris le remodelage de leur expression 

génique à l’échelle du génome entier (Testillano, 2019). La culture de microspores isolées est 

donc un bon système pour mettre en avant la reprogrammation et la totipotence cellulaire 

chez les plantes. 

L’embryogénèse chez les microspores fournit aujourd’hui un nouveau système 

d’intérêt pour la compréhension et l’étude des aspects fondamentaux de l’embryogénèse des 

plantes. Ainsi, l’étude cytologique des cultures de microspores a permis d’analyser les phases 

précoces de l’embryogénèse, directement en microscopie, sans barrière physique telle que  



 

 

  



- 25 - 

 

la paroi de la graine ou l’endosperme. L’avantage de ce système est le suivi facilité, direct et 

continu du processus d’embryogénèse grâce à la culture en milieu liquide de cellules isolées. 

Chez le colza, espèce modèle des Dicotylédones pour l’androgénèse, des études cytologiques 

ont permis d’analyser l’établissement de la polarité au sein des microspores embryogènes, de 

caractériser chaque étape de l’embryogénèse des microspores, de rapprocher ces stades de 

développement de ceux observés lors de l’embryogénèse zygotique, et de déterminer le rôle 

du suspenseur dans le développement de l’embryon (Supena et al., 2008). L’induction de 

l’embryogénèse chez les microspores et la culture des embryons dérivant de microspores ne 

nécessitent pas l’application d’hormones exogènes dans le milieu de culture pour la plupart 

des espèces (Pérez Pérez et al., 2019), contrairement aux systèmes d’embryogénèse 

somatique (Fehér, 2015). La culture de microspores isolées est donc un système exceptionnel 

pour étudier et comprendre le rôle et les fonctions des hormones endogènes telles que les 

auxines et les cytokinines pendant l’initiation et la progression de l’embryogénèse. Ce système 

de culture a ainsi permis d’étudier le rôle du transport polaire de l’auxine dans le remodelage 

de l’embryon et les changements hormonaux se produisant lors de la phase de maturation 

chez le colza et aussi chez l’orge, qui est l’espèce modèle des Monocotylédones pour 

l’androgénèse (Hays et al., 2001; Pérez-Pérez et al., 2019; Soriano et al., 2014). Cependant, 

peu d’éléments sont pour l’heure connus sur les fonctions des cytokinines lors de 

l’embryogénèse, de leur biosynthèse à leurs activités et leur transport (Durán-Medina et al., 

2017). De plus, des études moléculaires réalisées sur des cultures de microspores isolées ont 

mis en avant les gènes impliqués dans l’induction de l’embryogénèse (Maraschin et al., 2005), 

exprimés dans le développement précoce de l’embryon (Ahmadi et al., 2016; Malik et al., 

2007) et impliqués dans la morphogénèse (Boutilier et al., 2002; Hosp et al., 2014). Ces 

dernières années, de nombreuses équipes de recherches ont porté un intérêt particulier à 

l’étude des modifications épigénétiques, comme la méthylation de l’ADN ou l’acétylation des 

histones, et leur influence sur l’induction et la régulation de l’embryogénèse, notamment au 

sein des cultures de microspores isolées (Niazian and Shariatpanahi, 2020; Testillano, 2018).  

Enfin le système de culture de microspores isolées offre la possibilité d’étudier les 

stades plus avancées de l’embryogénèse, correspondant au début de la morphogénèse des 

embryons. Comme démontré précédemment, l’absence d’obstacle visuel permet de suivre 

facilement et directement le développement des embryons, et donc également la conversion 
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des embryons en plantules, dès l’ébauche des premiers primordia. Ce modèle d’étude permet 

de caractériser le développement et la différenciation des différents organes de la plantule 

ainsi que les mécanismes de régulation sous-jacents. Au niveau intracellulaire, il est possible 

d’analyser la différenciation des organites lors des phases précoces de la morphogénèse 

comme la différenciation des chloroplastes aboutissant à la mise en place de l’appareil 

photosynthétique. Des travaux ont d’ailleurs été menés sur la différenciation des proplastes 

au sein des microspores et embryons d’orge et ont permis de mettre en avant un 

développement similaire à celui observé chez le zygote (Caredda et al., 1999a).  

Malgré les différences morphologiques et développementales entre les embryons 

produits dans les cultures de microspores et les embryons zygotiques, la puissance de ce 

système de culture semble aujourd’hui dépasser l’étude de l’embryogénèse et montre une 

utilité croissante pour l’élucidation d’autres processus biologiques et les mécanismes de 

régulation sous-jacents. 

 

2.2. Embryogénèse des microspores et mécanismes de régulation 

sous-jacents 

Le point de départ de l’induction de l’embryogénèse chez les microspores est le stress, 

qui permet de modifier leur programme de développement pour mener à la formation 

d’embryons haploïdes. Cette réorientation du devenir des microspores repose sur trois phases 

primordiales : l’adaptation au stress, l’arrêt du programme de développement initial, et 

l’initiation de l’embryogénèse. Dès le début du processus d’androgénèse, les microspores 

doivent surmonter un certain nombre de bouleversements cellulaires nécessaires à l’initiation 

et à la progression de l’embryogénèse.  
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2.2.1. Adaptation des microspores au stress provoqué par le 

prétraitement 

Le stress provoque chez les microspores des modifications dans l’expression de leur 

génome avec l’induction de gènes liés au stress et à son adaptation. Ces dernières années, des 

études moléculaires ont permis de mettre en avant la surexpression de deux grandes familles 

de protéines en réponse au stress dans les cultures de microspores. Les HSP (Heat Shock 

Protein) ont un rôle clé dans divers processus de développement et de résistance au stress. 

Elles participent au repliement et à l’assemblage des protéines, ainsi qu’à la prévention de 

l’agrégation des protéines pour aider à maintenir l’homéostasie cellulaire (Wang et al., 2004; 

Waters, 2013). HSP70 et HSP90, principales protéines chaperonnes de cette famille, sont 

fortement induites à la suite de l’application d’un stress de type carence nutritive ou 

thermique dans les cultures de microspores, chez le genre Brassica (Cordewener et al., 1995; 

Pechan et al., 1991; Seguı-́Simarro et al., 2003), et le genre Capsicum (Barany et al., 2001), 

ainsi que chez le tabac (Zarsky et al., 1995) et l’orge (Bélanger et al., 2018). Cependant, aucune 

variation dans leurs niveaux d’expression n’a été détectée lorsqu’un prétraitement de nature 

différente a été appliqué (Zhao et al., 2003). L’expression de GST (Glutathione S-Transférase) 

rapportée dans les cultures de microspores d’orge est régulée à la hausse pendant les 

premières étapes de l’androgénèse (Maraschin et al., 2006; Vrinten et al., 1999). Les protéines 

HSP et GST ont également été mises en évidence lors de l’embryogénèse somatique initiée 

par les auxines (Kitamiya et al., 2000; Nagata et al., 1994; Thibaud-Nissen et al., 2003). La GST 

est impliquée dans divers processus de réponse au stress et notamment dans la protection 

contre le stress oxydatif (Garretón et al., 2002). Or le prétraitement appliqué aux microspores 

en androgénèse conduit à une augmentation de la production de ROS (Reactive Oxygen 

Species). Les ROS sont des molécules de signalisation permettant l’activation des réponses 

cellulaires au stress mais peuvent également causer des dommages cellulaires si leur niveau 

dépasse un certain seuil. L’équilibre entre la production de ROS et les mécanismes de défense 

contre ces ROS est déterminant pour l’homéostasie des cellules, devenant ainsi un facteur clé 

pour la réussite du processus d’androgénèse. Si les microspores réussissent à s’adapter au 

stress et à maintenir une certaine homéostasie cellulaire, elles pourront poursuivre leur 

développement en androgénèse. A l’inverse, des dommages cellulaires trop importants 

induisent la mort des cellules. Chez les plantes, la machinerie protéolytique régule à la fois  
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l’homéostasie et la mort cellulaire (van der Hoorn and Jones, 2004). Des études ont rapporté 

l’activation de protéases de type caspase-3-like et cathépsine au sein des cultures de 

microspores d’orge et de colza après le prétraitement, en lien avec l’augmentation des 

niveaux de mort cellulaire (Bárány et al., 2018; Pérez-Pérez et al., 2019; Rodriguez-Serrano et 

al., 2012). L’ajout de molécules piégeuses de ROS, c’est-à-dire des antioxydants comme l’acide 

ascorbique, d’inhibiteur de ROS tel que le chlorure de Manganèse II, ou d’inhibiteurs de 

protéases a permis de réduire considérablement les taux de mort cellulaire dans les 

populations de microspores de colza et d’orge (Bárány et al., 2018; Pérez-Pérez et al., 2019). 

Cependant, l’application d’inhibiteurs de monoxyde d’azote (NO) dans les cultures de 

microspores d’orge a entrainé une diminution de l’initiation de l’embryogénèse et un retard 

dans le développement des embryons (Rodriguez-Serrano et al., 2012). Ce résultat a mis en 

lumière le double rôle du NO en androgénèse, où il est impliqué dans les programmes de mort 

cellulaire mais aussi dans l’initiation de la division des microspores réorientées. Ces 

traitements pharmacologiques ouvrent donc de nouvelles perspectives pour optimiser la 

viabilité des microspores et leur adaptation au stress dès les phases les plus précoces du 

processus d’androgénèse, et améliorer ainsi le taux d’induction de l’embryogénèse au sein de 

la population.  

 

2.2.2. Arrêt du programme de développement gamétophytique 

En androgénèse, l’arrêt du programme de développement gamétophytique est primordial 

pour la réorientation des microspores. Ce phénomène implique un profond remodelage de 

l’architecture des cellules, notamment au niveau cytoplasmique. L’autophagie est la voie 

catabolique majeure permettant le recyclage du matériel cellulaire mais joue également un 

rôle important dans les mécanismes de réponse au stress et de mort cellulaire. Des études 

rapportent par ailleurs un lien entre les ROS et l’autophagie (Pérez-Pérez et al., 2010, 2012; 

Testillano, 2019). Les dommages oxydatifs liés à la génération excessive de ROS chez 

Arabidopsis entrainent l’induction de l’autophagie (Bassham, 2007). Ces dernières années, un 

intérêt croissant s’est porté sur le mécanisme d’autophagie et son implication en 

androgénèse. Des travaux menés sur des microspores d’orge ont ainsi mis en évidence 

l’activation de l’autophagie à l’issue du prétraitement, en parallèle de l’augmentation de la  
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production de ROS et de la mort cellulaire (Bárány et al., 2018). Chez le colza, la production 

massive d’autophagosomes et de vacuoles autophagiques a été rapportée uniquement au 

sein des microspores embryogènes, et n’ont pas été observé chez les microspores de type 

pollen et non réorientées (Corral-Martínez et al., 2013).  L’autophagie semble donc être le 

processus préférentiel pour le nettoyage cytoplasmique des microspores en androgénèse.   

L’acquisition de la totipotence cellulaire par les microspores implique en outre un 

profond remodelage de l’expression génique, permettant l’arrêt et l’élimination de la 

machinerie gamétophytique et l’activation du nouveau programme de développement 

sporophytique. Ces changements dans l’expression génique des microspores sont caractérisés 

par le changement de l’organisation globale du génome et par le remodelage de la 

chromatine. Les mécanismes épigénétiques ont un rôle clé dans la régulation de différents 

processus biologiques chez les plantes, de leurs réponses au stress et aux variations 

environnementales, à l’embryogénèse somatique ou encore à l’organogénèse (Luo et al., 

2012; Miguel and Marum, 2011; Reyes, 2006).  Les marques épigénétiques contrôlant 

majoritairement l’organisation de la chromatine sont la méthylation de l’ADN, la méthylation 

et l’acétylation des histones. La méthylation de l’ADN affecte la conformation de la 

chromatine en la bloquant dans une forme active, chromatine ouverte, ou une forme inactive, 

chromatine fermée (Kouzarides, 2007). Récemment des études ont montré que la structure 

de la chromatine peut être liée aux transitions cellulaires dans différents systèmes de culture, 

et que la totipotence cellulaire est rattachée à un état de chromatine ouverte, augmentant 

l’accessibilité du génome à la machinerie transcriptionnelle (Grafi et al., 2011; Solís et al., 

2015). La diminution du niveau de méthylation de l’ADN a été constatée chez les microspores 

de colza et d’orge après le prétraitement. Les microspores embryogènes et les pro-embryons 

précoces sont caractérisés par une faible méthylation de leur ADN avec une chromatine 

décondensée, signe de l’acquisition de la totipotence cellulaire (El-Tantawy et al., 2014; Solís 

et al., 2012). La seconde marque épigénétique majeure est la modification des histones, dont 

les plus connues sont la méthylation de la lysine de l’histone H3 en position 9 (H3K9) et 

l’acétylation des lysines de la queue N-terminale des histones H3 et H4. Ces modifications des 

histones font l’objet de plus en plus de travaux en lien avec différents processus biologiques 

chez les plantes, les algues et les animaux. Ces travaux ont notamment permis de mettre en 

évidence deux principes clés : les méthylations H3K9 et H3K27, qualifiés de marques  
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répressives, mènent au silencing des gènes, et les méthylations H3K4 et H3K36, marques 

permissives, sont associées à une transcription active des gènes (Eberharter and Becker, 2002; 

Liu et al., 2010).  Dans les cultures de microspores d’orge et de colza, l’application en début 

de culture d’inhibiteurs de méthylation de l’ADN et d’inhibiteurs de méthylation de l’histone 

H3K9 favorise l’initiation de l’embryogénèse (Berenguer et al., 2017). Les mêmes expériences 

menées en embryogénèse somatique chez Arabidopsis ont conduit aux mêmes résultats 

(Mozgová et al., 2017). Ces études ont cependant rapporté une altération du développement 

embryonnaire si ces inhibiteurs sont appliqués à des stades avancés de l’embryogénèse. Ainsi, 

l’initiation de l’embryogénèse implique une faible méthylation de l’ADN et des histones tandis 

que la progression du développement embryonnaire est caractérisée par une augmentation 

du niveau de méthylation de l’ADN des cellules. L’acétylation des résidus de lysine des 

histones H3 et H4 favorise un état de chromatine ouverte et est donc plutôt associée à une 

transcription active des gènes (Onder et al., 2012). Une des avancées majeures en 

androgénèse est l’utilisation de la trichostatine A (TSA), inhibiteur de l’acétylation des 

histones, qui a largement amélioré les taux d’induction des microspores, la production 

d’embryons et leur conversion en plantules chez le colza (Li et al., 2014a), l’orge (Pandey et 

al., 2017) et le chou de Chine (Zhang et al., 2016), sans compter l’amélioration des taux de 

régénération en plantules chlorophylliennes chez le blé (Jiang et al., 2017). L’acétylation des 

histones joue donc un rôle crucial dans la reprogrammation des microspores et est également 

liée à la totipotence dans plusieurs systèmes de cultures cellulaires. La reprogrammation des 

microspores, l’acquisition de la totipotence cellulaire et l’initiation de l’embryogénèse font 

donc appel à un remodelage structural complet de la cellule, tant au niveau nucléaire que 

cytoplasmique, avec l’arrêt du programme de développement gamétophytique, l’élimination 

des organites endommagés ou inutiles et la préparation des cellules à un nouveau devenir. 

 

2.2.3. Réorientation du devenir des microspores vers un développement 

de type sporophytique 

La troisième phase majeure au début du processus d’androgénèse est l’initiation du 

programme de développement sporophytique chez les microspores. Différents travaux ont 

montré l’importance des régulateurs de croissance dans le développement des embryons,  



 

 

  



- 37 - 

 

notamment en embryogénèse somatique, avec une implication des auxines et cytokinines 

plutôt dans les phases précoces de l’embryogénèse, et les acides gibbérellique et abscissique 

dans les phases plus tardives (Fehér, 2015). La modification du programme génétique des 

cellules et l’induction de l’embryogénèse sont en partie régulées par les hormones qui 

contrôlent l’expression de nombreux gènes. De plus, des études récentes ont montré que 

l’auxine (De-la-Peña et al., 2015) et la composition minérale des milieux de culture in vitro, 

comme la source d’azote (Leljak-Levanić et al., 2004), contribuaient à modifier la méthylation 

de l’ADN des cellules embryogéniques. Dans le cas de l’auxine, ces changements de 

méthylation de l’ADN sont associés à la régulation de certains gènes clés du processus 

d’embryogénèse chez les plantes, comme Babyboom (BBM), Wuschel (WUS), Leafy Cotyledon 

(LEC) (Nic-Can et al., 2013). La surexpression du gène BBM, un facteur de transcription de la 

famille AP2/ERF, a par ailleurs été mise en évidence dans les cultures de microspores de colza 

(Boutilier et al., 2002). L’expression de ce gène permet de favoriser l’induction de 

l’embryogénèse, et promeut la prolifération cellulaire et la morphogénèse. Une accumulation 

d’auxines endogènes a été rapportée dans les embryons précoces dérivant de microspores 

chez le colza et l’orge (Dubas et al., 2014; Rodríguez-Sanz et al., 2015; Soriano et al., 2014). 

Rodríguez -Sanz et al. (2015) ont par ailleurs montré une biosynthèse de novo d’auxines 

endogènes ainsi qu’une accumulation d’AIA (Acide Indole 3-Acétique) dans les pro-embryons 

de colza, révélant l’implication des auxines endogènes dans la reprogrammation des 

microspores et la formation d’embryons. L’AIA est la forme principale des auxines endogènes 

chez les plantes. Cette famille d’hormones végétales est impliquée dans la croissance des 

plantes, de la régulation de la division des cellules à leur différenciation (Leyser, 2018; Nic-Can 

and Loyola-Vargas, 2016). Des études ont rapporté le rôle clé de l’AIA en embryogénèse, avec 

une stimulation de sa biosynthèse tout au long du développement de l’embryon zygotique 

(Möller and Weijers, 2009). Pérez-Pérez et al. (2019) ont ainsi démontré, grâce à l’application 

d’inhibiteurs de synthèse et d’antagonistes des auxines dans le milieu de culture de 

microspores d’orge, que l’activation de la biosynthèse d’auxine se fait en parallèle de 

l’initiation du développement sporophytique des microspores, et que cette synthèse est 

nécessaire à l’embryogénèse. De plus, l’inhibition du transport des auxines provoque une 

diminution considérable du développement des embryons dès les stades précoces. Le 

transport polaire de l’auxine au sein des microspores permet donc la progression du processus 

d’embryogénèse. D’autres inhibiteurs de la synthèse d’hormones végétales ont été décrit  
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comme ayant un effet favorable sur la réorientation des microspores et les rendements 

embryonnaires.  Ainsi l’induction de l’embryogénèse peut également être renforcée par 

l’application d’inhibiteurs de la synthèse d’éthylène chez Brassica napus (Leroux et al., 2009). 

L’auxine est également impliquée dans la régulation du remodelage de la paroi 

cellulaire chez Arabidopsis, en réduisant sa rigidité lors de l’organogénèse (Lewis et al., 2013). 

La structure, la composition et la dynamique des parois cellulaires influencent et régulent la 

forme des cellules et leur devenir, et à plus grande échelle le développement et la croissance 

de la plante (Somerville et al., 2004). Les Arabinogalactanes (AGP) et protéines associées sont 

des protéines structurales présentes dans la paroi cellulaire et la membrane plasmique des 

cellules végétales (Seifert and Roberts, 2007). Les AGP ont un rôle essentiel dans de nombreux 

processus de développement, y compris l’initiation de l’embryogénèse et le développement 

des embryons. Des études ont rapporté la surexpression des gènes liés aux AGP lors de 

l’initiation de l’embryogénèse somatique et lors de l’induction de l’embryogénèse chez les 

microspores de colza (El-Tantawy et al., 2013; Li et al., 2014b; Malik et al., 2007) avec une 

augmentation de la production de ces protéines lors du développement des embryons. Des 

changements drastiques dans l’architecture et l’ultrastructure de la paroi cellulaire des 

microspores ont lieu lors de l’induction de l’embryogénèse, y compris dans sa composition en 

AGP, et ce remodelage se poursuit lors du développement des embryons (Corral-Martínez et 

al., 2019). El-Tantawy et al. (2013) ont par ailleurs démontré la présence d’AGP dans des 

vésicules de sécrétion aux stades précoces du développement embryogénique des 

microspores. Ces AGP sont ensuite exportés au travers de la paroi cellulaire et sécrétés dans 

le milieu de culture. Or cette sécrétion d’AGP endogènes, tout comme la supplémentation des 

milieux de culture des microspores en AGP exogènes, ont fortement stimulé le 

développement des embryons dérivant de microspores chez le colza (Corral-Martínez et al., 

2019), le maïs (Borderies, 2004), le blé (Letarte et al., 2006), et l’aubergine (Corral-Martínez 

and Seguí-Simarro, 2014). Des effets similaires ont été rapportés en embryogénèse somatique 

et zygotique (van Hengel et al., 2001; Poon et al., 2012).  Borderies et al. (2004) avaient 

d’ailleurs proposé l’utilisation d’AGP exogènes pour stimuler le développement des 

microspores en androgénèse, notamment chez les espèces et génotypes récalcitrants ; 

résultats observés avec succès chez l’aubergine où les AGP ont favorisé l’embryogénèse 

directe à partir des microspores (Corral-Martínez and Seguí-Simarro, 2014).  
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Enfin, l’application dans le milieu de culture de polysaccharides extraits d’algues rouges, les 

carraghénanes, a permis d’améliorer les taux d’induction des microspores de brocoli et donc 

les rendements embryonnaires associés (Lemonnier-Le Penhuizic et al., 2001). 

Ces dernières années, l’intérêt pour la culture de microspores isolées comme système 

de culture modèle n’a fait que se renforcer. Ce système de culture a déjà montré ses 

nombreux avantages pour l’étude et la compréhension de phénomènes biologiques tels que 

la reprogrammation et l’acquisition de la totipotence cellulaire, l’embryogénèse et la 

morphogénèse. De récentes études ont pu mettre en évidence l’importance de certains 

mécanismes déterminant pour l’embryogénèse des microspores, comme la réponse au stress, 

l’autophagie, la régulation hormonale, les mécanismes épigénétiques, et le remodelage du 

cytoplasme, de la chromatine et des parois cellulaires. Ces avancées permettent d’améliorer 

notre compréhension des mécanismes clés impliqués dans le processus d’androgénèse. 

Malgré cela, la complexité du système et l’équilibre très fin des processus activés ou inhibés 

lors de l’androgénèse font que la mise au point de protocoles en fonction de l’espèce, et 

même du génotype, est très difficile. Enfin, beaucoup d’éléments et de facteurs déterminants 

n’ont pas encore été élucidés, y compris le verrou majeur en androgénèse chez les céréales : 

le taux important de régénération de plantules albinos.   

 

3. L’albinisme en androgénèse 

 

3.1. Définition générale de l’albinisme 

L’albinisme est défini comme une absence de pigmentation des tissus, ce phénomène 

est souvent dû à des mutations, et existe de manière naturelle au sein des organismes 

photosynthétiques ou animaux. Il existe différents degrés d’albinisme, allant d’une perte 

partielle à complète des pigments. Chez les plantes, l’albinisme se traduit par une absence de 

chlorophylle, et peut affecter une partie de l’appareil aérien ou seulement une partie de la 

feuille elle-même (panachure). Ce second point fait que cette mutation peut être recherchée 

par les horticulteurs, notamment pour les espèces ornementales. Chez certaines espèces, 

dont le thé (Shin et al., 2018) et le chou frisé ornemental (Yan et al., 2020), l’albinisme peut  
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être induit par des températures froides, et de façon réversible lorsque la température 

augmente. Cependant des mutations plus importantes peuvent apparaitre dès la germination 

de la plante, qui ne peut alors se développer que jusqu’à épuisement des réserves de la graine 

et meurt rapidement à cause de son incapacité à survivre de façon autotrophe.  

Le cas de l’albinisme en androgénèse est un cas un peu particulier car les différents 

éléments nutritifs présents dans le milieu de culture in vitro permettent la croissance et le 

développement des plantules albinos, qui ne pourraient pas survivre en dehors de ce milieu 

artificiel. La production d’HD chez les céréales est largement impactée par la forte 

régénération de plantules albinos qui ne peuvent être acclimatées en dehors de la culture in 

vitro et donc ne sont pas utilisables par les sélectionneurs. 

Chez les plantules albinos de céréales issues d’androgénèse, des travaux ont mis en 

évidence l’absence de chlorophylle a et b (Asakaviciute et al., 2006). Toutefois, un des 

précurseurs de la chlorophylle, le protochlorophyllide, est présent chez ces plantules albinos. 

La chlorophylle n’est pas le seul pigment à être absent ou fortement réduit chez les plantules 

albinos issues de l’androgénèse, on constate également des taux largement inférieurs de 

violaxanthine, de lutéine et de β-carotène chez ce phénotype (Kumari et al., 2009). La voie de 

biosynthèse de la chlorophylle n’est donc pas la seule voie impactée et la synthèse des autres 

pigments secondaires associés à la photosynthèse est également régulée négativement chez 

les plantules albinos. 

 

3.2. Etudes cytologiques et génétiques de l’albinisme en 

androgénèse 

 

3.2.1. Le devenir des plastes au sein des microspores 

 

3.2.1.1. Voie gamétophytique 

Les microspores possèdent 10 à 20 plastes de petite taille, incolores, indifférenciés, 

appelés proplastes. Ces proplastes n’ont aucune fonction métabolique au sein de ces cellules 

immatures et peuvent se différencier en n’importe quel type de plaste, selon le devenir de la  
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cellule (Jarvis and López-Juez, 2013). Lors du développement gamétophytique des 

microspores, les proplastes contenus dans la cellule végétative se différencient en 

amyloplastes, permettant le stockage de l’amidon, indispensable pour la formation et la 

germination du tube pollinique, ou dégénèrent (Clément and Pacini, 2001; Mozgova et al., 

2012). Lors du développement du pollen de ces espèces, l’ADN plastidial (ADNpt) est dégradé 

lors des mitoses des microspores, pendant la maturation du pollen et la croissance du tube 

pollinique (Caredda et al., 1999b; Mogensen, 1996). Chez les céréales comme le blé et l’orge, 

l’hérédité cytoplasmique est maternelle. Chez les plantes issues de fécondation, les 

chloroplastes proviennent donc exclusivement de la mère (Kumari et al., 2009). 

 

3.2.1.2. Voie sporophytique 

En androgénèse, la régénération de plantules chlorophylliennes n’est possible que si 

les proplastes au sein des microspores sont correctement reprogrammés vers une 

différenciation en chloroplastes. Cependant, en androgénèse chez les céréales, tous les 

proplastes ne se différencient pas en chloroplastes au sein des microspores réorientées et 

certains montrent un développement similaire à celui observé lors du développement 

gamétophytique des microspores, c’est-à-dire une différenciation en amyloplastes, tandis que 

d’autres dégénèrent. Cette absence de différenciation des proplastes en chloroplastes aboutit 

à la formation de plantules albinos. 

Une récente étude sur les microspores de colza a mis en évidence un phénomène 

inhabituel et peu connu se produisant au sein des plastes (Parra-Vega et al., 2015). Il a été 

montré que les microspores réorientées vers l’embryogénèse possèdent des plastes 

atypiques, présentant des changements drastiques dans leur ultrastructure avec une 

réduction du nombre de thylakoïdes et du volume du stroma, des protusions et des 

compartiments internes remplis de cytoplasme. La présence de phosphatase acide a permis 

en outre de mettre en évidence une activité lytique au sein de ces plastes. Cette forme 

plastidiale est transitoire, car les microspores non embryogènes et les embryons dérivant de 

microspores, à un stade de développement plus avancé, présentent uniquement des plastes 

conventionnels (proplastes, amyloplastes ou chloroplastes). Ainsi, sous certaines conditions 

spécifiques, telles que celles nécessaires au processus d’androgénèse, les plastes peuvent se 

différencier en plastes autophagiques, ou plastolysomes, capables de nettoyer et remodeler   
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le cytoplasme des microspores, essentiel pour l’établissement du programme de 

développement sporophytique. Ces plastolysomes représentent environ 40 % de la 

population plastidiale totale et dégénèrent au cours de l’embryogénèse des microspores. 

La régénération de plantules albinos est un phénomène très rare chez les espèces de 

Dicotylédones, contrairement aux céréales où des espèces comme le blé et l’orge peuvent 

parfois régénérer exclusivement des plantules albinos. Il apparait donc nécessaire de modifier 

le devenir des plastes, de réorienter leur développement, comme c’est le cas pour les 

microspores lors du processus d’androgénèse, pour éviter les dommages et la dégradation de 

l’ADNpt, et ainsi régénérer des plantules chlorophylliennes.  

 

3.2.2. Études cytologiques 

De nombreuses études ont été menées sur les causes possibles de l’albinisme en 

androgénèse, et notamment sur l’intégrité chloroplastique aux niveaux morphologique, 

biochimique et génomique. 

Différentes hypothèses ont été formulées sur la phase critique du devenir des plastes 

en androgénèse : certaines postulent que les premières étapes du développement des 

microspores seraient cruciales et que le stress inducteur appliqué aux microspores 

permettrait de stopper les dégradations de l’ADNpt. Ainsi les microspores ayant subi peu de 

dégâts au niveau de leurs plastes régénèreraient des plantules chlorophylliennes tandis que 

les autres produiraient des plantules albinos (Muñoz-Amatriaín et al., 2009; Sunderland and 

Huang, 1985; Wang et al., 1999). D’autres hypothèses, à l’inverse, indiquent que des étapes 

plus tardives du processus d’androgénèse seraient impliquées, notamment la phase de 

régénération des plantules (Mouritzen and Holm, 1994).  

Une étude récente menée sur la différenciation des plastes lors de la 

microgamétogénèse de l’orge a démontré que la régénération de plantules albinos est 

déterminée non pas au stade de régénération des plantules mais avant même le début du 

processus d’androgénèse (Gajecka et al., 2020). En effet, les auteurs ont montré une 

activation précoce de la synthèse d’amidon dans les microspores in planta, à un stade 

antérieur ou équivalent au stade uninuclée centré, stade couramment utilisé pour les céréales 

en androgénèse, chez les génotypes qualifiés de récalcitrants pour la production de plantules  
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chlorophylliennes. Cette activation précoce de la synthèse d’amidon reflèterait le début de la 

différenciation des proplastes en amyloplastes chez ces microspores entrainant, lors de 

l’androgénèse, une faible régénération de plantules chlorophylliennes pour ces génotypes. 

Des études cytologiques menées par Caredda et son équipe (1999 ; 2000 ; 2004) ont montré 

des différences structurales et développementales des plastes au sein des microspores d’orge 

en androgénèse. Avant le prétraitement, dans les épis, les microspores contiennent des 

proplastes avec un unique grain d’amidon, un seul thylakoïde et qui sont dépourvus de corps 

prolamellaire (PLB). Le stress appliqué aux microspores provoque quelques modifications de 

la structure et de l’organisation des proplastes qui possèdent alors plusieurs grains d’amidon 

dans leur stroma et quelques prothylakoïdes (Figure 3 A et B, adapté de Caredda et al. 2000). 

Après une dizaine de jours de culture in vitro, les cellules, organisées en structures 

multicellulaires contiennent des proplastes allongés, possédant toujours de l’amidon, mais 

également de jeunes thylakoïdes (Figure 3 C à F). Ce n’est seulement qu’à partir de 21 jours 

de culture, lorsque les premières structures embryonnaires sont visibles, que l’on peut 

observer la différenciation des proplastes en chloroplastes (Figure 3G). Au cours de la culture, 

des anomalies de développement ont été mises en évidence au sein d’une partie des plastes, 

avec de fortes modifications structurales de leur enveloppe et de la membrane des 

thylakoïdes. Des plastes anormaux, indifférenciés, contenant des PLB, beaucoup de 

plastoglobules et des thylakoïdes non organisés ont été rapportés dans les structures 

androgéniques du génotype d’orge récalcitrant (Figure 3H). Les cellules des plantules albinos 

régénérées présentent des anomalies de développement des plastes, qui contiennent peu de 

membranes internes, une quantité importante de PLB et de plastoglobules (Figure 3J), alors 

que les plantules chlorophylliennes possèdent des chloroplastes fonctionnels (Figure 3I), 

contenant une quantité importante de membranes internes, des thylakoïdes organisés en 

grana et quelques grains d’amidon. Enfin, Caredda et al. (2004) ont révélé l’absence de 

chlorophylle lors de la régénération des embryons dérivant des microspores chez le génotype 

récalcitrant d’orge de printemps, contrairement aux embryons du génotype d’hiver qui 

accumulent rapidement de la chlorophylle après l’exposition à la lumière. 

 

La régénération de plantules albinos est due à un échec de la reprogrammation du 

développement des plastes et les étapes précoces de l’androgénèse jouent probablement un  
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rôle crucial dans la capacité des plastes à se différencier en chloroplastes. Le prétraitement 

appliqué doit être capable de réorienter à la fois le noyau des microspores mais également les  

plastes. Or, pour certains génotypes, de blé ou d’orge, les microspores en culture régénèrent 

à la fois des plantules chlorophylliennes et des plantules albinos. Cela suggère que le 

prétraitement est capable de réorienter le devenir d’une partie seulement des proplastes au 

sein de la population de microspores. Cette reprogrammation est certainement influencée par 

de nombreux facteurs agissant de manière complexe, avec notamment l’influence du génome 

nucléaire sur l’expression du génome plastidial et avec l’interaction entre ces deux génomes. 

 

3.2.3. Étude du génome plastidial et influence du génome nucléaire sur la 

régénération de plantules albinos 

De nombreuses études ont porté sur la comparaison génomique de l’ADNpt des 

plantules androgéniques chlorophylliennes et albinos. Le génome plastidial est considéré 

comme hautement stable. Néanmoins chez les plantules albinos, des défauts importants dans 

la structure de l’ADNpt ont été mis en évidence, comme des délétions simples ou multiples de 

segments d’ADN allant de 10 à 100kbp (Harada et al., 1992). Ces délétions, principalement 

situées dans la région de copie unique du génome des plastes, peuvent altérer la conformation 

de l’ADNpt et donc induire de drastiques changements transcriptionnels, notamment pour les 

gènes codant les protéines des photosystèmes I et II situés dans cette région (Makowska and 

Oleszczuk, 2014). Ces délétions de l’ADNpt ont été suggérées de nombreuses fois comme 

cause principale de l’albinisme et ont été rapportées chez le blé (Day and Ellis, 1984, 1985; 

Mozgova et al., 2012), l’orge (Dunford and Walden, 1991; Mouritzen and Holm, 1994), le riz 

(Harada et al., 1991; Yamagishi, 2002), et le triticale (Mozgova et al., 2012). Chez le blé, 

environ 35% des plantules albinos issues de culture d’anthères possèdent des délétions de 

taille et localisation différentes (Harada et al., 1991; Zhao et al., 2017). Néanmoins, ces 

délétions ne sont pas détectées chez toutes les plantules albinos, et une autre étude a révélé 

des niveaux d’expression différents pour les gènes plastidiaux entre les plantules 

chlorophylliennes et albinos (Ankele et al., 2005). Ces délétions ne sont donc pas la cause 

principale de l’albinisme en androgénèse mais pourraient être la conséquence de nombreux 

stress subis par les microspores comme le stress inducteur ou la culture in vitro (Makowska 

and Oleszczuk, 2014).  
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Une étude moléculaire menée chez le blé a permis de révéler que les plantules albinos 

étaient dépourvues de ribosomes plastidiaux et avaient donc une transcription et une 

traduction modifiée au sein des plastes par rapport à celles des plantules chlorophylliennes. 

Une étude transcriptomique par puce à ADN chez des génotypes d’orge, présentant une 

génétique similaire mais une propension à régénérer des plantules albinos différentes en 

androgénèse, a montré l’expression différentielle de 213 gènes (Muñoz-Amatriaín et al., 

2009). Les auteurs ont pu lier l’expression des gènes associés au développement des plastes 

à la régénération de plantules albinos. Cette étude confirme l’implication des gènes nucléaires 

dans le développement des chloroplastes au cours de l’androgénèse et leur influence sur la 

régénération de plantules albinos ou chlorophylliennes. Les études transcriptomiques 

génèrent une quantité colossale de données, dont la plupart n’a pu être traitée à ce jour, et 

la fonction de nombreux gènes différentiellement exprimés reste encore à identifier. Enfin, de 

nombreuses études se sont concentrées sur l’identification de QTL (Quantitative Trait Loci) 

associés à la régénération de plantules chlorophylliennes afin de tenter d’évaluer rapidement 

par marquage moléculaire l’aptitude, ou la récalcitrance, d’un génotype à produire des 

plantules chlorophylliennes en androgénèse. Chez le blé, l’analyse de QTL a montré la 

contribution de facteurs nucléaires pour la formation de plantules albinos, cartographiés sur 

les chromosomes 1BL, 2AL, 2BL, 5BL (Torp et al., 2001).  De plus, différents QTLs associés à 

l’albinisme ont pu être identifiés chez l’orge (Chen et al., 2007; Muñoz-Amatriaín et al., 2008), 

le triticale (Krzewska et al., 2015) et le riz. La combinaison de plusieurs QTL permet d’expliquer 

une partie seulement de la fréquence de différenciation de plantules chlorophylliennes et 

souvent, les gènes sous-jacents à ces QTL ne sont pas connus. 

Enfin, très récemment, une étude menée sur la différenciation des proplastes au cours de 

l’androgénèse a montré que l’altération de la machinerie traductionnelle des plastes a 

provoqué le blocage précoce de leur différenciation au sein des embryons d’orge, et a inhibé 

le processus de photomorphogénèse (Gajecka et al., 2021). De plus, les auteurs ont rapporté 

que les plastes, contenus dans les embryons du génotype récalcitrant, présentaient un plus 

faible nombre de copies du plastome et que sa réplication était en outre incomplète. 
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3.3. Hypothèses autour d’une mise en place précoce de l’albinisme 

en androgénèse chez le blé 

Malgré les nombreux travaux de recherche et les efforts fournis par plusieurs équipes 

internationales, les causes de l’albinisme chez les céréales en androgénèse ne sont pas 

connues, et les hypothèses restent nombreuses. Les différentes études menées ont permis 

d’appréhender au mieux ce phénomène complexe, multifactoriel et génotype-dépendant. 

Mais, pour l’heure, aucune solution n’a été trouvée pour pallier à la forte proportion de 

plantules albinos régénérées chez le blé et permettre une production d’HD en routine pour 

les génotypes récalcitrants. L’adaptation des modalités de prétraitement et des conditions de 

culture in vitro, notamment la composition des milieux, pour chaque génotype semble bien 

fastidieuse si aucun élément de réponse supplémentaire ne vient appuyer ces recherches. 

Nous avons vu précédemment que les mutations et délétions dans l’ADNpt n’étaient pas la 

cause principale de l’albinisme et que la régénération de plantules albinos était due à 

l’absence de chloroplastes fonctionnels au sein de ces plantules. L’échec de la 

reprogrammation des proplastes en parallèle de la réorientation des microspores vers un 

développement sporophytique semble donc être une piste de recherche prometteuse pour la 

compréhension du phénomène d’albinisme en androgénèse. Cette hypothèse a été soutenue 

par la mise en évidence de proplastes, indifférenciés ou bloqués dans leur différenciation, et 

d’amyloplastes au sein des structures androgéniques et des plantules albinos d’orge (Gajecka 

et al., 2021). Ces éléments m’ont menée à diriger mes travaux de thèse vers l’hypothèse que 

le blocage dans la différenciation des proplastes en chloroplastes se produisait, lors de la 

culture de microspores de blé, de manière précoce. L’étude de la biogénèse des chloroplastes 

lors du développement normal de l’embryon et de la plante est un vaste domaine de 

recherche et, même si la plupart des mécanismes cellulaires et moléculaires ont été élucidés, 

des zones d’ombre subsistent.  

L’analyse fine des mécanismes en jeu dans cette biogénèse et le transfert de ces 

connaissances au système d’androgénèse pourrait permettre d’apporter une compréhension 

essentielle pour identifier les déterminants de l’albinisme en androgénèse. 

 

  



 

 

 

 

 

Figure 4 : Transitions entre les différents types de plastes au cours du cycle de vie d’une plante. Les 
étapes importantes du développement d’un Angiosperme, de la fécondation au développement des 
fleurs sont représentées en périphérie. Les étapes de l’embryogénèse illustrées sont celles d’un 
embryon de Monocotylédones (issu de Brunelle et al., 2017). La partie interne (fond gris) indique les 
principaux types de plastes se trouvant dans les tissus au stade de développement correspondant. Les 
flèches indiquent le type et les transitions possibles entre ces types de plastes. La machinerie 
transcriptionnelle des plastes est également représentée par les symboles NEP et PEP, correspondant 
aux ARN Polymérases codées par le noyau et par le plaste, respectivement. La taille des lettres 
représente le niveau d’activité relatif de chacune de ces deux types d'ARN polymérases, dans le type 
de plaste respectif. Traduit et adapté de Liebers et al. 2017.  
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4. Les chloroplastes : fonctions, plasticité, et régulation 

 

4.1. Les différents types de plastes et leurs fonctions 

Chez les plantes, il existe une large variété de plastes impliqués dans des fonctions 

essentielles au sein de la cellule (Figure 4, adaptée de Liebers et al., 2017). Parmi eux, les 

proplastes correspondent à la forme indifférenciée de plastes, se trouvant dans des types 

cellulaires très peu différenciés ainsi que chez les embryons zygotiques. Les proplastes 

peuvent se différencier en n’importe quel autre type de plastes, selon le tissu dans lequel ils 

se trouvent et le stade de développement de la plante (Figure 4). Les amyloplastes et les 

leucoplastes sont des plastes de réserve, permettant l’accumulation d’amidon et de lipides 

respectivement. Ils sont principalement présents dans les cellules des tissus et organes de 

réserve. Enfin, il existe deux types de plastes colorés, les chromoplastes, responsables de la 

couleur des fleurs et des fruits, et les chloroplastes, forme photosynthétique. Lors du 

vieillissement de la plante, les gérontoplastes sont formés à partir des chloroplastes dans les 

tissus en sénescence (Jarvis and López-Juez, 2013). La plupart de ces plastes sont issus de la 

différenciation des proplastes, mais cette différenciation peut être réversible et un plaste 

mature peut se dédifférencier d’un type de plaste à l’autre en réponse à des signaux 

environnementaux et/ou cellulaires  (Møller et al., 2014). 

Les chloroplastes sont la forme dominante de plastes. Il se développent généralement 

à partir de proplastes, ou dans certaines conditions, notamment lors de la croissance de la 

plante à l’obscurité appelée skotomorphogénèse, à partir des étioplastes. Les chloroplastes 

sont des organites de 5 à 10 µm de diamètre localisés dans le cytoplasme des cellules. Leur 

ultrastructure est caractérisée par trois éléments essentiels : la double enveloppe, le stroma 

et les thylakoïdes. Les chloroplastes sont le siège de la photosynthèse et occupent également 

une place centrale dans le métabolisme de la plante. En effet, ils produisent des acides gras, 

des acides aminés aromatiques et non-aromatiques – essentiels pour la synthèse protéique et 

la synthèse de nombreux métabolites secondaires, des bases purines et pyrimidines, des 

isoprénoïdes comme les caroténoïdes et les stérols, et des tétrapyrolles comme l’hème et la 

chlorophylle (Tetlow et al., 2018).  

  



 

 

 
Figure 5 : Machinerie transcriptionnelle des plastes. Le gène nucléaire rpoTp code pour l’ARN 
Polymérase codée par le noyau (NEP). rpoTp est ensuite traduit dans le cytoplasme et importé dans le 
plaste où il transcrit les gènes plastidiaux sous promoteur NEP. La transcription des gènes plastidiaux 
se fait également par l’ARN Polymérase codée par le plaste (PEP). La PEP est composée de quatre sous-
unités codée par les gènes plastidiaux rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2. La reconnaissance des promoteurs 
des gènes plastidiaux par la PEP et la formation d’un complexe protéique PEP stable nécessitent 
d’autres facteurs, les facteurs sigma et les PAP (PEP-Associated Protein) respectivement. Ces facteurs 
sont codés par le génome nucléaire, traduits dans le cytoplasme et importés dans le plaste. Les cases 
rectangulaires représentent des gènes, tandis que les ovales et les cercles correspondent aux 
composants protéiques. Les flèches noires indiquent le parcours d'un gène via ces transcrits et sa 
traduction vers le lieu d'action de la protéine correspondante. Traduit et adapté de Pfannschmidt et 
al. 2015 
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4.2. La machinerie plastidiale 

Les plastes présentent un caractère semi-autonome avec une machinerie génétique 

propre. Le génome plastidial, ou plastome, est composé de 120 à 160 kPb codant pour 120 à 

135 gènes (López-Juez, 2007). Il est considéré comme hautement polyploïde avec un nombre 

important de copies par plaste : en moyenne 20 copies du plastome par proplaste et environ 

100 copies chez le chloroplaste, ce qui peut représenter jusqu’à 10 000 copies par cellule 

(Sugiura, 1992). Néanmoins, la majorité des protéines plastidiales sont codées par le génome 

nucléaire (Gray et al., 2003). Il est donc nécessaire d’avoir une régulation et une coordination 

étroites entre ces deux génomes pour assurer et maintenir les processus biologiques clés se 

déroulant dans les plastes. 

L’expression des gènes plastidiaux s’effectuent grâce à deux ARN polymérases 

d’origines différentes (Börner et al., 2015). La NEP (Nuclear-Encoded Polymerase) est une 

polymérase de type phagique composée d’une seule sous-unité chez les Monocotylédones 

(rpoTp), et de deux sous-unités chez les Dicotylédones (rpoTp et rpoTmp). Les gènes sous 

promoteur NEP sont principalement des gènes de ménage impliqués dans les fonctions 

cellulaires essentielles, et codent également pour des composants clés de la machinerie 

génétique plastidiale (Figure 5, adaptée de Pfannschmidt et al., 2015).  

La PEP (Plastid-Encoded RNA Polymerase) est constituée de quatre sous-unités codés 

par les gènes plastidiaux rpoA, rpoB, rpoC1 et rpoC2 (Figure 5). Son origine procaryotique 

oblige cette polymérase à interagir avec des facteurs supplémentaires, les facteurs sigma, afin 

d’être reconnue par le promoteur des gènes cibles et initier ainsi leur transcription (Cuitun‐

Coronado and Dodd, 2021). Six facteurs sigma (SIG1 à SIG6) ont été caractérisés : SIG1 

représente le facteur sigma le plus abondant, plutôt accumulé pendant le développement des 

feuilles (Ortelt and Link, 2014), SIG3 et SIG4 sont responsables de la transcription de certaines 

sous-unités de l’ATP synthase et de la NADH déshydrogénase, respectivement, et SIG5 est 

notamment impliqué dans la transcription de gènes induite par le stress.SIG6 a une action 

précoce dans le développement des chloroplastes en agissant sur les promoteurs des gènes 

photosynthétiques (Loschelder et al., 2006; Pogson et al., 2015). Sa régulation 

transcriptionnelle, tout comme celle de SIG2, est dépendante du phytochrome, et donc de la 

lumière. SIG6 est ensuite remplacé par des facteurs sigma plus généraux comme SIG1 et SIG3. 

SIG2 joue un rôle primordial dans la transcription des ARNt (Woodson et al., 2013). 
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Chez l’orge, deux études récentes menées par Gajecka et son équipe (Gajecka et al., 2020, 

2021) ont rapporté une surexpression de SIG2 dans les microspores d’orge au stade uninucléé 

centré chez les génotypes produisant majoritairement des plantules albinos en androgénèse, 

par rapport aux microspores provenant de génotypes régénérant des plantules 

chlorophylliennes. 

Enfin, dans le chloroplaste, la formation et la stabilisation du complexe PEP requièrent 

des sous-unités supplémentaires codées par le noyau, appelées PAPs (Plastid-Associated 

Proteins). Chez Arabidopsis thaliana, on compte 12 PAPs différentes (Figure 5), classées en 3 

groupes, possédant des structures et fonctions variées (Liebers et al., 2018). La mutation ou 

l’inactivation d’une seule des PAPs provoque un phénotype albinos chez Arabidopsis 

(Pfannschmidt et al., 2015; Steiner et al., 2011). Ainsi l’expression de chacun des gènes codant 

pour les PAPs est requise lors des stades précoces de la biogénèse des chloroplastes, sans 

quoi, aucun chloroplaste fonctionnel n’est formé.  

Les gènes plastidiaux peuvent être classés en trois catégories (Hajdukiewicz et al., 

1997; Møller et al., 2014):  

- Classe I : ceux possédant un promoteur PEP, principalement des gènes codant des 

composants de l’appareil photosynthétique ;  

- Classe II : les gènes présentant à la fois des promoteurs NEP et PEP, ce sont plutôt des 

gènes de ménage, non liés à la photosynthèse ; 

- Classe III : ceux présentant uniquement un promoteur NEP.  

La plupart des gènes plastidiaux possèdent de multiples promoteurs leur permettant 

d’être transcrits aussi bien par la NEP que par la PEP. Cette diversité permet une transcription 

sélective et différentielle des gènes lors du développement et de la différenciation des 

chloroplastes (Figure 4). Ainsi les gènes sous promoteur NEP sont préférentiellement 

transcrits lors des étapes précoces de la biogénèse des chloroplastes, et codent notamment 

les sous-unités de la PEP, comme rpoB. Les étapes plus tardives du développement et de la 

maturation des chloroplastes s’accompagnent d’une inhibition de l’activité de la NEP et d’une 

transcription préférentiellement effectuée par la PEP (Figure 4). La PEP fournit alors un niveau 

élevé de transcription des gènes liés à la photosynthèse, nécessaire à l’assemblage des 

composants de la machinerie photosynthétique et donc à la formation de chloroplastes 

fonctionnels. Cette transition serait liée à une transcription importante du gène Glu-tRNA 

(glutamyl-tRNA), produit de transcription de la PEP avec SIG2, lors des phases précoces de la   



 

 

 

Figure 6 : Principales étapes de la différenciation des chloroplastes. Créé avec BioRender 
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biogénèse des chloroplastes, qui se lie et inhibe l’activité de la NEP (Hanaoka et al., 2005; 

Kanamaru et al., 2001). Il faut cependant noter que l’activité de la PEP reste sous contrôle 

nucléaire, notamment grâce aux facteurs sigma codés par le noyau, et qu’une communication 

antérograde (noyau vers plaste) et rétrograde (plaste vers noyau) est primordiale pour 

l’activité et le maintien de tous les processus plastidiaux, de l’intégrité du plastome, à la 

transcription et traduction des gènes nécessaires à l’assemblage des complexes 

photosynthétiques lors de la formation des chloroplastes (Pfannschmidt, 2010). 

 

4.3. La différenciation des chloroplastes 

La formation des chloroplastes est un processus complexe, comprenant de multiples 

étapes pour aboutir à la formation de chloroplastes matures et fonctionnels (Figure 6). La 

différenciation des chloroplastes implique une reprogrammation massive de l’expression des 

gènes et nécessite différents processus tels que la biosynthèse et l’import de protéines, de 

lipides et de métabolites secondaires, requis pour la formation des thylakoïdes, la biosynthèse 

de chlorophylles et de caroténoïdes (López-Juez, 2007; Pogson et al., 2015).  

Kusumi et al. (2010) propose de diviser la différenciation des chloroplastes en trois 

étapes cruciales au niveau génétique. La première étape correspond à l’activation de la 

réplication des plastes et de la synthèse de l’ADN des plastes. La deuxième étape est la mise 

en place de l’expression génique des plastes : la NEP codée par le génome nucléaire transcrit 

alors préférentiellement les gènes impliqués dans les mécanismes d’expression des gènes 

plastidiaux. L’activité transcriptionnelle et traductionnelle des plastes est très élevée à ce 

stade. Cette étape correspond à l’étape de « construction » des chloroplastes. Enfin, lors de 

la troisième étape, les gènes nucléaires et plastidiaux codant pour l’appareil photosynthétique 

sont fortement exprimés, conduisant à la synthèse et à l’assemblage de l’appareil 

photosynthétique et à l’activation de la compétence photosynthétique des chloroplastes. La 

transition développementale des proplastes en chloroplastes est donc régulée par des gènes 

à codage nucléaire ; l’assemblage fonctionnel de l’appareil photosynthétique nécessite donc 

la coordination étroite entre plastes et noyau (Gray et al., 2003). 

  



 

 

 

Figure 7 : Perception de la lumière et initiation de la photomorphogénèse. A. A l’obscurité, le 
programme de skotomorphogénèse, croissance de la plante à l’obscurité, est régulée positivement. 
Les dimères de Cry inactifs sont liés à COP1 dans le noyau. COP1 cible HY5 afin qu’il soit dégradé par le 
protéasome 26S. Dans le cytoplasme, les phytochromes sont sous forme inactive (Pr). B. Dès la 
perception des premiers signaux lumineux, le programme de photomorphogénèse, croissance de la 
plante à la lumière, s’initie. La lumière bleue permet l’activation des dimères de Cry qui sont alors 
transloqués du noyau vers le cytoplasme avec COP1. HY5 n’est alors plus réprimé et peut activer les 
gènes liés à la photomorphogénèse dans le noyau. La perception de la lumière rouge à rouge lointain 
permet la conversion des phytochromes de leur forme inactive Pr vers leur forme active Pfr. Ils sont 
transloqués dans le noyau où ils se lient à PIF qui est alors dégradé. Créé avec BioRender 
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4.3.1. Perception de la lumière et initiation de la photomorphogénèse 

La différenciation des chloroplastes est dépendante de la lumière (Figure 6), sa 

perception est un point de contrôle fondamental pour l’activation de ce processus (Pogson et 

al., 2015). Les chloroplastes se différencient majoritairement à partir des proplastes. 

Cependant, si l’intensité lumineuse perçue par les cellules est inférieure à un certain seuil, le 

développement des proplastes est stoppé à un stade intermédiaire, entrainant la formation 

d’étioplastes (Solymosi and Schoefs, 2010). Ceux-ci sont caractérisés par un corps 

prolamellaire (PLB) : ensemble de structures membranaires paracristallines constituées de 

fragments de membranes pro-thylakoïdiennes, de lipides, de NADPH, de protochlorophyllide, 

précurseur de la chlorophylle, lié à son enzyme inactive, la protochlorophyllide 

oxydoréductase (POR) (Pogson and Albrecht-Borth, 2014; Rudowska et al., 2012). Les 

étioplastes fournissent donc le cadre structurel initial de l’appareil photosynthétique. Lorsque 

l’intensité lumineuse perçue est suffisante, la transition de la skotomorphogénèse vers la 

photomorphogénèse s’opère au sein des plantes ou plantules, entrainant de nombreux 

évènements moléculaires coordonnés permettant la différenciation des étioplastes en 

chloroplastes. Il a été rapporté que les plantules albinos d’orge étaient dépourvues de 

chloroplaste fonctionnel mais présentaient des plastes avec un PLB caractéristique des 

étioplastes (Caredda et al., 1999b; Sunderland and Huang, 1985). 

La perception de la lumière et l’initiation du programme de photomorphogénèse sont 

médiés par deux familles de photorécepteurs principales : les phytochromes (PhyA et PhyB) 

pour la perception de la lumière rouge à rouge-lointain, et les cryptochromes (Cry1 et Cry2) 

pour la perception de la lumière bleue et UV-A (Hills et al., 2015). Deux voies de signalisation 

se trouvent en aval de ces photorécepteurs : la voie COP1-HY5 et la voie des PIFs (Figure 7). 

 

COP1 est un répresseur majeur de la photomorphogénèse à l’obscurité (Figure 7A). Il 

fonctionne avec trois autres composants, DET1, COP3 et DDB1, pour cibler et réprimer la 

réponse et la signalisation lumineuse à l’obscurité (Osterlund et al., 2000). A l’inverse, HY5 est 

un régulateur majeur de la photomorphogénèse à la lumière et régule positivement 

l’expression de nombreux gènes, dont les PhANGS (Photosynthesis-Associated Nuclear 

Genes), en se liant à leur promoteur (Ang et al., 1998). À l’obscurité, le complexe COP1, lié à 

des dimères de Cry inactifs, est localisé dans le noyau où il cible HY5, et d’autres régulateurs 

positifs de la photomorphogénèse, afin qu’ils soient dégradés par le protéasome 26S (Wei et  
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al., 2008). La photo-activation de CRY1 permet sa relocalisation dans le cytoplasme des 

cellules, COP1 n’est donc plus présent dans le noyau. HY5 n’est alors plus ciblé pour 

dégradation et le niveau d’expression des gènes liés à la photomorphogénèse augmente 

considérablement (Figure 7B). Par ailleurs, COP1 et DET1 ont une fonction de suppression du 

développement des chloroplastes dans les tissus non photosynthétiques de la plante, et 

jouent donc un rôle de répression de la biogénèse des chloroplastes (Waters and Langdale, 

2009).   

La deuxième voie de signalisation lumineuse implique les phytochromes et les facteurs 

de transcription PIFs (Phytochrome-Interacting Factors), répresseurs de la 

photomorphogénèse à l’obscurité (Pham et al., 2018). Ils présentent un mécanisme de 

fonctionnement inverse à celui des cryptochromes et du complexe COP au niveau de leurs 

localisations à l’obscurité et à la lumière. À l’obscurité, PIFs régulent un certain nombre de 

gènes afin de promouvoir la skotomorphogénèse (Figure 7A). PIF1 et PIF3 contrôlent la 

biosynthèse de la chlorophylle en se liant directement aux promoteurs des gènes, réprimant 

ainsi leur expression  (Stephenson et al., 2009; Yuan et al., 2017) et inhibent la formation du 

photosystème I (PSI). A la lumière, les phytochromes passent d’une forme inactive Pr à une 

forme active Pfr et sont transportés dans le noyau où ils se lient aux PIFs (Figure 7B), 

provoquant leur phosphorylation et donc leur dégradation par le protéasome (Quail, 2002; 

Shin et al., 2009).   

Par ces différents mécanismes, et d’autres non décrits ici, la perception de la lumière 

entraine un bouleversement dans l’expression de près d’un tiers des gènes nucléaires pour 

promouvoir la biogénèse des chloroplastes et leur différenciation en organites fonctionnels. 

 

4.3.2. Induction de l’expression des gènes nucléaires liés à la biogénèse des 

chloroplastes et import des protéines au sein des plastes. 

La biogénèse des chloroplastes repose sur différents processus cellulaires nécessitant 

un import massif de protéines au sein des plastes (Kakizaki et al., 2009). 90 % de ces protéines 

sont codées par le noyau, elles sont traduites dans le cytosol sous forme de précurseurs 

appelés pré-protéines, et importées dans le plaste. Il existe divers systèmes d’import de ces 

protéines vers le plaste. Elles peuvent être transportées via des vésicules de transport 

adressées aux plastes puis intégrées dans les membranes des thylakoïdes, permettant ainsi  
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leur formation et leur développement (Pogson et al., 2015). Deux protéines ont été décrites 

pour être impliquées dans la formation de ces vésicules de transport. Il s’agit de THF1 

(Thylakoid Formation 1) et VIPP1 (Vesicle Including Plastid Protein 1) (Kroll et al., 2001; Pogson 

and Albrecht-Borth, 2014). Les mutants vipp1 sont incapables de former des vésicules de 

transport tandis que les mutants thf1 accumulent ces vésicules. Ces deux mutants 

d’Arabidopsis présentent des altérations dans la formation des thylakoïdes.  

La voie majoritaire pour l’import de ces pré-protéines au sein des plastes est médiée 

par deux complexes multiprotéiques situés sur l’enveloppe externe et interne, les translocons 

TOC et TIC, respectivement (Soll and Schleiff, 2004). Le complexe TOC est composé d’au moins 

trois sous-unités, Toc159, Toc75 et Toc34. Les deux GTPases Toc159 et Toc34 travaillent 

conjointement comme récepteurs et sites d’accueil des polypeptides à importer à l’intérieur 

du plaste, tandis que Toc75 forme un canal cationique à travers l’enveloppe externe. 

L’absence d’un des composants du translocon affecte de façon critique la biogénèse des 

chloroplastes. Chez Arabidopsis, les mutants ppi2 (mutation de Toc159) et ppi1 (mutation 

knockout de l’isoforme de Toc34) montrent une absence d’accumulation de protéines 

photosynthétiques et/ou une déficience dans leur import au sein du plaste, se traduisant 

respectivement par un phénotype albinos et vert pâle (Bauer et al., 2000; Kubis et al., 2003). 

Le complexe TIC est formé d’au moins six sous-unités, dont Tic110 qui forme un canal 

cationique au travers de l’enveloppe interne. Peu d’éléments sont aujourd’hui connus sur le 

complexe protéique TIC mais les trois sous-unités Tic110, Tic40 et Hsp93 semblent 

représenter le complexe minimal fonctionnel. La réduction de l’expression de Tic110 entraine 

une diminution importante de la formation des membranes thylakoïdiennes résultant en un 

phénotype vert pâle chez Arabidopsis (Inaba et al., 2003).  

Il existe également d’autres voies pour l’import des protéines au sein des plastes : 

environ 10% des protéines seraient importées autrement que via le translocon Toc-Tic (Jarvis 

and López-Juez, 2013).Les protéines sont ensuite adressées aux thylakoïdes soit 

spontanément, soit via d’autres voies de transport (Lopez-Juez and Pyke, 2005; Soll and 

Schleiff, 2004).  

 

4.3.3. Formation des thylakoïdes et mise en place des photosystèmes. 

La formation des thylakoïdes est l’un des points centraux de la différenciation des 

chloroplastes et hautement dépendante de leur développement. Dans le stroma des   



 

 

 

Figure 8 : Structure des photosystèmes. Chaque photosystème est composé d’un centre réactionnel 
(en gris) et entouré des complexes de capture de la lumière (en vert) codés par les gènes Lhca et Lhcb 
pour le photosystème I et II respectivement. Les flèches rouges et le symbole hv représentent le flux 
de photons. Traduit et adapté de Shi et al. 2017. 

  



- 71 - 

 

chloroplastes matures, les membranes thylakoïdiennes sont disposées en réseaux de lamelles 

interconnectées appelé grana, liés les uns aux autres par des lamelles stromatiques non 

empilées (Adam et al., 2010). Lors de la différenciation des proplastes en chloroplastes, la 

formation des membranes des thylakoïdes et l’assemblage des complexes protéiques au sein 

de celles-ci se font de manière coordonnées. La formation des membranes thylakoïdiennes 

requiert des lipides spécifiques, les galactolipides (Jarvis et al., 2000), alors que les autres 

membranes cellulaires sont plutôt composées de phospholipides. Une carence en 

galactolipides aura donc de graves conséquences sur le développement et la différenciation 

des chloroplastes. La formation des lamelles et leur assemblage en grana implique 

l’incorporation de complexes protéiques, que sont le PSI, PSII, le complexe cytochrome b6/f 

et l’ATP synthase (Lopez-Juez and Pyke, 2005; Pogson et al., 2015). Lors de la transition 

étioplaste-chloroplaste, une étape supplémentaire de désassemblage du PLB est nécessaire 

pour la formation des thylakoïdes.  

 

Les thylakoïdes sont la plateforme des réactions lumineuses de la photosynthèse, 

grâce à la présence du PSI et PSII au sein de leurs membranes(Figure 8, tiré de Shi et al., 2017). 

Ces photosystèmes sont composés d’un centre réactionnel (codé par les familles de gènes Psa 

et Psb) entouré de complexes de capture de la lumière (famille de gènes Lhca et Lhcb), 

permettant la collecte et le transfert de l’énergie lumineuse vers ces centres réactionnels 

(McAvoy et al., 2018). Les protéines des complexes de capture de la lumière sont codées par 

le génome nucléaire et représentent plus de 50% de la teneur en protéines de la membrane 

des thylakoïdes (Schünemann, 2004). Au niveau du PSII, les protéines Lhcb ne peuvent 

s’insérer dans les membranes des thylakoïdes qu’en présence de chlorophylle (Reinbothe et 

al., 2006). Un défaut dans l’expression des gènes liés à la biosynthèse de la chlorophylle 

engendre une diminution de l’expression des gènes Lhcb et réciproquement. Lhcb1 est la 

principale protéine des grana des thylakoïdes et son expression, induite par la lumière, est 

réprimée par COP1 et DET1 à l’obscurité (Lopez-Juez and Pyke, 2005). Une étude 

transcriptomique menée par Zhao et son équipe (Zhao et al., 2017) a permis de mettre en 

évidence la sous-régulation de Lhcb1 et Lhcb4 chez les plantules albinos de blé issues 

d’androgénèse par rapport aux plantules chlorophylliennes. Chez l’orge, on a également 

rapporté un niveau d’expression de psbD fortement réduit voir indétectable chez les plantules 

albinos issues d’androgénèse (Dunford and Walden, 1991; Zhao et al., 2017). Or, chez le riz,  
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lors du développement des feuilles, on observe une accumulation de Lhcb1 et psbA lors de la 

biogénèse des chloroplastes (Kusumi et al., 2010).  

Au sein des photosystèmes, FtsH2 permet le démontage et le renouvellement des 

protéines des centres réactionnels préservant ainsi l’intégrité et la fonction photosynthétique 

de ces systèmes. FtsH2 est donc nécessaire pour la formation de chloroplastes fonctionnels. 

Un homologue a d’ailleurs été identifié chez les microspores d’orge et pourrait jouer un rôle 

dans la biogénèse des chloroplastes lors du processus d’androgénèse (Maraschin et al., 2006; 

Yu et al., 2004). 

La formation de photosystèmes fonctionnels et intègres est donc une étape cruciale 

dans la biogénèse et la différenciation des chloroplastes, dont l’assemblage incomplet conduit 

à un phénotype albinos. 

 

4.3.4. Régulation de la biogénèse des chloroplastes et de la 

photomorphogénèse 

La biogénèse des chloroplastes implique la synthèse conjointe de protéines, de lipides 

et de métabolites secondaires codés par des gènes nucléaires et plastidiaux. Les voies de 

signalisation inter-organites sont donc indispensables pour coordonner l’expression des deux 

génomes au niveau de la transcription, traduction, import et turn-over des protéines (Gray et 

al., 2003).   

De récents travaux ont mis en avant le rôle clé des facteurs de transcription nucléaires 

GLK dans la régulation des gènes impliqués dans la formation des complexes protéiques des 

thylakoïdes et notamment les complexes de capture de la lumière (Waters et al., 2008). Les 

gènes GLK1 et GLK2 sont partiellement redondants et fonctionnellement équivalents, et sont 

impliqués dans la régulation du développement des chloroplastes en régulant positivement 

l’expression des PhANGs (Hills et al., 2015; Waters et al., 2008), y compris les gènes codant 

pour les protéines des complexes de capture de la lumière comme Lhcb1. GLK1 est d’ailleurs 

associé au développement normal des chloroplastes chez de nombreuses espèces comme 

Arabidopsis thaliana et Oryza sativa (Fitter et al., 2002), Physcomitrella patens (Yasumura et 

al., 2005), Zea mays (Rossini et al., 2001), et Brassica napus (Pan et al., 2017). Chez 

Arabidopsis, le double mutant glk1glk2 présente un nombre réduit de thylakoïdes qui 

échouent à former des grana, entrainant la formation de chloroplastes non fonctionnels se  
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traduisant par un phénotype vert pâle. De plus, on observe chez ce double mutant une 

réduction de la transcription des gènes sous promoteur NEP, notamment les gènes associés à 

la biosynthèse de la chlorophylle, les gènes Lhcb1 à Lhcb6, et une réduction de l’expression de 

psaA, provoquant une altération du PSI. Chez le blé, le mutant albinos mta présente une sous-

régulation de ces deux gènes, GLK1 et GLK2 (Shi et al., 2017). Les gènes GLK agissent pour 

maintenir un appareil photosynthétique fonctionnel au sein des cellules (Fitter et al., 2002; 

Waters et al., 2008) et leur absence affecte considérablement le développement et la 

différenciation des chloroplastes. 

Au cours du développement de la plante, le nombre de plastes par cellule augmente 

significativement et doit correspondre à la dynamique de division et d’expansion cellulaire. 

Cela est particulièrement vrai lors de l’embryogénèse, mais également au cours du processus 

d’androgénèse, chez les microspores réorientées se divisant activement et dans les structures 

androgéniques (Caredda et al., 1999b, 2000, 2004). Les plastes ne peuvent pas être 

synthétisés de novo, ils se multiplient par fission binaire (López-Juez, 2007). Leur division est 

médiée par des protéines de type tubuline, connues sous le nom de FtsZ, collaborant avec des 

protéines de type dynamine telle que ARC5 (Accumulation and Replication of Chloroplast 5) 

(Gao et al., 2003; Kuroiwa et al., 2002; Yang et al., 2008). La polymérisation de FtsZ permet de 

former une structure en anneau, aussi appelé anneau Z, au niveau de l’enveloppe interne du 

plaste. La protéine ARC6 permet le maintien et la stabilité de cet anneau Z. Les protéines PDV1, 

PDV2 et DRP5B vont moduler la division des plastes au niveau de leur enveloppe externe. Ces 

deux machineries sont hautement coordonnées : l’interaction entre ARC6, sur l’enveloppe 

interne, et de PDV2, au niveau de l’enveloppe externe, permet aux deux complexes de 

reconnaître le même site de division et ainsi d’obtenir deux plastes-fils de taille équivalente 

(Miyagishima et al., 2006).  Le mutant arc6 présente une réduction importante du nombre de 

chloroplastes par cellule, réduisant ainsi considérablement sa capacité photosynthétique 

(Pyke et al., 1994). Cette baisse d’activité de division plastidiale est probablement due à une 

instabilité du complexe FtsZ ou à une absence de reconnaissance du site de division par PDV2.  

Une étude a révélé que l’application de cytokinines exogènes dans le milieu de culture permet 

d’augmenter spécifiquement les niveaux d’expression et de traduction des protéines PDV2 

chez Arabidopsis durant la germination et le développement des cotylédons (Okazaki et al., 

2009). Cette régulation à la hausse de PDV2 provoque une augmentation significative des taux 

de division des plastes et par conséquent le nombre de chloroplastes dans les cotylédons.  
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La biogénèse des chloroplastes est un mécanisme biologique complexe, soumis à de 

nombreux signaux externes, comme la lumière, la température, le stress, mais également à 

des voies de régulation antérograde, du noyau vers le plaste, et rétrograde. Ce processus n’a 

pas encore été totalement élucidé lors du développement de l’embryon zygotique et de la 

croissance de la plante, des zones d’ombre persistent sur le rôle de chaque gène et leurs 

interactions. La répression ou la sous-régulation de nombreux gènes peut causer un 

phénotype albinos lors de l’embryogénèse et de la morphogénèse.  Les causes de l’albinisme 

en androgénèse chez les céréales semblent donc bien plus complexes que les différentes 

hypothèses formulées jusqu’à présent sur l’influence du génome nucléaire et la présence de 

mutations et de délétions dans l’ADNpt. Les mécanismes de régulation et de communication 

bilatérale noyau-plaste ont une importance fondamentale dans cette biogénèse. De plus, une 

sous-régulation d’un gène ou groupe de gènes dès les phases les plus précoces de la biogénèse 

des chloroplastes peut entrainer une faible accumulation des divers éléments pré-requis à 

leur formation et assemblage, et donc aboutir à un échec de leur différenciation.  

 

5. Objectifs de la thèse 

 

L’objectif de ma thèse est d’améliorer la compréhension du phénomène d’albinisme 

chez les plantules de blé issues d’androgénèse, dans le but de disposer d’une technique de 

production d’HD de blé applicable en routine. L’utilisation de plusieurs génotypes de blé, 

présentant une récalcitrance à des étapes différentes du processus d’androgénèse et des 

fréquences de régénération de plantules chlorophylliennes contrastées, était primordial pour 

tenter d’identifier et de comprendre le blocage se produisant chez le blé, aboutissant à la 

formation de plantules albinos. Le blé de printemps Pavon est un génotype de référence, 

largement utilisé dans de nombreuses études en culture d’anthères ou de microspores 

(Labbani et al., 2005; Poersch-Bortolon et al., 2016). Il possède généralement de bons 

rendements de production en embryons haploïdes dont la majorité sont convertis en 

plantules avec succès. L’efficacité de la technique pour ce génotype est toutefois nuancée par 

la production d’une proportion non négligeable de plantules albinos. Les deux variétés de blés 

d’hiver utilisées dans mes travaux, Paledor et Premio, ont été choisis pour leurs types de  
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récalcitrance à l’androgénèse différents. Les deux génotypes régénèrent uniquement des 

plantules albinos. Cependant, alors que Paledor présente de bons rendements embryonnaires 

en culture de microspores, Premio est affecté par un blocage supplémentaire qui se manifeste 

par une très faible production d’embryons.  

Mes recherches bibliographiques et les connaissances générales de la communauté 

scientifique sur l’androgénèse et le phénomène d’albinisme chez les céréales, présentés au 

Chapitre 1, m’ont menée à travailler sur les phases précoces de ce processus chez le blé. Mon 

hypothèse principale était qu’un blocage très précoce dans la différenciation des proplastes 

en chloroplastes se produisait au cours de la culture des microspores de blé. Je me suis donc 

concentrée sur les premières étapes du processus d’androgénèse, de l’isolement des 

microspores à la production de structures androgéniques, à trois échelles différentes : au 

niveau cellulaire, morphologique et moléculaire.  

Dans le chapitre 2, je présente la mise au point, dans le système biologique que j’ai 

étudié, d’un nouvel outil d’analyse de populations cellulaires qui repose sur la mesure de 

l’impédance cellulaire par cytométrie en flux (IFC – Impedance Flow Cytometry). Cette 

technologie a été utilisée pour la première fois pour caractériser finement les cultures de 

microspores in vitro et leur développement, de l’isolement des microspores aux sept premiers 

jours de culture, dans le but d’obtenir de nouveaux indicateurs cellulaires en androgénèse. 

Dans le chapitre 3, les phases plus tardives du processus d’androgénèse ont été 

étudiées. Je me suis focalisée sur la caractérisation morphologique et développementale des 

structures androgéniques produites à partir des cultures de microspores des trois génotypes 

de blé. Leurs capacités de régénération en plantules, chlorophylliennes ou non, ont également 

été analysées et comparées. L’objectif de ces travaux était d’associer des différences de 

développement des structures androgéniques âgées de 1 mois environ aux différences en 

production de plantules albinos ou chlorophylliennes, pour les trois génotypes de blé étudiés.   

Dans le chapitre 4, une approche novatrice d’analyse de l’expression de gènes 

impliqués dans la biogénèse des chloroplastes au sein de cultures de microspores isolées est 

présentée pour la première fois chez le blé. Les étapes précoces du processus d’androgénèse 

ont été ciblées, de l’isolement des microspores à la production de pro-embryons. L’objectif de 

cette approche est d’identifier l’étape du processus d’androgénèse à laquelle se met en place 

le blocage dans la différenciation des chloroplastes, et les mécanismes affectés. Cette étude  



 

 

  



- 81 - 

 

a été menée en faisant la comparaison de l’expression de ces gènes chez deux génotypes 

présentant des fréquences de régénération de plantules chlorophylliennes contrastées. 

Enfin, dans le chapitre 5, les principaux résultats de la thèse sont replacés dans le 

contexte de la compréhension du phénomène d’albinisme en androgénèse chez le blé. Nous 

y abordons également de futurs sujets et projets de recherche. Des applications sont 

enivsagées pour diminuer l’impact de l’albinisme en androgénèse chez les céréales, et étudier 

la biogénèse des chloroplastes chez les espèces végétales en général. 
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Chapitre 2 

 

 

La mesure de l’impédance par cytométrie en flux (IFC) 

permet la prédiction précoce des rendements 

embryonnaires en cultures de microspores isolées 

chez le blé. 
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Dans ce chapitre, nous présentons les résultats de nos travaux menés sur la 

caractérisation de populations de microspores en développement durant les premières 

étapes du processus d’androgénèse. L’objectif est de développer un nouvel outil 

méthodologique permettant d’obtenir des données quantitatives sur les phases précoces du 

développement des microspores de blé. En effet, malgré les connaissances disponibles sur les 

évènements cellulaires et moléculaires accompagnant le développement des microspores en 

embryons, il est difficile de prédire le comportement des populations de microspores au cours 

de la culture. La plupart des outils et marqueurs employés aujourd’hui utilisent généralement 

les techniques de coloration et la microscopie. La maîtrise de ces techniques reste toutefois 

dépendante des espèces, et les comptages cellulaires demeurent fastidieux, source à 

interprétation, et seul un faible nombre de microspores peut être analysé. Il me paraissait 

donc nécessaire de développer un nouveau marqueur précoce, permettant de caractériser 

finement le développement des microspores en androgénèse, qui serait fiable, rapide et 

automatisé. Nous proposons ici la mise au point d’une nouvelle méthode d’analyse des 

populations de microspores en culture reposant sur l’impédance cellulaire en cytométrie en 

flux (IFC – Impedance Flow Cytometry). Cette technologie est utilisée e routine depuis 

quelques années en biologie végétale pour mesurer la viabilité et la qualité du pollen 

(Heidmann et al., 2016). L’IFC repose sur les propriétés diélectriques des cellules qui réagissent 

différemment en fonction de leur état et des fréquences de courant alternatif appliquées. Ces 

changements d’impédance permettent d’obtenir des informations sur la taille des cellules, la 

viabilité cellulaire en lien avec l’intégrité de la membrane, et le contenu cytoplasmique. Cet 

outil permet d’analyser rapidement des milliers de microspores en une seule mesure, et 

d’obtenir des résultats représentatifs de la population de microspores en culture. Les premiers 

stades de développement des microspores de blé au cours du processus d’androgénèse ont 

été étudiés, de l’isolement des cellules avant le prétraitement, jusqu’aux sept premiers jours 

de culture in vitro. Nos résultats ont permis la caractérisation fine des voies de développement 

possibles empruntées par les populations de microspores de blé en culture in vitro : le 

développement gamétophytique de certaines microspores aboutissant à la formation du 

pollen, le développement sporophytique des microspores réorientées, et la dégénérescence 

des cellules. Grâce à cette caractérisation cellulaire, j’ai pu valider trois nouveaux indicateurs 

précoces, fiables et robustes de la réactivité en androgénèse chez le blé. Tout d’abord, il est 

possible de mesurer en routine la viabilité de cultures cellulaires hétérogènes. Deuxièmement,  
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l’analyse de populations de microspores avant et après l’application d’un stress inducteur, 

quelle que soit sa nature, permet d’évaluer simplement et rapidement l’efficacité de ce stress 

sur la réorientation des microspores et l’induction de l’embryogénèse. Enfin, nous avons 

démontré qu’il est possible de prédire précocement les rendements embryonnaires, dès sept 

jours de culture in vitro chez le blé. Aucune étude à ce jour ne permettait de prédire, dès les 

étapes précoces de la culture de microspores, le rendement en embryons. Ces travaux ouvrent 

des possibilités de criblage à haut débit des cultures de microspores chez le blé, mais aussi 

après une phase de mise au point, chez les céréales, ou toute autre espèce végétale. 

L’utilisation de l’IFC en culture de microspores isolées peut efficacement venir en appui dans 

les essais d’optimisation des conditions et des milieux de culture in vitro pour les génotypes 

ou espèces présentant de faibles rendements de production en embryons haploïdes. De plus, 

suite à l’obtention de nos résultats, et au potentiel de cette technique nous envisageons une 

utilisation de l’IFC pour étudier d’autres problématiques. Un nouveau développement, 

comprenant des mises au point poussées, pourraient permettre de détecter des 

caractéristiques intracellulaires précoces propres à certaines populations de microspores, qui 

seraient affectées dans leur développement embryonnaire, et mèneraient à la formation de 

plantules albinos. 

 

Ces travaux ont été publiés dans la revue Plant Science en 2020 et sont présentés ici en 

anglais : 

Impedance flow cytometry allows the early prediction of embryo yields in wheat (Triticum 

aestivum L.) microspore cultures. Canonge J, Philippot M, Leblanc C, Potin P, Bodin M. Plant 

Sci. 300:110586. doi: 10.1016/j.plantsci.2020.110586 
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Abstract 

Haplomethods are key biotechnological tools that make it possible to rapidly produce 

perfectly homozygous lines, speeding up plant breeding programs. Under specific stress 

conditions, microspores are reprogrammed toward sporophytic pathways, leading to embryo 

formation. Various endogenous and exogenous factors affect embryo yield in androgenesis, 

so the improvement of androgenesis efficiency requires the development of early, reliable 

and robust reactivity markers. During the last decade, numerous cytological, cellular and 

biochemical approaches were carried out to finely characterize microspore development and 

fate during androgenesis. However, the different available markers are often species-

dependent, and their development and application are time-consuming and cumbersome. In 

this study, we show the suitable use of impedance flow cytometry (IFC) to develop new robust, 

reliable and strong markers of androgenesis reactivity in wheat, leading to: (i) routine 

monitoring of the viability of heterogeneous cell cultures; (ii) quick and simple evaluation of 

stress treatment efficiency; and (iii) early prediction of embryo yields from microspore 

suspensions. IFC can therefore provide the fine characterization of all of the microspore 

developmental pathways that occur in a cell suspension, for embryogenic microspores as well 

as pollen-like microspores. IFC technology has become a very useful tool to track and 

characterize wheat microspores in androgenesis, but can also be adapted to other species and 

other in vitro cell culture systems. 
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Introduction 

 

Plant breeding programs are currently integrating haplomethods in order to quickly 

obtain homozygous plants and to thus reduce the time required for commercial registration 

of new cultivars (Echávarri and Cistué, 2016). The production of doubled haploids (DH) has 

therefore become a key tool for the improvement of the breeding process. Since the first 

report of microspore-derived embryos from Datura anther culture in 1964 (Guha and 

Maheshwari, 1964), androgenesis has been applied to a wide range of plant species 

(Maluszynski et al., 2003). This technique is based on a microspore switch from the 

gametophytic pathway, resulting in mature pollen formation, towards the sporophytic 

pathway that leads to embryo production. This switch results from the application of a suitable 

stress on microspores at a precise developmental stage. Thus, all microspores, from the mid-

uninucleate to the early binucleate stage, depending on the species, are potentially capable 

of forming embryos (Indrianto et al., 2001; Touraev et al., 1997), but only a minority of them 

actually acquire this embryogenic competence. In Brassica, a heat shock from 30 to 35°C is 

usually applied (Custers et al., 1994; Leroux et al., 2009), while a cold treatment or an osmotic 

shock is used for many cereals. In the wheat androgenesis process, the stressed microspores 

are then plated and require ovary co-culture to survive and develop in in vitro culture (Bruins 

et al., 1996; Hu and Kasha, 1997). Throughout the process, androgenesis efficiency is 

influenced by many factors such as the quality and physiology of donor plants (Touraev et al., 

2001), genotype (Dwivedi et al., 2015), the developmental stage of microspores (Datta, 2005), 

stress-inducing pretreatment (Jähne and Lörz, 1995) and culture conditions (Kumari et al., 

2009). The achievement of this technique lies in the success of embryogenesis induction as 

well as in the regeneration of doubled haploid plants. Consequently, DH protocol 

development and optimization can be difficult, time-consuming and expensive.   

In addition to being an essential tool for breeders, androgenesis, in particular, is an 

interesting way to study embryogenesis without the interactions of seed tissues, allowing the 

exploration of the underlying plant development process (Olmedilla, 2010). Isolated 

microspore cultures allow an easy monitoring of microspores and their development, 

becoming a model to investigate embryogenesis, particularly in the early stages, in numerous  

 



 

 

  



- 131 - 

 

cellular and molecular studies (Pauls et al., 2006; Rivas-Sendra et al., 2019; Sánchez-Díaz et 

al., 2013; Testillano, 2019). During the androgenesis process, many cellular and structural 

changes are visible in wheat. First, an enlargement of certain cells is visible and cytoplasmic 

strands connecting both perinuclear and subcortical cytoplasms fragment the vacuole. The 

nucleus displays a central position. These so-called star-like microspores are a transient and 

characteristic stage that attest to the embryogenic potential of wheat microspores (Indrianto 

et al., 2001; Maraschin et al., 2005; Seguí-Simarro and Nuez, 2008; Touraev et al., 1996a) and 

can be found in other plant species such as rice (Raina and Irfan, 1998), rapeseed (Zaki and 

Dickinson, 1991) and tobacco (Touraev et al., 1996b, 1997). Despite this, it has been reported 

that star-like microspores do not always produce androgenic structures in barley microspore 

suspensions (Daghma et al., 2012; Maraschin et al., 2005; Soriano et al., 2013). Embryogenic 

microspores are also subjected to changes in the cytokinesis pattern, with their phragmoplast 

rearrangement allowing a first symmetrical division. This specific division is the first indicator 

of the onset of sporophytic development, in contrast with the first asymmetric division during 

pollen development (Bonet and Olmedilla, 2000; Indrianto et al., 2001; Leroux et al., 2009; 

Pauls et al., 2006; Seguí-Simarro and Nuez, 2008). However, various studies have reported 

that both symmetric and asymmetric first division could occur in embryogenic microspores, 

leading to embryo formation (Barnabás et al., 1999; Gonzalez and Jouve, 2005; Soriano et al., 

2013; Tang et al., 2013), including in wheat anther cultures (Hassawi et al., 1990; Indrianto et 

al., 2001). In that case, wheat embryogenic microspore nuclei actively divide and form 

multinucleate structures, becoming an androgenic marker easily observable in microscopy. 

However, depending on the species and genotypes, multinucleate cells can be relatively 

poorly represented within cultures and therefore difficult to count. Androgenic microspores 

can also be characterized by the presence of a preprophasic band, absent in pollen, marking 

the position of the future cell wall (Gervais et al., 2000; Pauls et al., 2006). In Brassica napus, 

studies highlight that the intine thickness increase, the specific changes in the cell wall 

composition and the formation of the osmoprotective subintinal layer occur only in 

embryogenic microspores at different developmental stages (Bonet and Olmedilla, 2000; 

Corral-Martínez et al., 2019; Ribalta et al., 2012; Rivas-Sendra et al., 2019; Schulze and Pauls, 

2002).These numerous morphological, structural and biochemical alterations can be used as 

markers to finely study the embryogenic development of microspores and to improve embryo  
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yields. To track and elucidate intracellular changes that occur during microspore 

embryogenesis, these approaches require various microscopic approaches and are sometimes 

coupled with sample fixation or monolayer microspore culture (Daghma et al., 2012, 2014; 

Indrianto et al., 2001). However, these methods remain cumbersome, time-consuming and 

complex to set up.  

Impedance flow cytometry (IFC) is based on the analysis of the dielectric properties of 

cells by application of an alternating current. This technique uses microfluidic chips containing 

electrodes and a microchannel of various sizes, coupled to a Coulter system. The electrode 

geometry, the microchannel, the buffer conductivity and the application of alternating current 

at adjustable frequencies first determine the system impedance. When crossing the 

microchannel, cell suspension modifies the system impedance, reflecting the cells’ intrinsic 

dielectric properties. Depending on the frequency used, ranging from 0.5 to 30 MHz, IFC 

provides different information levels, from cell size to intracellular properties, and cell viability 

(Cheung et al., 2010). Many studies have been carried out using IFC on microorganisms to 

determine cell viability and the size of yeast in bacteria suspensions (David et al., 2012; Gawad 

et al., 2001; Opitz et al., 2019), and to study tumor cell differentiation, apoptosis and necrosis 

(Collins et al., 2017; Crocetti et al., 2013; Gawad et al., 2001; Pierzchalski et al., 2012). IFC was 

recently introduced into plant biology research and is currently used for pollen viability 

analysis by breeders. This technology has also proven itself to be efficient to detect pollen 

developmental stages, from tetrad to mature trinucleate pollen in tobacco (Heidmann et al., 

2016). Xu et al. (Xu et al., 2017) identified the QTL qPV11 implicated in the heat tolerance of 

tomato pollen using IFC to phenotype the pollen viability. Moreover, IFC also detected 

abnormal pollen development in the case of pollen sterility of potato (Heidmann and Di 

Berardino, 2017). Likewise, this technology assesses pollen quality by determining 

germination capacity and pollen viability for many species such as tomato, cucumber and 

sweet pepper. Heidmann et al. (Heidmann et al., 2016) recently demonstrated that the use of 

IFC as a predictive tool for tomato pollen germination is possible. This technology, non-

invasive and label-free, thereby covers vast application fields in cell biology. 

Using IFC analyses, we investigated the possibility to characterize the different 

developmental pathways occurring during wheat microspore in vitro culture. The goal was to 

develop a new marker to allow the early prediction of androgenic embryo yield in a quick, 

reliable and precise manner. 
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Material and Methods. 

1.  Plant material and growing conditions 

Seeds of the spring wheat (Triticum aestivum L.) genotype Pavon were germinated and 

cultivated in a growth chamber for two weeks (17°C night, 19°C day with a 16-h light period 

and 70% relative humidity).  

Seedlings were then transferred to four-liter pots (TREF, EGO N°120), fertilized (Horti-

Cote® Plus CRF 15-6-11) and grown in a growth chamber under controlled conditions until 

tillering (12°C night, 18°C day, with a 16-h light period and 60% relative humidity).  

 

2.  Tiller harvest, pretreatment and microspore culture 

Tillers were harvested approximately eight weeks after the seedlings, when the 

majority of anthers contained mid- to late-uninucleate stage microspores. The microspore 

developmental stages were checked with DAPI staining (Vergne et al., 1987).  

Tillers were placed in jars filled with sterile water and cold pre-treated at 4°C for 21 

days in the dark, according to the method used by De Buyser et al. (De Buyser et al., 2002). 

After pretreatment, spikes were sterilized and microspores were isolated and cultured 

according to Zheng et al. (modified) (Zheng et al.). Ovary co-culture was carried out with two 

ovaries/mL of microspore suspension (De Buyser et al., 2002). Cultures were incubated at 28°C 

in the dark for 30 days. The embryo yield was established at 30 days by counting the number 

of embryos per 10,000 microspores. 

 

3.  Sample preparation for IFC measurement 

IFC analyses were done on samples collected 21 days before plating (D-21), just before 

plating (D0), and 1, 5 and 7 days after plating (D1, D5 and D7).  

At D-21, microspore suspension was prepared from four freshly collected spikes to 

produce the baseline IFC data on microspores before androgenesis. Other samples were 

produced by collecting microspores from suspension cultures. 
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Samples were prepared immediately before IFC analysis: 1 mL of microspore 

suspension was filtered with a 70-µm filter (pluriSelect), and 2 mL of IFC buffer were added to 

each sample (AF4, Amphasys). An aliquot of 200 µL of each sample was used for microscopic 

observations. 

To obtain non-viable controls that would allow a clear discrimination between viable 

and non-viable cells in IFC analysis, heat-treated samples were prepared and analyzed for each 

measurement. One mL of microspore suspension was heated at 90°C for 7 min with a 

thermoshaker (Grant-Bio). After cooling down to room temperature, the heat-treated 

samples were processed, as previously explained. 

 

4.  IFC analyses 

Microspore suspensions were analyzed using the impedance flow cytometer device 

AmphaZ32 (Amphasys, Switzerland) at 0.5 and 12 MHz. Parameter settings were: trigger level: 

0.1V; modulation: 5; amplifier: 5; demodulation: 0; and pump: 80 rpm. A 120-µm channel chip 

was used. Data were analyzed with Amphasoft, version 2.1.5.0. 

Integrated values of microspore impedance are represented in a graph with the phase 

angle in the x-axis and the amplitude in the y-axis. Various gatings such as vertical and 

polygons can be drawn to categorize each cell set, depending on these two parameters.  

In the present study, we defined and analyzed different types of variables calculated 

by the software. Cell viability, expressed in percentage of viable cells, was calculated each day 

of analysis from seven independent microspore cultures. Polygons, referred to as P1, P2 and 

P3, were drawn manually using the gating tool. Each dot plot inside a polygon can be 

characterized by its phase angle median and amplitude median, automatically calculated by 

Amphasoft. These medians represent the central value of the dot plot in the polygon. In this 

study, the variables, referred to as “phase angle median” and “amplitude median”, 

correspond to means of medians from a minimum of five microspore suspensions with three 

technical replicates. The percentage of viable microspores out of the total number of cells was 

calculated for each polygon.  
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5.  Staining and microscopy 

Three different methods were used in visible light microscopy for microspore 

observations. Microspores were observed: (1) without staining; (2) with fluorescein diacetate 

(FDA) staining; or (3) with 4,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) staining. An 

inverted microscope (Olympus CKX41) and a microscope equipped for fluorescence 

illumination (Olympus BH-2) were used. A solution of 100 µL of DAPI (4mg.mL-1) or FDA (41.10-

3 mg.mL-1) (Heslop-Harrison and Heslop-Harrison, 1970) were added to 200 µL of microspore 

samples prepared as explained above, and at least 200 microspores per sample were counted. 

DAPI-stained microspores were classified as uninucleate, binucleate, trinucleate and 

multinucleate, and the percentage of each category was calculated. Cell viability was 

estimated using FDA staining, as a percentage of fluorescent microspores out of the total 

number of cells counted. The percentage of star-like microspores within the population was 

determined using light microscopy at D0 only. 

 

6.  Statistical analyses 

Seven biological replicates of microspore suspension culture were performed in this 

study and technical triplicates were done for each IFC measurement. 

For statistical analyses, we used R software, version 3.5.0, with the Rcmdr interface 

and the missMDA package in R (Josse and Husson, 2016) to replace missing entries with 

plausible values. 

 

  



 

 

 

 
Figure 1: IFC discrimination of viable and dead cells in microspore suspensions. Amphasoft dot plots 
represent heat-treated (A) and untreated (B) microspore suspensions at D1 analyzed at 12 MHz. 
Vertical gating differentiates dead microspores (left) with a low phase angle, and viable microspores 
(right) with a high phase angle. (C) Correlation between IFC data at 12 MHz and viability measurement 
with FDA staining of 15 mixed samples of fresh and heat-treated microspores. (p-value<0.05;  r² = 
0.9922). Each point represents one sample analyzed by IFC and microscopy; no technical replicate was 
done. 
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Results 

1.  IFC measures cell viability in microspore suspensions. 

Impedance flow cytometry (IFC) allows us to characterize cells according to their 

dielectric properties when they are subjected to alternating currents at different frequencies. 

In the first step, to discriminate viable and non-viable cells, microspores in culture medium 

were sampled, diluted in analysis buffer and analyzed by IFC at 12 MHz. These microspore 

populations were collected at different times, before and during cell culture, from D-21 to D7. 

Aliquots of each sample were heat-treated to inactivate microspores and analyzed as 

negative controls. In the heat-treated samples, the non-viable microspore population was 

characterized by a homogenous IFC signal with a low phase angle and amplitude (Figure 1A). 

In the untreated samples, two discrete populations coexisted: one with a low phase angle and 

amplitude, and the other with a high phase angle and amplitude (Figure 1B). We therefore 

referred to the population with a low phase angle as the dead microspores and the population 

with a high phase angle as the viable ones. 

In the second part of the experiment, a series of cell population mixtures was prepared 

by mixing a fresh and heat-treated microspore suspension to obtain a range from 0% to 90% 

of viable microspores. The 15 resulting samples were analyzed with two types of cell viability 

measurements: IFC at 12 MHz and FDA staining. A strong correlation between these two sets 

of measurements was found with r²=0.99 (Figure 1C). 

These results demonstrate that IFC technology allows cell viability measurements of 

microspore suspensions in culture medium, from tiller harvesting until day 7 of in vitro culture.  

 

2.  IFC detects different microspore developmental stages during pollen 

formation. 

IFC analyses were carried out on the gametophytic development of wheat pollen in 

order to identify their impedance characteristics. We collected microspores at different 

developmental stages, from mid-to-late uninucleate to mature trinucleate, from different 

sized tillers. Samples were prepared in the same conditions as previously described and the 

developmental stages were checked by microscopy before IFC measurement. 
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Early to late binucleate microspores (Figure 2 EB, LB) showed a significant increase in 

phase angle compared to uninucleate microspores (Figure 2 ML/D-21). Conversely, the final 

stages of gametophytic development displayed a decrease in phase angle (Figure 2 ET, LT). 

We also noticed an increase in the amplitude signal during pollen formation (Figure 2 ET, LT), 

which can be explained by the increase in microspore size, as observed in microscopy (Figure 

3 A, B, C). The phase angle and amplitude variations appeared to reflect cellular and 

cytoplasmic changes occurring within microspores, such as meiosis events, cytoplasmic 

activity and cell size increase. IFC therefore made it possible to monitor microspore 

development into mature pollen.  

 

3.  IFC detects different microspore development stages during 

androgenesis. 

Microspore suspensions were analyzed by IFC throughout the androgenesis process, 

highlighting significant impedance variations (Figure 2 D-21 to D7). To characterize these 

variations, three polygons were determined manually and in a non-overlapping manner with 

Amphasoft interface at three precise stages of the androgenesis process. These stages were: 

spike collecting (D-21), microspore isolation (D0), and after five days of in vitro culture (D5). 

For each polygon, phase angle and amplitude medians of all microspores present inside were 

averaged and used to characterize the corresponding microspore population.  

The first identified polygon was called P1. It defined the viable microspore population 

present at the beginning of the androgenesis process at D-21. Phase angle and amplitude 

medians of viable cells present in this polygon P1 were 240±8 and 0.6±0.1, respectively. After 

stress application for androgenesis induction (i.e., pretreatment), viable microspores 

exhibited impedance variations from D0 to D7. First, some microspores showed an increase 

in phase angle at D0. This population was specified by a P2 polygon with phase angle and 

amplitude medians of 315±4 and 0.7±0.1, respectively. Secondly, throughout the culture, 

some of the viable microspores displayed a continuous increase in phase angle but also in 

amplitude. This cell population was characterized by a P3 polygon and by phase angle and 

amplitude medians of 354±1 and 2.4±0.4, respectively. 

 

  



 

 

 
Figure.3:.Developmental stages of gametophytic and sporophytic pathways of Pavon microspores 
observed in microscopy. (A) Uninucleate microspore; (B) Binucleate microspore; (C) Pollen grain; (D) 
Star-like microspore (v = vacuole); (E) Multinucleate microspore; (F) Plasmolyzed microspore. 
Microspores were observed with fluorescent DAPI staining of nuclei or using visible light microscopy. 
Bars = 20 µm. 
 

 
Figure 4: Amplitude and phase angle medians of the three polygons delimiting dot plots in IFC. 
Amplitude (A) and phase angle (B) medians of P1, P2 and P3 polygons were obtained from at least five 
microspore suspensions analyzed by IFC at 12 MHZ at D-21, D0 and D5, respectively. Each point 
represents the median of the microspore population inside the polygon for one measurement. Within 
a graph, boxes with the same letter are not significantly different (Tukey’s test, p<0.05).  
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The phase angle and amplitude medians presented above were calculated and 

determined the day at which the polygon was defined: at D-21, D0 and at D1 for polygons P1, 

P2 and P3, respectively. Statistical analysis revealed that the phase angle medians are 

significantly different for the three polygons, while only the P3 amplitude median is 

significantly different from the others (Figure 4 A and B). We thus assumed that these 

impedance phase angle and amplitude variations reflect intracellular changes occurring within 

microspores during androgenesis, and could therefore be associated with biological 

phenomena.  

 

4.  Impedance variations express morphological and intracellular changes 

occurring within the microspores during androgenesis. 

4.1. IFC shows a decrease in microspore viability during the androgenesis 

process. 

Microspore viability is an important parameter to monitor during the androgenesis 

process in order to control the quality of cell suspensions as well as the impact of the process 

factors. At the spike collecting stage (D-21), cell viability was 81.90% on average (Figure 5). 

Cell viability decreased by more than half during stress treatment under these experimental 

conditions (between D-21 and D0). After one day of in vitro culture (D1), no significant 

variation in cell viability was observed. In contrast, it significantly decreased after D1, reaching 

10.4% at D7.  

 

4.2. Microscopic characterization of intracellular changes occurring in 

microspores during androgenesis. 

In addition to IFC measurements, microscopic studies were carried out on the wheat 

microspore developmental pathways during the androgenesis process (Figure 3).  

At D-21, the microspores observed with DAPI staining were mainly at the mid- to late-

uninucleate stage, the preferential developmental stage in wheat for androgenesis induction. 

Microscopic observations after stress treatment at D0 showed morphological changes within 

some microspores, and different types of development were visible. One part of the 

microspores did not seem to develop during pretreatment: these cells had a single nucleus   



 

 

 
Figure 5: Evolution of microspore viability during the androgenesis process. Mean percentages of 
microspore viability from D-21 to D7 were analyzed by IFC at 12 MHZ from at least five biological 
replicates. Each point represents an average of technical triplicates. Standard deviations (shown by 
error bars) were determined for each day of analysis. Data with the same letter are not significantly 
different (Tukey’s test, p<0.05). 

 

 
Figure 6: Comparison of microspore population descriptions throughout the androgenesis process 
obtained by microscopy and IFC analyses. (A) Percentages of cell types observed in microspore 
suspensions at different culture times, established by counting with DAPI staining and visible 
microscopy, and IFC analyses at 12 MHz. Percentages were calculated from a minimum of five 
biological replicates. For IFC data, technical triplicates were performed and averaged for each day of 
analysis. For each category, data with the same letter are not significantly different (Tukey’s test, 
p<0.05). (B) Correlation between star-like microspore proportions and the percentage of viable 
microspores in the P2 polygon at D0 using a linear regression analysis (p-value<0.05; y=0.82x-3.5; 
r²=0.8848). Four biological replicates were analyzed by both methods; each point represented a 
technical replicate.  
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and no vacuolization was visible (Figure 3 A). Another part of the microspores showed one or 

two nuclei in a surrounding position due to the presence of a large vacuole (Figure 3 B). A final 

microspore subpopulation exhibited a star-like morphology: significant vacuolization with 

cytoplasmic strands crossing through the vacuoles and connecting perinuclear and subcortical 

cytoplasms (Figure 3 D). Their nucleus was in a central position. During the first seven days of 

culture, two new types of microspores appeared: trinucleate microspores with three more or 

less elongated nuclei (Figure 3 C), and multinucleate microspores characterized by a nuclei 

number equal to or greater than four (Figure 3 E). Multinucleate microspores exhibited a 

gradual disappearance of vacuoles and the potential appearance of small vesicles within this 

cell type. Plasmolyzed cell (Figure 3 F) frequency increased throughout the culture, and less 

and less cells had intact nuclei visible in microscopy (data not shown). 

Microspores were categorized according to their nuclei number and cytological 

characteristics, and the distribution of cells in each category was calculated and expressed in 

percentage in Figure 6 A. From D-21 to D0, the proportion of uninucleate microspores dropped 

to approximately 78%, while the proportion of binucleate cells was multiplied by 

approximately 10 compared to D-21. Uninucleate and binucleate microspore proportions then 

remained stable during the first seven days of in vitro culture. Trinucleate and multinucleate 

microspore proportions never exceeded 1.5%. These forms of cell development remained rare 

events. Star-like microspores, a transient form of cell development, represented 41.5% of the 

population at D0. They were only counted at D0, even if they were still visible during the first 

days of culture. 

 

4.3. Early biological changes occurring within microspores explain impedance 

variations during androgenesis. 

Data from IFC analyses were compared to microscopic observations to improve the 

understanding of impedance variations observed in microspores during the androgenesis 

process (Figure 6 A). 

IFC measurements performed at D-21 showed that P1 polygons contained a large 

majority of the viable microspores, about 80% of the 81.90% viable cells. As observed using 

microscopy, cells were mostly uninucleate microspores. From D0 and throughout the culture, 

the percentage of viable microspores in the P1 polygon then decreased to reach 2%, whereas   
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microscopic examinations revealed that the proportion of uninucleate cells remained stable 

during in vitro culture.  

The majority of viable microspores at D0, about 33%, were contained in the P2 

polygon. This proportion gradually decreased during microspore culture. D0 is a precise and 

important step in androgenesis and marks the transition between stress treatment, allowing 

the microspore switch towards the sporophytic pathway and in vitro culture required for 

embryogenic structure development. Comparison of the percentage of viable microspores in 

the P2 polygon and star-like microspore proportion at D0 showed a significant correlation 

(r²=0.88) between these two variables (Figure 6 B). The slope value of the correlation line is 

0.82 and can be explained by the fact that no distinction is made between viable and non-

viable microspores by light microscopy, unlike IFC analysis.  

These results show that IFC can very precisely discriminate the different developing 

cell populations during the early stages of androgenesis. Moreover, IFC measurement at D0 is 

a potentially reliable predictor for microspore suspension reactivity. 

 

4.4. The percentage of viable cells in the P3 polygon measured by IFC provides 

an early prediction of embryo yield. 

To investigate microspore culture characterization by IFC, we studied the evolution of 

cells contained in polygon P3 from D1 to D7. 

The highest proportion of viable microspores in the P3 polygon was reached at D1 

(10%) but this proportion then dropped during culture as mortality increased (Figure 6 A). 

However, the phase angle and amplitude of the microspore population in the P3 polygon 

increased throughout microspore culture (Figure 2 D1 to D7).   

Contrary to expectations, no correlation was found between the percentage of viable 

microspores in the P3 polygon and the proportion of multinucleate microspores (data not 

shown). By comparing the IFC data of wheat gametophytic and sporophytic developments 

(Figure 2), we showed that no viable microspore was present in the P3 polygon during pollen 

formation, regardless of the gametophytic developmental stage. These results allowed us to 

conclude that during the androgenesis process, the cells present in the P3 polygon did not 

correspond to microspores developing into pollen. As previously stated, multinucleate 

microspores remain a very rare event to be observed by microscopy. In contrast, with IFC   



 

 

 

Figure 7: Early prediction of embryo yield for the Pavon genotype with IFC measurement. Application 
of a prediction model for the linear correlation between the percentage of viable microspores in the 
P3 polygon at D7 and the embryo yield. Four biological replicates were used to establish this 
mathematical model, with the average of technical triplicates for IFC measurements represented by 
error bars. The coefficients of this prediction model were obtained by adjusting the linear model using 
R software (linear equation: y = 6.539 x -20.827; p-value<0.05). 
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analysis, an average of 8,283 cells per sample was counted and an average of about 293 

microspores were present in the P3 polygon at D7. The absence of correlation could therefore 

be explained by technical constraints based on the low number of cells counted by 

microscopy, insufficient to characterize the real composition of microspore populations in 

culture. It was therefore crucial to implement another approach to characterize the 

microspore population in the P3 polygon.  

We decided to set up a novel statistical approach to try to connect the microspores in 

the P3 polygon with the reactivity level of a microspore suspension. For this advanced 

approach, we used classic mathematical model methods: first, a generalized linear model to 

predict embryo production and, second, a linear model for embryo yield prediction. We 

decided to fix a minimal value for cell culture reactivity for the Pavon genotype at 0.3 embryos 

per 10,000 microspores. Only four of the seven biological replicates showed an acceptable 

level of reactivity and were used to further construct the mathematical procedure.  

First, we investigated if embryo production, or lack of embryo production, could be 

predicted by IFC data. Statistical analysis (PCA) showed that the percentage of viable 

microspores in the P3 polygon at D7 was the best predictive variable for embryo production. 

Thus, if the percentage of viable microspores in the P3 polygon at D7 exceeds the threshold 

of 3.1%, the microspore suspension will produce embryos (data not shown).  

Secondly, we established a mathematical model based on this same variable to predict 

embryo yield of a microspore suspension. In this linear model, if the percentage of viable 

microspores in the P3 polygon at D7 exceeds 3.1%, as previously stated, then the embryo 

production number by a microspore suspension can be predicted by the equation: y=6.539x-

20.827, with y corresponding to the number of embryos per 10,000 microspores and x 

corresponding to the percentage of viable microspores in the P3 polygon at D7 (Figure 7). 

When applied to our four biological replicates, this mathematical model presented a high 

significance level (r²=0.95 and p-value=0.02).  
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Discussion 

The first research work using IFC analyses on plant cells was published in 2016 by 

Heidmann et al. (Heidmann et al., 2016). It reported viability measurement of pollen from 

different plant species at different stages of development, from tetrad to mature pollen. In 

our study, we demonstrated that microspore suspension viability can also be measured by IFC 

during the early stages of the androgenesis process. In addition, the sample preparation 

method described here for the first time allows microspore analysis in their own in vitro 

culture medium. This novel methodology preserves microspore viability during the sample 

preparation for IFC analysis and therefore eliminates the potential biases of damaged cells.  

We easily monitored microspore viability evolution using IFC, from tiller harvesting to 

the first seven days of culture. The decrease in cell viability observed in our study is in 

agreement with other studies carried out on several isolated microspore culture systems 

(Pérez-Pérez et al., 2019; Reynolds, 1993; Rodriguez-Serrano et al., 2012). The first viability 

decline (from D-21 to D0) may be associated with stress treatment effects. The inductive stress 

applied to microspores induces several protection and stress-response processes such as heat 

shock protein expression, proteolytic machinery activation and autophagy (Seguı-́Simarro et 

al., 2003; Testillano, 2019). Studies showed that in barley microspore cultures, autophagy is 

induced after pretreatment and could be responsible for stress-induced cell death within 

these microspores (Bárány et al., 2018; Pérez-Pérez et al., 2019; Rodriguez-Serrano et al., 

2012). However, this stress is fundamental for the microspore switch towards the sporophytic 

pathway (Touraev et al., 1997). It is therefore necessary to adapt the stress conditions to allow 

a maximum of microspore reorientation, while preserving their integrity and viability. A 

second viability drop is observed during microspore culture, corresponding to the 

degeneration and death of non-responsive and non-embryogenic microspores (Soriano et al., 

2013). Thanks to viability measurement by IFC, it is now possible to multiply stress condition 

tests and easily evaluate their impact on cell culture viability. IFC is therefore an advantageous 

tool for routinely monitoring cell viability. 

During in vitro culture, microspores arrest their development, continue on a 

gametophytic pathway leading to pollen formation, or switch to a sporophytic program. 

Among the responsive microspores, some of them stop their development after only several 

divisions, whereas the others develop into androgenic structures (Soriano et al., 2013).  
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After pretreatment, the coexistence of various cell fates and types within the same microspore 

suspension makes it widely heterogeneous. The separation of these different structures 

during the early androgenic stages remains difficult at this time (Testillano, 2018, 2019). IFC 

allows quick and simple cell population description on heterogeneous populations of isolated 

microspores in culture without cell sorting. 

In this paper, we highlighted amplitude and phase angle increases in microspore 

suspensions during the androgenesis process and connected these impedance variations to 

well-known cellular mechanisms described in microspore embryogenesis. Responsive 

microspores undergo considerable morphological changes as well as a significant cytological 

reorganization (Pauls et al., 2006). The embryogenic development of microspores can actually 

be divided into three phases: acquisition of embryogenic potential, multinucleate structure 

development and embryo formation (Maraschin et al., 2005). Our results can be linked to the 

two first phases. We show that the first intracellular changes occurring in androgenesis are 

reflected by the significant increase in the impedance phase angle of a proportion of viable 

microspores. At this stage, responsive microspores are subjected to profound modifications 

of their genetic machinery with the repression of genes related to a gametophytic program 

and, conversely, the initial overexpression of stress-resistant genes and genes associated with 

embryogenic development (Malik et al., 2007; Ribalta et al., 2012; Seguí-Simarro and Nuez, 

2008). These microspores display a weak metabolic activity (Bonet and Olmedilla, 2000), as 

reflected by the presence of cytoplasmic regions devoid of organelles and the decrease in 

ribosome density (Corral-Martínez et al., 2013; Maraschin et al., 2005). We demonstrate in 

this paper that the acquisition of embryogenic potential, represented by star-like microspores 

in wheat, is highly correlated with the proportion of viable microspores present in the P2 

polygon, in particular at D0. IFC quickly and precisely measures the stress efficiency on 

microspore populations. Two reactivity markers have been identified: cell viability and cell 

proportion in the P2 polygon, representing responsive microspores. IFC could therefore be 

considered as a reliable, robust and label-free marker of the stress efficiency for Pavon 

microspores and could be applied to other wheat genotypes or several plant species in 

androgenesis. 

From D1 to D7, a second phase angle and an increase in amplitude were observed, 

corresponding to the second phase of embryogenic microspore development. These  
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microspores actively divide and their cytoplasm densifies even more with the disappearance 

of vacuoles and vesicle formation (Indrianto et al., 2001). The ribosome number considerably 

increases, just like the nuclei number, reflecting the high cellular activity of these microspores 

(Bonet and Olmedilla, 2000; Indrianto et al., 2001; Seguí-Simarro and Nuez, 2008; Testillano 

et al., 2005). Thus, cytoplasm conductivity and permittivity of these microspores considerably 

change, as shown by the IFC analyses from D1 to D7. Heidmann et al. (2016) showed, with the 

use of beads of different sizes, that the amplitude increases observed in IFC represented an 

increase in cell size. This data is in agreement with our IFC results: the responsive microspores 

presented a significant size increase during the first days of culture, as confirmed by our 

microscopic observations and by several studies as well (Daghma et al., 2014; Pauls et al., 

2006). We can therefore hypothesize that these cytoplasmic rearrangements and this strong 

metabolic activity of embryogenic microspores are connected to the increase in the 

impedance phase angle and amplitude characteristics of the P3 polygon. More detailed 

studies could allow a finer characterization of the microspores contained in this polygon. 

Finally, we also highlighted a novel reactivity marker using the viable microspores detected in 

the P3 polygon by IFC technology to predict embryo yields in Pavon microspore suspensions. 

With an average of 13.5 embryos per 10,000 microspores, Pavon's embryo yields in our study 

fit with the other yields published for this genotype, which corroborate the reactivity 

threshold we set up (Labbani et al., 2005; Poersch-Bortolon et al., 2016). To our knowledge, 

this is the first time that embryo yields have been predicted early and reliably in androgenesis. 

The predictive mathematical model proposed for the Pavon genotype is highly significant and 

promising, and its robustness and precision will improve over time by adding more biological 

repetitions. Furthermore, additional studies are underway to adapt this model for embryo 

yield prediction to other wheat genotypes and other species in androgenesis. 

 

In conclusion, cellular and intracellular events that occur in responsive and 

embryogenic microspores throughout in vitro culture can be studied by using IFC. This 

technology provides a new approach to track microspore fates during androgenesis but is also 

an early, reliable and robust marker for efficiency evaluation of stress treatment. Using it, we 

demonstrated, for the first time, the possibility of early prediction of embryo yields of wheat 

microspore suspensions during the first seven days of in vitro culture. 
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Étude microscopique et morphologique des structures 
androgéniques de blé et caractérisation de leur 

capacité à régénérer des plantules chlorophylliennes. 
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Introduction 
 

Dans le phylum des Embryophyta, l’embryogénèse a lieu majoritairement après 

fécondation in planta, par fusion des gamètes mâle et femelle. Le zygote unicellulaire ainsi 

obtenu subit alors de nombreuses divisions cellulaires et emprunte des voies de 

développement et de différenciation spécifiques aboutissant à la formation d’un embryon, 

capable de donner naissance à une plantule. Néanmoins le phénomène de totipotence 

observé chez les cellules végétales leur permet de produire des embryons à partir d’autres 

cellules que le zygote, et ce notamment grâce à la culture in vitro (Su et al., 2020). Ainsi 

l’embryogénèse somatique est induite à partir de tous types de cellules ou tissus végétatifs et 

permet de produire des embryons de même niveau de ploïdie et de même fonds génétique 

que la plante donneuse (George et al., 2007; Zimmerman, 1993). À l’inverse, l’androgénèse 

(Seguí-Simarro, 2010) et la gynogénèse (Bohanec, 2009) permettent la formation d’embryons, 

sans fécondation, à partir du gamétophyte mâle ou femelle, respectivement. Les embryons 

issus de cette technique d’embryogénèse gamétophytique sont initialement haploïdes, 

chacun présentant une ségrégation aléatoire des caractères de la plante donneuse.  

L’embryogénèse zygotique a fait l’objet de nombreuses études, in vitro et in planta, 

permettant l’élucidation du schéma développemental chez de nombreuses espèces de 

Dicotylédones, comme Arabidopsis thaliana (Kurczyńska et al., 2007) et Brassica napus (Hause 

et al., 1994), et de Monocotylédones telles que Zea mays  (Clark and Sheridan, 1986), 

Hordeum vulgare (Nonohay et al., 1999) et Triticum aestivum (Delporte et al., 2014). Chez les 

Monocotylédones, l’embryogénèse zygotique peut être divisée en 9 stades principaux, 

comme l’illustre la figure 1. Le zygote initial est asymétrique et se divise activement, générant 

un pro-embryon de forme ovoïde, composé de 12 à 14 cellules (Figure 1 – Stade pro-

embryon). Les cellules apicales de l’embryon sont caractérisées par un cytoplasme dense, 

alors qu’au pôle basal, les cellules du suspenseur possèdent de grandes vacuoles (Seldimirova 

et al., 2017). Cette polarité apicale-basale des cellules correspond au premier patron de 

développement : la mise en place de l’axe embryon-suspenseur. Des structures de type 

suspenseur ont également été observées lors de l’embryogénèse somatique et 

gamétophytique chez différentes espèces de Dicotylédones comme le colza (Supena et al., 

2008) et le café (Quiroz-Figueroa et al., 2006). On observe ensuite un allongement important  



 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Embryogénèse chez le maïs. Le zygote se développe en pro-embryon, également appelé 
stade globulaire, composé de deux régions distinctes : l’embryon et le suspenseur. Au cours de la phase 
de transition, l’embryon s’allonge de manière importante, et une région méristématique se différencie 
au sein de celui-ci. Au stade coléoptilaire, le scutellum initie son développement autour de l’embryon, 
et le coléoptile entoure le méristème apical caulinaire. Les apex foliaires et racinaires se différencient. 
Le premier primordium foliaire apparaît au stade 1, à la base du méristème apical caulinaire. Aux stade 
2 à 6, le suspenseur a totalement dégénéré. Le scutellum entoure maintenant totalement l’embryon. 
L’embryon est mature et formé des organes caractéristiques que sont le scutellum, le coléoptile 
renfermant les primordia foliaires et le coléorhize. (Figure de Brunelle et al., 2017 traduite et modifiée). 
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 de l’embryon, marquant le début de la phase de transition (Figure 1 – Stade transition). Les 

méristèmes commencent à se former et le protoderme se différencie à ce stade de façon non 

uniforme. Le scutellum, cotylédon modifié correspondant à un organe de réserve situé entre 

l’embryon et l’albumen, se développe autour de l’embryon. Enfin, à la fin du stade de 

transition, le coléoptile initie à son tour son développement et vient recouvrir le méristème 

apical caulinaire. Cette gaine protectrice des premières feuilles est spécifique aux Graminées 

et joue un rôle dans le phénomène de phototropisme lors de la germination. Le suspenseur 

est encore visible. Du stade coléoptilaire au stade 1 (Figure 1), l’embryon se différencie, on 

observe alors la mise en place du deuxième patron de développement : l’axe tige-racine. Le 

scutellum continue à se développer autour de l’embryon et les premiers primordia foliaires se 

différencient également. À ce stade, l’embryon mesure environ 1mm. Le suspenseur débute 

sa dégénérescence par autolyse de ses cellules (Seldimirova et al., 2017). Lors des stades 

suivants (Figure 1 – Stades 2 à 6), l’embryon forme de nouveaux primordia foliaires et 

racinaires. Le scutellum se développe de façon importante et entoure alors complètement 

l’embryon. Ces stades de développement correspondent également à la phase de maturation 

de l’embryon pendant laquelle il accumule des réserves de type amylacé. L’embryon mature 

des Monocotylédones est composé de 5 à 6 ébauches foliaires et est entouré d’albumen.  

Différentes études comparatives ont permis de mettre en avant les similarités et les 

différences entre l’embryogénèse in vitro – par culture d’embryons immatures (Kumlehn et 

al., 1998, 1999; Leljak-Levanić et al., 2015) ou par androgénèse (Pulido et al., 2005; Testillano 

et al., 2002) – à l’embryogénèse zygotique in planta. De manière générale, l’embryogénèse in 

vitro présente de nombreuses homologies avec l’embryogénèse in planta, les stades de 

développement globulaire, transition, coléoptilaire, stades 1 à 6  sont similaires (Méndez-

Hernández et al., 2019; Zhao et al., 2017). Néanmoins, on observe un développement général 

et un établissement de la polarité plus lents en embryogénèse in vitro (Bakos et al., 2009). 

Ainsi chez le blé, il faut en moyenne 14 jours pour obtenir des embryons morphologiquement 

complets in planta, 20 jours en culture d’embryons in vitro, et 28 à 35 jours en androgénèse. 

De plus, les divisions des structures multicellulaires embryogéniques sont souvent orientées 

au hasard en androgénèse, contrairement au développement zygotique, mais celles-ci 

retrouvent ensuite une morphologie et une structure cellulaire proches de celles de l’embryon 

zygotique (Seguí-Simarro and Nuez, 2008).  
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L’embryogénèse des microspores n’est pas le seul type de développement observable 

en androgénèse. En effet, chez de nombreuses espèces comme le colza (Rivas-Sendra et al., 

2017), le maïs (Góralski et al., 2005), l’orge (Piccirilli and Arcioni, 1991), l’avoine (Kiviharju et 

al., 1998), le seigle (Ma et al., 2004a) et le blé (Konieczny et al., 2003; Rybczynski et al., 1991), 

parmi les microspores réorientées vers la voie sporophytique, certaines vont former des 

structures de type embryon (ELS – embryo-like structure) alors que d’autres produiront des 

structures de type cal (CLS – callus-like structure). Les capacités de conversion de ces deux 

types de structures en plantules sont variables selon les espèces. Ainsi chez le maïs, les CLS ne 

produisent que très rarement voire jamais de plantule, et dégénèrent relativement tôt au 

cours de la culture in vitro (Massonneau et al., 2005). À l’inverse, chez les Cucurbitacées et 

l’aubergine, la formation de CLS au cours de la culture de microspores demeure la voie 

majoritaire ou unique pour la génération d’HD (Gémes Juhász and Jakše, 2005; Rivas-Sendra 

et al., 2020a; Song et al., 2007). Cette voie de callogénèse observée en androgénèse chez ces 

espèces pourrait être la conséquence de l’absence de certains signaux de régulation essentiels 

à la formation d’embryons. Lors de l’embryogénèse zygotique, ces signaux proviennent de 

tissus spécifiques tels que l’endosperme et les tissus de la graine. Il a été montré dans les 

cultures de microspores isolées de maïs que les CLS exprimaient des gènes spécifiques de 

l’endosperme, et que ce type de structures pourrait donc avoir un rôle de stimulation et de 

maintien du développement embryonnaire des ELS (Massonneau et al., 2005). Les conditions 

de culture in vitro des microspores sont également un élément critique pour la production 

d’embryons en androgénèse. Des conditions de culture non optimales peuvent entraîner la 

production préférentielle de CLS voire l’arrêt du développement embryonnaire de certaines 

microspores et leur passage à un statut de cal prolifératif (Seguí-Simarro, 2010), alors que 

l’optimisation des différents  paramètres de culture, comme la composition du milieu de 

culture, permet d’améliorer la qualité des embryons produits ainsi que leur capacité de 

régénération (Kim et al., 2008; Supena and Custers, 2011).  

Chez le blé, les études menées sur le développement des microspores en androgénèse 

se sont souvent focalisées sur les premières phases du développement embryogénique (Bonet 

and Olmedilla, 2000; Indrianto et al., 2001; Seldimirova et al., 2016), c’est-à-dire de la 

réorientation des microspores vers la voie sporophytique, grâce à l’application d’un stress 

inducteur, à la formation et à la libération de structures multicellulaires. Très peu d’études  
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ont été menées sur les étapes plus tardives du développement des structures androgéniques 

produites chez le blé (Rybczynski et al., 1991) et peu d’éléments sont connus sur leur capacité 

de conversion en plantules. De plus, le problème majeur observé en androgénèse chez les 

céréales, et notamment chez le blé, est la régénération d’une proportion importante de 

plantules albinos, allant jusqu’à 100% chez certains génotypes. Ces plantules sont dépourvues 

de système photosynthétique fonctionnel dû à l’absence totale ou partielle de chlorophylle, 

rendant impossible leur survie en dehors de la culture in vitro (Kumari et al., 2009). À l’heure 

actuelle, les causes et les facteurs induisant la conversion des embryons en plantules 

chlorophylliennes ou à l’inverse en plantules albinos ne sont toujours pas connus. En outre, 

des anomalies développementales, telles que des aberrations histologiques, des échecs de 

différenciation ou une absence de polarisation de l’embryon, sont souvent observées en 

culture de microspores, tout comme en culture d’embryons in vitro. Ces anomalies sont 

directement liées au système de culture in vitro (Bakos et al., 2009). Les défauts de 

développement influencent directement et négativement la capacité de régénération en 

plantules de ces structures androgéniques, impactant l’efficacité de la technique 

d’androgénèse en production. Enfin, quelle que soit l’espèce, peu d’études (Castillo et al., 

2000; Fadel and Wenzel, 1990; Olsen, 1987; Rivas-Sendra et al., 2017) se sont intéressées au 

potentiel embryogénique des structures produites en culture de microspores, ni à leur 

capacité de régénération en plantule chlorophyllienne.  

Nous proposons donc de caractériser les différentes structures androgéniques 

produites en culture de microspores isolées au travers de l’étude de trois génotypes de blé. 

Dans un premier temps, l’étude morphologique des structures androgéniques permettra de 

les qualifier et de catégoriser ces structures selon leur type de développement, leur taille et 

leur aspect. Ensuite, la capacité de conversion en plantules et le potentiel de régénération en 

plantules chlorophylliennes seront étudiés pour chacune des catégories précédemment 

définies. L’objectif est d’améliorer nos connaissances sur les structures androgéniques 

produites chez le blé en culture de microspores afin d’améliorer l’efficacité de la technique 

lors d’expérimentations ultérieures. 
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Matériel et méthodes 

1. Matériel végétal 

Trois génotypes de blé tendre (Triticum aestivum L.) ont été étudiés : deux génotypes 

de blé d’hiver, Paledor et Premio, et un génotype de blé de printemps, Pavon. 

Les semis ont été réalisés en chambre de culture en conditions contrôlées selon les 

paramètres suivants : une température de 19°C jour et de 17°C nuit, une photopériode de 16 

h et une humidité relative de 70 %. Une semaine après le semis, les jeunes plants de blé d’hiver 

ont été vernalisés 56 jours à 4°C avec une photopériode de 12 h. Ils ont ensuite été cultivés 

jusqu’à épiaison dans les conditions décrites dans le chapitre 2 pour le génotype Pavon. 

 

2. Cultures de microspores isolées. 

Les épis ont été cueillis lorsque la majorité des microspores était au stade uninucléé 

centré à tardif. Le stade de développement des microspores a préalablement été vérifié en 

microscopie par coloration DAPI (Canonge et al., 2020).  

Les épis ont ensuite été placés dans des pots contenant de l’eau stérile à 4°C pendant 

21 jours à l’obscurité. L’eau a été régulièrement renouvelée pour éviter les contaminations. À 

l’issu de ce prétraitement, les épis ont été stérilisés et broyés afin de libérer les microspores 

qui ont été mises en culture selon la méthode décrite dans le chapitre 2. 

Après 30 ± 3 jours de culture in vitro, les structures androgéniques ont été repiquées 

sur un milieu de régénération (Murashige and Skoog, 1962) et cultivées à 25°C avec une 

photopériode de 16 h. Le rendement en structures androgéniques produites pour chaque 

culture de microspores est exprimé pour 10 000 microspores. 

Après deux mois de culture sur milieu de régénération, les plantules chlorophylliennes 

et albinos ont été dénombrées afin de calculer les différents taux de régénération. Ainsi le 

taux de régénération en plantules chlorophylliennes correspond au nombre de plantules 

chlorophylliennes régénérées par rapport au nombre de structures androgéniques repiquées. 

Le taux de régénération totale en plantules et le taux de régénération en plantules albinos 

sont exprimés de la même façon.  
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L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre ont été générés à partir d’un 

dispositif expérimental comprenant quatre répétitions biologiques pour les cultures de 

microspores de Pavon et Paledor, et sept répétitions biologiques pour le génotype Premio. 

3. Caractérisation morphologique des structures androgéniques de blé 

Les cultures de microspores isolées ont été observées régulièrement tout au long du 

processus d’androgénèse. Ces observations, effectuées tous les 2 à 4 jours, ont été réalisées 

stérilement grâce à l’utilisation d’un microscope inversé (Olympus CKX41).  

À l’issu du prétraitement, le taux d’induction des microspores a été calculé, et 

correspond au nombre de microspores en étoile par rapport à la population totale de 

microspores. 

Différentes structures multicellulaires ont été observées de 21 jours à 30 jours de 

culture afin de caractériser leur morphologie et la voie de développement empruntée. Ces 

observations ont permis de définir les catégories morphologiques de structures 

androgéniques produites chez le blé présentées dans la partie « Résultats ». 

Après 30 jours de culture in vitro, au moment du repiquage, plusieurs structures de 

chaque catégorie ont été prélevées et colorées au DAPI afin de visualiser les noyaux des 

cellules, les différents types cellulaires et l’architecture des tissus. Pour cela, les structures 

androgéniques ont été incubées pendant 3 heures dans un mélange de milieu de culture et 

de DAPI (4 mg/L – 10 % v/v) avant observation au microscope à fluorescence (Olympus BH-2). 

Les observations des structures androgéniques à différents stades de développement 

effectuées en microscopie à fluorescence par coloration au DAPI et présentées en Figure 3 ont 

été réalisées par superposition de 15 à 20 images capturées sur différents niveaux de champs 

(caméra Lumenera – Infinity 3). 

Les repiquages ont été réalisés sous loupe binoculaire (Nikon SMZ745). Les structures 

de même morphologie ont été regroupées dans une même boîte de Pétri (Sarstedt – diamètre 

90 mm), à raison de 50 structures par boîte maximum. La proportion de structures 

androgéniques produites pour chacune de ces catégories a pu être calculée pour chaque 

culture de microspores. 
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4. Analyses statistiques 

Pour les cultures de microspores des génotypes Pavon et Paledor, 4 répétitions 

biologiques ont été effectuées, tandis que 7 répétitions biologiques ont été réalisées pour 

Premio en raison de la faible proportion de structures androgéniques produites chez ce 

génotype. Les analyses statistiques ont été réalisées grâce au logiciel R, version 4.0.3, interface 

R Commander. Les différences significatives entre les moyennes ont été déterminées par le 

test DSH de Tukey (p < 0,05). 

 

  



 

 

 

 

Tableau 1 : Réactivité des trois génotypes de blé étudiés.  

Pour chacun des génotypes, la réactivité des microspores mises en culture est définie par les cinq 

indicateurs suivants. Le taux d’induction correspond au nombre de microspores en étoile par rapport 

à la population totale de microspores, et est exprimé en pourcentage. Le rendement en structures 

androgéniques est exprimé en nombre de structures produites pour 10 000 microspores. Les taux de 

régénération totale en plantules, en plantules chlorophylliennes et en plantules albinos, 

correspondent au nombre de plantules régénérées par rapport au nombre de structures 

androgéniques en culture. Les lettres indiquent une différence significative entre les trois génotypes 

pour un même indicateur (Test de Tukey – p<0,05). 
 

 

 Pavon Paledor Premio 

Taux induction 35,9a ± 2,4 38,5a ± 3,6 49,2b ± 6,6 

Rendement en structures androgéniques 7,1a ± 2,8 2,3a ± 0,5 0,4b ± 0,1 

Taux de régénération totale en plantules 54,8a ± 4,0 12,6b ± 5,4 0,7c ± 0,7 

En plantules chlorophylliennes 17,9a ± 3,3 0,0b 0,0b 

En plantules albinos 36,9a ± 4,7 12,6b ± 5,4 0,7b ± 0,7 
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Résultats 

 

1. Les génotypes de blé étudiés présentent une réactivité contrastée. 

En androgénèse, l’application d’un stress inducteur permet de réorienter le 

développement des microspores vers une voie sporophytique, pouvant mener théoriquement 

à la production de milliers de plantules haploïdes. Cependant, différents évènements et 

blocages se produisant au niveau des cellules durant la culture in vitro réduisent 

considérablement ce rendement en pratique. Ainsi, même si la plupart des microspores sont 

réorientées, une majorité d’entre elles meurent, et une autre partie poursuit son 

développement en pollen. Parmi les microspores réorientées, seulement une minorité se 

divise activement et se développe en structures androgéniques. De la même manière, ces 

structures possèdent un potentiel de régénération en plantules limité : certaines produisent 

avec succès une plantule tandis que les autres dégénèrent. Enfin, chez les céréales, et 

notamment chez le blé, une forte proportion de plantules albinos est produite en 

androgénèse, accentuant les limites de la technique en production. Dans cette étude, la 

réactivité des génotypes de blé est caractérisée selon quatre paramètres : (1) le pourcentage 

de microspores induites après le prétraitement, (2) le rendement en structures 

androgéniques, (3) le taux de régénération totale en plantules et, (4) le taux de régénération 

en plantules chlorophylliennes. 

Le pourcentage de microspores induites a été calculé à l’issue du prétraitement, il 

correspond au pourcentage de microspores en étoile par rapport à la population totale. 

L’utilisation de ce paramètre en tant qu’indicateur de la réorientation des microspores a été 

démontré dans le chapitre 2. Le pourcentage de microspores induites de Pavon est de 35,9 % 

(Tableau 1). Après 30 ± 3 jours de culture in vitro, le nombre de structures androgéniques 

produites a été compté, permettant de calculer le rendement pour 10 000 microspores.  Chez 

Pavon, on observe un bon rendement de production en structures androgéniques, soit 7 

structures produites pour 10 000 microspores mises en culture en moyenne. 54,8 % de ces 

structures androgéniques ont régénéré une ou plusieurs plantules, dont 17,9 % de plantules 

chlorophylliennes. 

  



 

 

 

 

Figure 2 : Libération d’une structure multicellulaire de sa paroi initiale : burst de l’exine. A. Structure 
multicellulaire entourée par la paroi initiale d’exine ; B. Rupture de la paroi d’exine et début de la 
libération de la structure multicellulaire en dehors de la paroi initiale ; C. Structure multicellulaire 
totalement dégagée de la paroi d’exine (p) ; D. Structure androgénique précoce. Observations 
réalisées en microscopie visible. 

 

  



- 193 - 

 

Le génotype Paledor présente un pourcentage d’induction similaire à celui observé 

chez Pavon (Tableau 1). Néanmoins, il a produit trois fois moins de structures androgéniques 

par rapport à ce génotype, soit 2,3 structures produites pour 10 000 microspores, sans que 

cette différence ne soit significative. Chez Paledor, 12,6 % des structures androgéniques 

régénèrent des plantules mais aucune n’est chlorophyllienne. 

Le pourcentage d’induction du génotype Premio est significativement supérieur à ceux 

des deux autres génotypes, avec 49,2 % de microspores induites à l’issue du prétraitement 

(Tableau 1). Cependant, Premio a produit très peu de structures androgéniques au cours de 

la culture des microspores, avec moins de 1 structure produite pour 10 000 microspores. 

Parmi ces structures, une seule a régénéré une plantule (0,07 %), qui était albinos. 

Ces quatre paramètres nous permettent de qualifier les trois génotypes de blés étudiés 

en fonction de leur réactivité générale en androgénèse. Pour le génotype de blé de printemps 

Pavon, le rendement en structures androgéniques est élevé et de bons taux de régénération 

totale en plantules et en plantules chlorophylliennes sont obtenus. Malgré une induction des 

microspores similaire ou supérieure à Pavon, les deux génotypes de blé d’hiver, Paledor et 

Premio, présentent une faible production de structures androgéniques, et une absence de 

régénération de plantules chlorophylliennes. Chez Premio, le rendement en structures 

androgéniques est très faible. Ces faibles réactivités reflètent la récalcitrance des génotypes 

de blé d’hiver en androgénèse.  

 

2. La caractérisation morphologique des structures androgéniques révèle 

deux voies principales de développement. 

Au cours de la culture in vitro, les microspores réorientées vers la voie de 

développement sporophytique se divisent activement. Elles forment des structures 

multicellulaires (Figure 2A), enclavées dans un premier temps dans la paroi d’exine. Ces 

structures sont ensuite libérées de la paroi initiale après 14 à 21 jours de culture in vitro 

(Figures 2B et 2C), puis leur taille augmente de manière importante (≈ 150 µm). Les structures 

ne présentent aucune architecture ou organisation particulière à ce stade de développement 

(Figure 2D).   



 

 

 

Figure 3 : Structures androgéniques observées en culture de microspores isolées de blé. 
Observations à la loupe binoculaire des structures androgéniques présentant un développement de 
type embryogénèse (A à F) ou de type callogénèse (G à I) : A. Début de polarisation de la structure 
androgénique avec émergence d’un organe de type suspenseur (S) à l’opposé de la partie 
embryonnaire (E) ; B. Structure androgénique au stade transition, ayant acquis une polarité embryon-
suspenseur marquée ; C. Croissance accrue de la partie embryonnaire, correspondant au stade 1 du 
développement zygotique ; D. Apparition et mise en place des scutellum (Sc) qui entourent 
complètement l’embryon initial ; E.  Développement et croissance des scutellum ; F. Apparition du 
coléoptile (C) au centre de la structure androgénique, cet organe est facilement repérable grâce à sa 
coloration naturelle jaune à vert clair ; G. Structure androgénique de forme ronde, compacte et 
homogène d’une taille d’environ 1mm ; H et I. Structures androgéniques présentant une ramification 
importante selon différents pôles de croissance aléatoires. 
Observations en microscopie par coloration au DAPI (J à L) : J. Organe de type suspenseur composé de 
cellules présentant une vacuolisation importante ; K. Structure androgénique composée d’un seul type 
cellulaire homogène ; L. Structure androgénique ramifiée présentant divers pôles de croissance 
composés d’un seul type de cellules.  
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À 21 jours de culture in vitro, les structures androgéniques atteignent une taille variant 

de 200 à 500 µm. À ce stade, les structures observées présentent deux types de morphologie 

différentes. La première classe morphologique est caractérisée par une forme ovoïde, les 

cellules du pôle basal présentent une vacuolisation importante, non visible dans les cellules 

du pôle apical (Figure 3A). Ce type cellulaire, observable sur la Figure 3J, semble correspondre 

aux cellules composant l’organe suspenseur de l’embryon zygotique in vivo. La polarité 

apicale-basale correspond au 1er patron de développement embryon-suspenseur. Au cours de 

la culture in vitro, un développement important du pôle apical et une élongation du pôle basal 

ont lieu (Figure 3B). De telles structures sont semblables au zygote au stade transition (Figure 

1). Par la suite, le pôle apical poursuit son développement contrairement au pôle basal. Le 

ratio embryon-suspenseur est de 2/3 pour la partie embryonnaire (Figure 3C). Ce stade de 

développement est assimilable au stade 1 du développement zygotique (Figure 1). La partie 

correspondant au suspenseur dégénère progressivement tandis que la partie embryonnaire 

connait une croissance renforcée avec l’apparition de 2 à 3 pôles de développement en 

périphérie (Figures 3D et 3E). Ces pôles adoptent une organisation cellulaire précise, leurs 

cellules présentent un espace intercellulaire très réduit, et enveloppent finalement la partie 

embryonnaire initiale. Ces pôles de croissance sont facilement observables et caractérisables 

à la loupe binoculaire par leur aspect lisse et brillant. Ils sont comparables au scutellum 

observé lors du développement zygotique in vivo, qui entoure lui-aussi l’embryon initial. Ces 

structures ont une taille généralement comprise entre 1 et 3 mm. Enfin, un organe apparenté 

au coléoptile se développe au centre des structures les plus développées (Figure 3F). Lors de 

l’étape de régénération des plantules, on peut observer l’émergence du premier primordium 

foliaire à partir de cet organe (non illustré). 

Dans la seconde classe de structures androgéniques caractérisées, aucune polarisation 

n’est visible au cours du développement.  Leurs cellules ont toutes une morphologie similaire 

et aucune vacuolisation n’est observée (Figure 3K). Certaines de ces structures sont de forme 

ronde, homogène et compacte, et présentent une taille moyenne de 1 mm (Figure 3G). Les 

autres présentent des ramifications plus ou moins importantes, correspondant à différents 

axes de croissance de type prolifératif (Figure 3H et 3I). Grâce aux observations en microscopie 

par coloration au DAPI, nous avons pu mettre en évidence l’absence d’organisation structurée 

des cellules dans les pôles de croissance ainsi que l’absence de cellules différenciées   



 

 

 

 

Tableau 2 : Établissement des 10 catégories définissant les structures androgéniques de blé en fonction 

de leur morphologie. 

Type de 
développement 

Taille 
Morphologie - 
Organe visible 

 Catégorisation finale 

CLS 

1mm 
Rond  Rond – 1mm 

Ramifié 

 Ramifié – 1mm 

2mm  Ramifié – 2mm 

3mm  Ramifié – 3mm 

ELS 

1mm 

Stade transition  Transition – 1mm 

Stade 1  Stade 1 – 1mm 

Scutellum 

 Scutellum – 1mm 

2mm  Scutellum– 2mm 

3mm 
 Scutellum – 3mm 

Coléoptile  Coléoptile– 3mm 
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(Figures 3K et 3L). Ces différentes caractéristiques nous permettent donc d’assimiler cette 

seconde voie de développement à un développement de type callogénèse.  

Lors de la culture in vitro des microspores de blé, nous avons détecté grâce aux 

observations en microscopie des anomalies de développement au sein des ELS et CLS produits. 

Des ELS-jumeaux et des ELS présentant des organes multiples ont été observés au sein des 

cultures des trois génotypes de blé étudiés, ainsi que des structures filamenteuses. Ces 

structures présentant des anomalies de développement n’ont pas été prises en compte pour 

la suite de l’étude et le calcul des rendements de chaque génotype. 

Deux voies de développement ont donc été observées à partir des microspores de blé. 

La première présente les caractéristiques d’un développement embryogénique avec un 

premier axe de polarité embryon-suspenseur qui se met en place à partir de 21 jours de 

culture, puis le développement de différents organes : suspenseur, scutellum et coléoptile, 

également observés chez le zygote. Les microspores induites empruntant cette voie de 

développement mènent à la production de structures de type embryon ou ELS. La seconde 

voie de développement ne présente aucune caractéristique embryogénique et aboutit à la 

production de structures sans organisation ni architecture précisément définies. Ces 

structures suivent un développement de type callogénèse et sont donc qualifiées de CLS ou 

structures de type cal.  

 

3. Les trois génotypes de blé présentent des profils de production en 

structures androgéniques hétérogènes. 

Après 30 ± 3 jours de culture, au moment de la subculture sur milieu de régénération, 

les structures androgéniques ont été caractérisées en fonction de 3 paramètres : le type de 

développement observé (ELS vs CLS), la taille, et la forme générale de la structure – ou la 

présence d’organe caractéristique dans le cas des ELS (Tableau 2). Les structures 

androgéniques de blé ont ainsi été réparties en 10 catégories morphologiques présentées 

dans le tableau 2. Les 6 catégories d’ELS correspondent à l’évolution du développement de 

l’embryon, du stade de transition, au développement de scutellum, jusqu’à l’émergence du 

coléoptile.   



 

 

.  

Figure 4 : Fréquence des structures androgéniques au sein des dix catégories établies pour les 
génotypes Pavon (A), Paledor (B) et Premio (C). Pour chaque génotype, les fréquences moyennes des 
deux types de développement, ELS et CLS, sont mentionnées entre parenthèse. Pour un même 
génotype, les pourcentages présentant la même lettre ne sont pas significativement différents. Pour 
une même catégorie de structures androgéniques, les pourcentages présentant un astérisque sont 
significativement différents des autres génotypes. (Test de Tukey, p<0,05)  
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Le génotype de blé de printemps Pavon est le seul génotype à avoir produit 

significativement plus d’ELS (59,2 %) par rapport aux CLS (40,8 %). Parmi les structures de type 

embryonnaire, les ELS de type scutellum de 2 mm sont la catégorie la plus représentée, soit 

environ 18 % de la population totale (Figure 4A). À l’inverse, le stade transition est la catégorie 

la moins représentée avec moins de 2 % des structures produites, signe du stade de 

développement assez avancé des ELS produits par Pavon après 30 jours de culture in vitro. 

Les structures androgéniques de petite taille représentent la majorité des structures 

produites chez Paledor, tout type de développement confondu (Figure 4B). Parmi ces 

structures d’environ 1 mm, les CLS ronds sont très majoritairement produits et représentent 

environ 30 % de la population totale. À l’inverse, les ELS de type coléoptile et les CLS de type 

ramifiés de 3 mm sont les structures les moins produites dans les cultures de microspores de 

Paledor, avec des proportions inférieures à 2 % et 1 % respectivement 

Pour le génotype Premio, nous avons observé une très forte hétérogénéité au niveau 

des proportions de chaque catégorie de structures androgéniques produites entre les 

différentes répétitions biologiques de culture de microspores. Cette hétérogénéité se traduit 

par des écart-types importants, représentés par les barres d’erreur dans la figure 4C. En 

moyenne, les différentes catégories de structures androgéniques ont donc été produites en 

proportions relativement équivalentes, aucune différence significative n’a pu être mise en 

avant. Aucun ELS au stade transition ou de type scutellum de 2 mm n’a été obtenu pour ce 

génotype après 30 jours de culture (Figure 4C). Cependant, ces deux catégories d’ELS ont bien 

été observées dans au moins une des cultures de microspores de ce génotype, mais à une 

date postérieure.  

En comparant les proportions de structures androgéniques produites entre les trois 

génotypes, nous avons pu mettre en évidence des différences significatives. Pavon produit 

des ELS de type scutellum 2 et 3 mm en proportions plus importantes, tandis que Paledor 

produit significativement plus de CLS rond de 1mm, par rapport aux deux autres génotypes 

(Figure 4). 

Les 10 catégories morphologiques de structures androgéniques définies 

précédemment ont toutes été observées au sein des cultures de microspores des trois 

génotypes étudiés. Cependant, ces trois génotypes présentent des profils hétérogènes au   



 

 

 

 

Figure 5 : Anomalies de développement des structures androgéniques observées lors de la subculture 
sur le milieu de régénération. (A) Nécrose d’un ELS au stade 1 ; (B) Structure de type CLS ayant 
poursuivi un développement de type callogénèse puis dégénéré au cours de la subculture; (C) 
Développement de type callogénèse d’une structure de type ELS ; (D) Arrêt précoce du développement 
d’une structure de type ELS lors de la différenciation des premières ébauches foliaires et racinaires. 
Barre = 1 mm 
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niveau des proportions produites pour chacune de ces catégories. Le type de structures 

androgéniques majoritairement produit varie d’un génotype à l’autre, tant au niveau du type 

de développement observé qu’au niveau de la taille ou du stade. Ces différences sont très 

marquées entre les trois génotypes étudiés, mais également entre les deux génotypes de blé 

d’hiver, alors que les mêmes modalités de prétraitement et les mêmes conditions de culture 

in vitro ont été appliquées. Cela peut être dû à une réponse différente des génotypes face au 

stress, aux conditions de culture, ou aux propriétés intrinsèques du génotype lui-même. 

 

4. La capacité de régénération en plantules semble être liée au stade de 

développement des structures androgéniques. 

La capacité de conversion en plantules a été étudiée pour chacune des 10 catégories 

de structures androgéniques et comparée entre les génotypes. Pour les trois génotypes de blé 

étudiés, une proportion non négligeable de structures androgéniques n’a régénéré aucune 

plantule. Parmi ces ELS et CLS, certains ont montré des signes de dégénérescence suivie d’une 

nécrose des tissus lors de la subculture sur milieu de régénération (Figure 5A). Des aberrations 

de développement ont également été observées. Plusieurs CLS ont conservé un état 

indifférencié et poursuivi un développement de type callogénèse (Figure 5B). Certains ELS, 

notamment chez le génotype Premio, se sont dédifférenciés pour former des cals après 

transfert sur milieu de régénération (Figure 5C). Certains ELS et CLS ont entamé une 

conversion en plantule, avec la différenciation des premières ébauches foliaires, mais leur 

développement s’est arrêté précocement, ne permettant pas la régénération d’une plantule 

complète (Figure 5D). Enfin, certains ELS ont développé un système racinaire sur le milieu de 

régénération mais aucun appareil aérien ne s’est différencié. Toutes ces anomalies de 

développement entrent dans la catégorie « absence de régénération » pour le traitement des 

données. 

Pour le génotype Premio, les taux de régénération obtenus sont très faibles (0,07 %), 

ce génotype n’a donc pas été étudié dans cette partie. Le génotype de blé de printemps est le 

seul à avoir généré des plantules chlorophylliennes, Pavon et Paledor seront donc comparés 

sur la base de leurs taux de régénération totale en plantules. 

  



 

 

 

Figure 6 : Taux de régénération en plantules des 10 catégories de structures androgéniques observées 
pour les génotypes Pavon (A) et Paledor (B). Les cadres de couleur matérialisent les catégories de 
structures androgéniques appartenant au ELS (rose) ou CLS (jaune). Pour un même génotype, les 
pourcentages présentant la même lettre ne sont pas significativement différents. Pour une même 
catégorie de structures androgéniques, les pourcentages présentant un astérisque sont 
significativement différents des autres génotypes (Test de Tukey, p<0,05). 
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De façon générale, les structures de type ELS de grande taille (3 mm) sont celles qui 

présentent les meilleurs taux de régénération totale en plantules pour les deux génotypes 

(Figures 6A et 6B). Plus précisément, 75 % des structures au stade coléoptile ont régénéré une 

plantule chez Paledor (Figure 6B). Ce taux est significativement inférieur à celui du génotype 

Pavon, dont les ELS au stade coléoptile ont régénéré 100 % de plantules, avec presque 70 % 

de chlorophylliennes (Figure 6A). Les ELS de type scutellum 2 et 3 mm possèdent un taux de 

régénération totale en plantules plus élevé chez le génotype Pavon par rapport à Paledor. Or, 

lorsqu’on s’intéresse uniquement à la régénération en plantules albinos, les taux sont 

similaires entre les deux génotypes, avec environ 45 % de plantules albinos régénérées pour 

les ELS de type scutellum 2 mm et 27 % pour les ELS de type scutellum 3mm. Ces différences 

significatives sont donc liées à la récalcitrance de Paledor, qui ne produit aucune plantule 

chlorophyllienne, contrairement au génotype de blé de printemps Pavon. 

Les CLS de type ramifié de 3 mm de Paledor n’ont régénéré aucune plantule, 

contrairement au génotype Pavon (Figures 6A et 6B). Mais cette catégorie est très faiblement 

représentée chez Paledor : moins de 1 % de la population, et n’a été observée que sur une 

seule répétition biologique, ce qui ne nous permet pas de conclure quant à la régénération de 

ce type de structure, pour ce génotype. Enfin, chez le génotype Paledor, les structures de 

petite taille et/ou présentant le stade de développement le moins avancé, n’ont pas la 

capacité de régénérer une plantule (Figure 6B). Ces mêmes structures ont uniquement produit 

des plantules albinos chez Pavon, elles ne possèdent donc pas la capacité d’être converties en 

plantules chlorophylliennes.  

Au sein des structures présentant un développement de type embryogénique, plus 

l’ELS est à un stade de développement avancé, plus il semble posséder une capacité élevée de 

régénération totale en plantules, et de régénération chlorophyllienne pour le génotype Pavon. 

L’inverse semble également vrai. 

En conclusion, les structures de type ELS de 3 mm, et notamment le stade coléoptile, 

possèdent la meilleure capacité de régénération totale en plantules pour les deux génotypes, 

mais également en plantules chlorophylliennes pour Pavon. À l’inverse les structures de petite 

taille ont une capacité de conversion en plantule très faible voire inexistante. Il semble donc 

préférable de prioriser la subculture sur milieu de régénération des structures androgéniques 

de taille supérieure ou égale à 2 mm, et d’adapter les conditions de prétraitement et/ou de   



 

 

 

Figure 7 : Contribution des structures androgéniques à la régénération en plantules. (A et B) 
Contribution des différentes catégories de structures androgéniques à la régénération totale en 
plantules pour les génotypes Pavon (A) et Paledor (B) ; (C) Contribution des différentes catégories de 
structures androgéniques à la régénération en plantules chlorophylliennes pour le génotype Pavon. 
Les histogrammes violets correspondent aux plantules totales, les histogrammes verts aux plantules 
chlorophylliennes. Les cadres rose et jaune symbolisent les structures de type ELS ou CLS, 
respectivement.  
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culture in vitro pour favoriser la production de ce type de structures pour améliorer les 

rendements en androgénèse chez le blé. 

 

5. Les structures de type ELS contribuent majoritairement à la régénération 

en plantules chez le blé 

Nous présentons ici l’impact combiné des deux paramètres étudiés précédemment sur 

le rendement en plantules régénérées par la technique de culture de microspores isolées chez 

le blé. Par cette approche, nous tentons d’identifier de façon précoce les structures les plus 

productives, tant en terme de fréquence d’obtention, qu’en terme de régénération en 

plantules. 

Au total, environ 55 % des structures androgéniques de Pavon et 13 % des structures 

de Paledor ont régénéré des plantules (Tableau 1). Parmi toutes les structures androgéniques 

produites, les structures de type ELS contribuent de manière majoritaire à la régénération 

totale en plantules pour les deux génotypes. En effet, 69 % des plantules de Pavon et 93 % des 

plantules de Paledor proviennent d’une structure de type ELS. Pour ces deux génotypes, les 

trois catégories de structures contribuant le plus à la régénération totale en plantules sont 

identiques, à savoir les ELS « Stade 1 », « Scutellum 2 mm » et « Scutellum 3 mm ». Même si 

nous avons vu précédemment que les ELS de type coléoptile régénèrent très souvent des 

plantules, leur faible représentation dans l’ensemble des structures androgéniques produites 

n’en fait pas la structure la plus productrice de plantules, au global. 

Les structures androgéniques de taille inférieure à 2 mm (les CLS de type rond et 

ramifié 1 mm et les ELS au stade transition, stade 1 et de type scutellum 1 mm) sont les 

structures ayant la capacité de régénération la plus faible pour les deux génotypes Pavon et 

Paledor (Figure 7). Lorsque l’on croise leurs fréquences au sein de la population totale à leurs 

taux de régénération totale en plantules, on s’aperçoit qu’elles contribuent tout de même à 

19,9 % de la régénération totale en plantules chez Pavon et 4,4 % chez Paledor. Si on ne 

conserve pas les structures androgéniques d’une taille inférieure à 2mm lors de la subculture 

sur le milieu de régénération, cela représenterait une perte de 109 plantules pour le génotype 

Pavon et de 6 plantules pour le génotype Paledor, pour 1000 structures androgéniques.  
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Contrairement aux génotypes de blé d’hiver le génotype de blé de printemps Pavon a 

produit des plantules chlorophylliennes. Pour ce génotype, 17,88 % des structures 

androgéniques ont généré des plantules chlorophylliennes. Les structures androgéniques de 

type ELS sont les structures contribuant le plus à cette régénération : plus de 75 % des 

plantules chlorophylliennes régénérées proviennent d’un ELS. Les trois catégories contribuant 

de façon majoritaire à cette régénération sont les ELS « Scutellum 3 mm », « Coléoptile » et 

« Scutellum 2 mm », qui régénèrent, respectivement, 4,8 %, 3,3 % et 3% sur les 17,88 % de 

plantules chlorophylliennes produites chez le génotype Pavon. Chez le génotype de 

printemps, des plantules chlorophylliennes sont régénérées à la fois à partir des ELS et des 

CLS, en proportion non négligeable (environ 4% sur les 17,9% de plantules chlorophylliennes 

régénérées). Cela indique que le processus de régénération de plantules chlorophyllienne ou 

albinos est complexe, et ne peut pas être associé à un type de développement dans les 

cultures de microspores de blé. 

La synthèse des données de production des catégories de structures androgéniques 

avec leurs taux de régénération respectifs a permis de mettre en évidence les catégories les 

plus intéressantes au sein de la population totale pour la production de plantules, à savoir les 

ELS au stade 1, les ELS de type scutellum de 2 et 3 mm et les ELS au stade coléoptile. 

Néanmoins, il n’est à l’heure actuelle pas possible de déterminer par avance, au sein de ces 

catégories, quelles sont les structures qui régénèreront des plantules chlorophylliennes.  La 

production de ces types de structures doit donc être favorisée chez le blé, en optimisant les 

conditions de prétraitement et de culture in vitro, pour améliorer les rendements globaux en 

androgénèse. 
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Discussion 

Au-delà d’une méthode de production de plantes HD, la culture de microspores isolées 

constitue un modèle d’intérêt pour l’observation cytologique directe des stades de 

l’embryogénèse. En effet chez de nombreuses espèces modèles (Maraschin et al., 2005; 

Seldimirova et al., 2017; Testillano et al., 2002), le processus de développement des 

microspores en androgénèse a montré de nombreuses similarités avec le développement du 

zygote in planta, et permet en outre de s’affranchir des barrières physiques telles que la graine 

et l’endosperme. Cependant, le développement embryogénique des microspores n’est pas la 

seule voie de développement observée in vitro chez bon nombre d’espèces. Ainsi au sein des 

cultures de microspores isolées de colza (Rivas-Sendra et al., 2017), de maïs (Massonneau et 

al., 2005), d’orge (Castillo et al., 2000) et de seigle (Ma et al., 2004b), des structures de type 

cals sont également produites à partir des microspores.  

Chez le blé, les études se sont souvent focalisées sur les phases précoces du 

développement des microspores en androgénèse (Bonet and Olmedilla, 2000; Indrianto et al., 

2001) plutôt que sur le type de structures androgéniques produites. Dans cette étude, nous 

avons pu mettre en évidence deux voies de développement majeures dans les cultures de 

microspores isolées de blé, permettant la production d’ELS d’une part, et de CLS d’autre part. 

Chez le blé, les premiers signes de polarisation des structures multicellulaires se traduisent, 

avant le burst de l’exine, par des différences de taille de cellules (Bonet and Olmedilla, 2000). 

Après la rupture de la paroi initiale, cette polarisation est marquée par une forte vacuolisation 

des cellules au pôle basal, ainsi que par des différences spatiales d’accumulation de l’amidon 

(Indrianto et al., 2001). Nous avons pu mettre en évidence la mise en place du premier patron 

de développement chez les ELS dès 21 jours de culture, avec la polarité embryon-suspenseur. 

Le développement d’une structure de type suspenseur a déjà été rapporté dans les cultures 

de microspores de différentes espèces de Brassicacées (Shumilina et al., 2020; Supena et al., 

2008; Yeung, 2002), chez le maïs (Góralski et al., 2005) et le blé (Indrianto et al., 2001; 

Rybczynski et al., 1991). Différentes morphologies peuvent être observées, allant d’une petite 

excroissance au pôle basal de l’embryon à un suspenseur bien développé, similaire à celui du 

zygote (Yeung, 2002). Le suspenseur du zygote permet un positionnement correct au sein de 

la graine, ainsi que le transport des hormones et nutriments vers l’embryon. Le rôle du 

suspenseur chez les ELS dérivant de microspores n’a pas encore été élucidé mais sa présence  
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permettrait une structuration des ELS plus précoce et plus proche de celle du zygote (Soriano 

et al., 2013; Supena et al., 2008). Nous avons observé la dégénérescence de la structure de 

type suspenseur au cours du développement des ELS, de la même façon que lors de 

l’embryogénèse in planta. La différenciation et la croissance des ELS observés dans nos 

cultures de microspores sont similaires à celles décrites par Rybczynski et al. (1991). Leur 

étude a permis de mettre en évidence le développement embryogénique des microspores de 

blé, avec la formation d’épiderme et d’une structure de type suspenseur, l’initiation du 

développement du méristème apical, puis la différenciation du scutellum, l’élongation du 

coléoptile et l’apparition des premières ébauches foliaires et racinaires. La présence de 

scutellum chez les ELS dérivant de microspores a également été décrite dans d’autres travaux 

sur le développement embryogénique des microspores de blé (Seldimirova et al., 2017) et 

d’orge (Maraschin et al., 2003). Le développement des ELS dans nos cultures de microspores 

de blé est donc très proche de celui du zygote, et nous avons pu mettre en évidence des stades 

de développement similaires. En parallèle, des structures de type CLS se sont développés à 

partir des microspores des trois génotypes de blé étudiés ici. Ces structures ne possèdent 

aucune polarité, ni organisation cellulaire particulière et montrent une croissance de type 

prolifératif. Chez l’avoine, la production d’ELS ou de CLS en culture d’anthères semble être 

dépendante du génotype (Kiviharju et al., 1998). L’étude de 38 génotypes différents cultivés 

dans les mêmes conditions a révélé la production d’ELS chez 7 d’entre eux, tandis que les 

autres ont produits des CLS. Les résultats de notre étude semblent montrer que, chez le blé, 

le génotype n‘influence pas aussi nettement le développement des structures androgéniques. 

En effet, les trois génotypes de blé étudiés ici ont produits des ELS et des CLS de façon 

concomitante, même si Pavon est le seul génotype à avoir produit significativement plus d’ELS. 

En androgénèse, la question fondamentale est de déterminer si les structures dérivant 

de microspores sont capables d’être converties en plantules. Dans cette étude, nous avons 

montré que les deux types de développement observés dans les cultures de microspores de 

blé, ELS et CLS, possèdent la capacité de régénérer une plantule. Néanmoins, cette capacité 

est beaucoup plus faible chez les CLS, mais pas absente. Les ELS présentant les stades de 

développement les plus avancés régénèrent significativement plus de plantules pour les 

génotypes étudiés. Ces résultats permettent de mettre en place des pistes d’amélioration plus 

ciblées du protocole d’androgénèse chez le blé. Ainsi une première piste serait, pour le  
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laboratoire de production, d’optimiser le temps passé aux subcultures des structures 

androgéniques en se concentrant uniquement sur les structures présentant des 

caractéristiques embryogéniques et d’une taille égale ou supérieure à 2 mm, facilement 

observable à la loupe binoculaire. Chez le génotype de blé d’hiver Paledor, la majorité des 

structures androgéniques possédaient une taille d’environ 1 mm et présentaient un stade de 

développement plus précoce que le génotype Pavon au bout de 30 jours de culture. Il semble 

que le développement des microspores en structures androgéniques du génotype Paledor est 

plus lent que celui des microspores du génotype de blé de printemps. Or nous avons démontré 

que les structures de petite taille ont une faible capacité de régénération en plantule mais 

sont produites en grande quantité, leur contribution à la régénération globale n’est donc pas 

négligeable. Une deuxième piste d’amélioration consisterait donc à adapter le timing de 

subculture sur milieu de régénération en fonction du génotype, et donc, dans le cas de 

Paledor, à repousser de quelques jours cette étape pour que les structures androgéniques 

présentent un développement plus avancé et une taille supérieure. Des essais 

complémentaires ont été menés sur le timing de la subculture sur le milieu de régénération. 

Un premier transfert des structures androgéniques de taille supérieure à 2 mm a été réalisé à 

30 ± 3 jours de culture et a été suivi d’un second transfert, incluant les structures 

androgéniques au développement plus lent, 7 à 10 jours plus tard. Les résultats ont montré 

une chute du taux de régénération importante d’environ 50 % pour les structures provenant 

du second transfert. Cette diminution importante de la capacité des structures androgéniques 

à régénérer des plantules pourrait être provoquée par le relargage dans le milieu de culture 

de molécules toxiques issues des ovaires en co-culture ou provenant des structures elles-

mêmes. Peu d’élément sont connus à ce sujet. Notre protocole inclut déjà un renouvellement 

partiel du milieu de culture, par ajout de milieu frais dans les contenants au bout de 21 jours 

de culture. Les molécules toxiques accumulées ne sont pas éliminées, elles sont par contre 

diluées. Un remplacement complet du milieu pourrait être envisagé, mais serait 

techniquement difficile à mettre en place, et risquerait de déséquilibrer la composition en 

d’autres molécules essentielles.  Prolonger la culture des structures androgéniques de blé en 

milieu liquide risquerait donc d’être délétère pour la régénération de plantules et n’est 

finalement pas une bonne option pour améliorer la régénération de ce génotype. 
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Ces dernières années, beaucoup d’études ont été menées sur l’influence de la 

composition du milieu de culture pour améliorer la réactivité des espèces et génotypes en 

androgénèse (Asif et al., 2014; Niazian and Shariatpanahi, 2020; Patel et al., 2004; Testillano, 

2019). La balance phytohormonale, notamment entre les deux hormones antagonistes auxine 

et cytokinine, est un élément clé pour la morphogénèse des plantes dès les stades précoces 

(Kruglova et al., 2018).  De nombreuses études ont par ailleurs rapporté le rôle essentiel des 

phytohormones exogènes, et notamment l’auxine, dans le déclenchement de l’embryogénèse 

somatique et le développement de ces embryons in vitro (Fehér, 2015; Nic-Can and Loyola-

Vargas, 2016; Smertenko and Bozhkov, 2014). Contrairement à la culture d’anthères, 

l’initiation de l’embryogénèse en culture de microspores ne nécessite pas l’apport 

d’hormones exogènes chez la plupart des espèces (Pérez Pérez et al., 2019; Zur et al., 2015). 

Néanmoins, chez des espèces encore récalcitrantes comme le blé, l’apport de phytohormones 

dans le milieu de culture et/ou la co-culture d’ovaires sont indispensables à l’induction de 

l’embryogénèse des microspores et à la production de structures androgéniques (Gorbunova 

et al., 2001; Lantos et al., 2009; Zheng et al., 2002). Esteves et al. (2014) ont également montré 

chez l’orge que l’apport de cytokinines exogènes, méta-topoline et thidiazuron, stimulaient 

fortement la conversion des embryons en plantules et la régénération de plantules 

chlorophylliennes respectivement. Les phytohormones ne sont néanmoins pas le seul 

constituant clé des milieux de culture in vitro affectant la réactivité des microspores en 

androgénèse. Des études menées chez l’aubergine ont montré que des conditions de culture 

non adaptées pouvaient induire ou augmenter significativement la production de CLS dans les 

cultures de microspores (Corral-Martínez and Seguí-Simarro, 2012, 2014; Seguí-Simarro, 

2010). Chez cette espèce, seuls des CLS sont produits en culture de microspores et permettent 

la régénération de plantules HD. L’ajout de gomme arabique dans le milieu de culture a 

favorisé le développement d’ELS, mais ceux-ci présentaient des aberrations morphologiques 

au niveau des méristèmes apicaux (Corral-Martínez and Seguí-Simarro, 2014; Rivas-Sendra et 

al., 2020b). La gomme arabique est connue pour contenir des arabinogalactanes (AGPs) et des 

protéines dérivées, molécules impliquées dans la croissance et la différenciation des 

embryons de maïs en androgénèse (Borderies, 2004). L’ajout de gomme arabique dans le 

milieu d’induction en culture de microspores de blé a augmenté significativement le nombre 

d’embryons produits ainsi que la régénération en plantules chlorophylliennes, tout en   
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diminuant fortement la mortalité des microspores au cours des premiers jours de culture 

(Letarte et al., 2006). Néanmoins, aucun facteur externe qui a été introduit dans les milieux 

de culture in vitro n’a permis de surmonter totalement le problème de l’albinisme. 

Les structures androgéniques produites en culture de microspores isolées présentent 

les mêmes caractéristiques morphologiques pour les trois génotypes de blé étudiés ici. Malgré 

cela, nous avons mis en évidence des taux de régénération en plantules chlorophylliennes et 

albinos très contrastés entre les trois génotypes pour une même catégorie de structure 

androgénique. De plus, nous avons démontré qu’une même catégorie de structure est capable 

de régénérer à la fois des plantules chlorophylliennes et des plantules albinos, sans que nous 

puissions les distinguer au moment de la subculture. La récalcitrance du génotype Paledor à 

régénérer des plantules chlorophylliennes pourrait donc être provoquée par des 

modifications ou des anomalies au niveau intracellulaire, cytoplasmique ou génétique, qui 

n’altèrent ni la morphologie, ni le développement des structures androgéniques produites par 

ce génotype. 

En embryogénèse in vitro, par culture d’embryons immatures ou par androgénèse, le 

problème récurrent est la faible conversion des embryons en plantules, souvent causée par 

des anomalies et aberrations développementales. Ces défauts de développement affectent 

fréquemment l’intégrité du méristème apical caulinaire lors des phases moyennes à tardives 

de l’embryogénèse in vitro. Or l’intégrité des différents méristèmes demeure le facteur le plus 

important pour la régénération de plantules à partir d’embryons ou d’ELS. Dans beaucoup de 

systèmes de culture in vitro, les cellules méristématiques peuvent dégénérer ou se 

différencier en cellules parenchymateuses et perdre ainsi leur identité méristématique.  Cette 

dégénérescence est initiée par la vacuolisation des cellules et par la formation d’espaces 

intercellulaires au niveau des méristèmes, entrainant leur désorganisation. Chez les embryons 

immatures de colza, l’ajout d’un inhibiteur de synthèse de glutathion, le BSO (Buthionine 

sulfoximine), dans le milieu de culture a montré des effets positifs sur la structure des 

méristèmes apicaux caulinaires, améliorant ainsi la qualité des embryons obtenus (Stasolla et 

al., 2008). À l’inverse, une concentration trop élevée en sucre métabolisable dans le milieu de 

culture peut avoir des effets néfastes sur l’intégrité des méristèmes et le développement de 

certains organes comme le scutellum (Bakos et al., 2009; Ferrie and Keller, 2007; Supena et  
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l., 2008).  Dans cette étude, certaines anomalies de développement ont été observées au sein 

des cultures de microspores des trois génotypes de blé, la plus forte fréquence ayant été 

observée chez le génotype Premio.  Certains ELS comportaient une morphologie d’embryon-

jumeau ou présentaient des organes multiples. Ce type d’anomalies a déjà été rapporté dans 

des cultures d’embryons de blé (Bakos et al., 2009; Kumlehn et al., 1998). Dans notre cas, les 

ELS-jumeaux ou multiples ont permis la régénération d’une ou plusieurs plantules par 

structure. Les structures filamenteuses n’ont, quant à elles, jamais pu être converties en 

plantules. Les différentes anomalies décrites dans cette étude sont survenues à la fois lors de 

la culture en milieu d’induction liquide, et lors de la subculture sur milieu de régénération. Ces 

différentes anomalies de développement observées chez les ELS et les CLS de blé pourraient 

être provoquées par des conditions de culture non optimales, celles-ci influençant 

négativement leur développement, leur intégrité et leur capacité de conversion en plantules.  

Une particularité intéressante en androgénèse est que toutes les microspores sont 

initialement exposées aux mêmes modalités de stress et aux mêmes conditions de culture in 

vitro, mais pourtant, elles n’adoptent pas toutes la même voie de développement. 

L’optimisation des conditions de culture in vitro, de manière spécifique pour chaque génotype, 

pourraient permettre d’améliorer les rendements en androgénèse chez le blé. Les données 

acquises durant notre étude apportent une connaissance plus approfondie des phases 

moyennes à tardives du développement des micropores en androgénèse. Deux types de 

développement coexistent en culture de microspores de blé, comme cela avait déjà été 

rapporté chez d’autres espèces, mais contrairement à certaines d’entre elles, ces deux types 

de structures androgéniques ont la capacité de régénérer une plantule.  De plus, nous avons 

mis en évidence, par une catégorisation développementale et morphologique des différentes 

structures produites en androgénèse chez le blé, qu’une même catégorie de structures 

androgéniques peut régénérer à la fois des plantules albinos et des plantules 

chlorophylliennes. Or, les structures androgéniques produites par le génotype Paledor ne 

présentent aucune différence d’aspect, de forme ou de morphologie par rapport à celles 

produites par le génotype Pavon, et qui régénèrent uniquement des plantules albinos. La 

récalcitrance du génotype de blé d’hiver Paledor pourrait donc être provoquée par des 

anomalies ou des modifications cellulaires, génétiques ou épigénétiques mais qui n’affectent 

pas le phénotype et la morphologie des structures androgéniques produites. Nos résultats  
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confirment l’hypothèse d’un blocage précoce au cours du processus d’androgénèse chez le 

blé aboutissant à la formation de plantules albinos. Ce blocage semble survenir avant la 

formation des structures androgéniques à partir des cultures de microspores, ce qui nous 

permet d’affiner la fenêtre de temps pour nos prochains travaux de recherche menés sur les 

cultures de microspores isolées de blé. De plus, ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives 

sur une caractérisation plus poussée des structures androgéniques de blé, notamment au 

niveau moléculaire et génétique, pour tenter d’expliquer leurs capacités de régénération en 

plantules si contrastées. 
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Études moléculaires de la biogénèse des chloroplastes 

au sein des cultures de microspores isolées de blé et 

identification de gènes dont l’expression est liée 

précocement à la régénération de plantules albinos 
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Introduction 

Grâce à l’utilisation de la culture de microspores isolées, il est théoriquement possible, 

à partir d’une seule inflorescence, de produire des milliers de plantules haploïdes doublées 

(HD). Cette technique permet aux sélectionneurs d’accélérer significativement leur cycle de 

sélection, et d’exploiter facilement des mutations récessives possédant des traits 

agronomiques potentiellement valorisables. Néanmoins, selon les espèces végétales, des 

verrous à la production de plantules HD en routine subsistent. Chez les Solanacées, comme la 

tomate et l’aubergine, beaucoup de cals sont générés en culture de microspores isolées et les 

embryons produits avortent précocement, le plus souvent au stade globulaire. Chez les 

céréales, dont le blé, l’orge et le riz, le blocage majeur en androgénèse est la forte proportion 

de plantules albinos régénérées (Kumari et al., 2009; Makowska and Oleszczuk, 2014). Ces 

plantules sont dépourvues, totalement ou partiellement, de chlorophylle et ses pigments 

associés, les caroténoïdes. Leur incapacité à se développer de façon autotrophe, en dehors de 

la culture in vitro et l’irréversibilité de ce processus, font de la production d’HD chez les 

céréales une méthode à usage limité pour les sélectionneurs. Au cours des trente dernières 

années, des travaux de recherche ont tenté d’appréhender les causes du phénomène 

d’albinisme en androgénèse chez les céréales mais aucune solution concrète n’a été trouvée 

pour pallier cette importante régénération de plantules albinos. 

Au cours de ma thèse, j’ai souhaité explorer l’hypothèse d’un échec précoce de la 

différenciation des proplastes en chloroplastes au cours du processus d’androgénèse. Ce 

blocage dans la différenciation des plastes provoquerait alors l’absence de chloroplastes 

fonctionnels, aboutissant à la formation de plantules albinos. Il est donc nécessaire d’étudier 

les étapes précoces du processus d’androgénèse en utilisant une approche ciblée sur le 

développement des plastes au sein de ces microspores. Plusieurs travaux ont déjà été menés 

pour suivre, en microscopie électronique, le développement des plastes et caractériser ainsi 

les différentes morphologies et ultrastructures, aboutissant à la régénération de plantules 

albinos (Caredda et al., 1999, 2000, 2004). Ces travaux ont permis de mettre en évidence des 

plastes présentant des anomalies de développement, des plastes indifférenciés et des plastes 

présentant une structure proche des étioplastes dans les cultures de microspores d’un 

génotype d’orge récalcitrant. De plus, les travaux menés par Caredda et son équipe ont 

rapporté que la formation des thylakoïdes se produisait au sein des microspores d’orge aux  
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alentours du 21ème jour de culture in vitro, après un prétraitement de 28 jours à 4°C. La 

différenciation des proplastes en chloroplastes s’initie donc précocement au cours de la 

culture des microspores, et le blocage de cette différenciation, aboutissant à la formation de 

plantules albinos, pourrait donc subvenir de façon encore plus précoce dans le processus 

d’androgénèse. 

L’étude du développement des microspores en androgénèse s’est largement 

développée ces dix dernières années et les cultures de microspores isolées sont devenues un 

modèle puissant pour étudier l’expression des gènes impliqués dans divers processus 

biologiques, dont l’embryogénèse et les différentes voies de régulation sous-jacentes (Soriano 

et al., 2013). L’évolution constante des technologies de biologie moléculaire ont permis la 

mise au point de techniques efficaces pour extraire des quantités d’ARN suffisantes à partir 

de cultures in vitro de cellules isolées, qui sont des populations très hétérogènes. Ceci a permis 

la réalisation de travaux basés sur l’expression de gènes ciblés par PCR quantitative (qPCR), 

sur des approches de transcriptomique à l’aide de puces ou filtres à ADN, ou récemment sur 

le séquençage d’ARN ou RNAseq (Corral-Martínez et al., 2020; Seifert et al., 2016).  

La plupart des approches moléculaires mises en place pour étudier le phénomène 

d’albinisme en androgénèse chez les céréales avaient été réalisées sur les plantules 

régénérées in vitro. Les résultats obtenus chez le blé ont permis de dresser les profils 

d’expression génique des plantules albinos avec 1892 gènes différentiellement exprimés par 

rapport aux plantules chlorophylliennes (Zhao et al., 2017). Des approches menées par le biais 

de puces à ADN puis par la technologie de séquençage haut débit RNAseq ont depuis été 

effectuées chez les microspores de blé et d’orge à des étapes précoces du processus 

d’androgénèse : sur les microspores avant et après le prétraitement, et après 4 jours de 

culture in vitro. Ces études ont généré une quantité importante de données avec 213 gènes 

différentiellement exprimés chez l’orge (Muñoz-Amatriaín et al., 2009) et plus de 6000 chez 

le blé (Seifert et al., 2016), la quantité de données générées étant directement liée à 

l’approche utilisée (respectivement puce à ADN et RNAseq). Ces études moléculaires à haut 

débit n’ont pas encore pu apporter des réponses précises sur les causes de l’albinisme en 

androgénèse chez les céréales, car les données générées sont nombreuses et difficilement 

interprétables, et l’identité et la fonction de nombreux gènes ne sont pas encore connues. Un 

autre type d’approche moléculaire doit donc être mise en place pour apporter des éléments 

concrets et essentiels à notre compréhension de ce phénomène.  
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Pour vérifier l’hypothèse d’un blocage précoce de la différenciation des proplastes en 

chloroplastes au cours du processus d’androgénèse chez le blé, j’ai donc décidé de mettre au 

point une approche innovante basée sur l’analyse du niveau d’expression de gènes impliqués 

dans la biogénèse des chloroplastes. Cette étude se focalise sur les étapes précoces de 

l’androgénèse, et a été menée depuis les microspores fraîchement isolées, avant l’application 

du prétraitement, jusqu’aux pro-embryons visibles à 21 jours de culture in vitro.  Ces travaux 

de thèse, menés de 2019 à 2020, coïncident avec l’étude parue très récemment chez l’orge 

(Gajecka et al., 2021). Ces auteurs ont étudié le développement des plastes au sein des 

microspores en androgénèse avec des observations en microscopie électronique couplées à 

l’évaluation du niveau d’expression de gènes candidats. Cependant, l’étude menée chez l’orge 

s’est concentrée sur les étapes plus tardives du processus d’androgénèse, c’est-à-dire la 

conversion des structures androgéniques en plantules (après 43 à 55 jours de culture). Un 

certain nombre de gènes sont communs aux deux études. 

Dans mes travaux, vingt gènes candidats ont été ciblés pour étudier la biogénèse des 

chloroplastes au sein des microspores de blé, dont les rôles et fonctions sont décrits ci-dessous 

et dans le tableau 1. Deux autres gènes candidats, non impliqués dans ce processus, ont 

également été étudiés. Le gène BBM (BABY BOOM) est connu pour être impliqué dans 

l’induction de l’embryogénèse par la voie des auxines et est aujourd’hui couramment utilisé 

comme gène candidat en embryogénèse somatique et en androgénèse. Le gène GBSSI 

(Granule-Bound Starch Synthase I) code pour une enzyme impliquée dans la voie de 

biosynthèse de l’amidon de réserve. Chez l’orge, l’utilisation de ce gène a été proposée 

comme marqueur du potentiel d’un génotype à régénérer des plantules chlorophylliennes en 

androgénèse (Gajecka et al., 2020).  

Les plastes possèdent leur propre génome qui contient approximativement 130 gènes 

codant pour des sous-unités d’ARN polymérase, des ARN et protéines ribosomiques, et des 

ARN de transfert (ARNt) (Bock, 2007). La transcription des gènes plastidiaux est effectuée par 

deux ARN polymérases (Börner et al., 2015), l’une codée par le génome nucléaire (NEP – 

Nuclear-Encoded Polymerase) et l’autre codée par le génome plastidial (PEP – Plastid-Encoded 

Polymerase). Chez les Monocotylédones, la NEP est formée d’une seule sous-unité codée par 

le gène nucléaire rpoTp, tandis que la PEP est composée de quatre sous-unités, codées 

respectivement par les gènes plastidiaux rpoA, rpoB, rpoC1 et rpoC2. L’action de la PEP 

nécessite d’autres facteurs impliqués dans la reconnaissance spécifique des promoteurs mais  



 

 

Tableau 1 : Gènes candidats retenus dans l’étude du développement des plastes au sein des 
microspores en androgénèse chez le blé. Synthèse des processus impliqués, du génome d’origine et 
de la fonction principale des protéines issues de la transcription et traduction de ces gènes. 

Processus Génome Gène Protéine Fonction principale 

Embryogénèse Nucléaire BBM 
Facteur de transcription 
Babyboom 

Activation des gènes 
impliqués dans 
l’embryogénèse 

Biosynthèse amidon de 
réserve 

Nucléaire GBSSI 
Granule-Bound Starch 
Synthase I 

Enzyme de la voie de 
biosynthèse de l’amidon de 
réserve 

Machinerie 
transcriptionnelle des 
plastes 

Plastidial rpoA 
Sous-unité de l’ARN 
polymérase PEP 

Transcription des gènes 
plastidiaux 

Nucléaire rpoTp ARN polymérase NEP 
Transcription des gènes 
plastidiaux 

Nucléaire SIG2 
Facteur de transcription 
sigma 2 

Reconnaissance des 
promoteurs des gènes 
plastidiaux transcrits par la 
PEP 

Nucléaire SIG6 
Facteur de transcription 
sigma 6 

Machinerie 
traductionnelle des 
plastes 

Plastidial ARNr 16S 
Sous-unité 16S de l’ARNr 
plastidial 

Traduction des gènes 
plastidiaux 

Plastidial ARNr 23S 
Sous-unité 23S de l’ARNr 
plastidial 

Traduction des gènes 
plastidiaux 

Photosystème I Plastidial psaA Apoprotéine A1 du PSI Protéine composant le PSI 

Photosystème II 

Plastidial psbD Protéine D2 du PSII Centre réactionnel du PSII 

Nucléaire Lhcb1 
Protéine du complexe de 
capture de la lumière 

Protéine principale du 
complexe de capture de la 
lumière 

Biosynthèse de la 
chlorophylle 

Nucléaire HEMA Glutamyl-tRNA reductase 
Première enzyme de la voie 
de biosynthèse de la 
chlorophylle 

Nucléaire CHLH 
Sous-unité de la 
magnesium chelatase 

Enzyme de la voie de 
biosynthèse de la 
chlorophylle 

Nucléaire PORA 
Protochlorophyllide 
oxydoreductase 

Dernière enzyme de la voie 
de biosynthèse de la 
chlorophylle 

Photomorphogénèse 

Nucléaire GLK1 
Facteur de transcription 
Golden-2like 1 Régulation de l’expression 

des PhANGs 
Nucléaire GLK2 

Facteur de transcription 
Golden-2like 2 

Nucléaire COP1 
Constitutive 
Photomorphogenesis 1 

Inhibiteur, à l’obscurité, des 
gènes liés à la 
photomorphogénèse 

Nucléaire HY5 Long Hypocotyl 5 
Régulateur positif de la 
photomorphogénèse à la 
lumière 

Import des protéines 
vers les plastes 

Nucléaire Toc34 
Sous-unité du translocon 
de l’enveloppe externe du 
plaste 

Import de protéines 
cytosoliques à l’intérieur des 
plastes 

Nucléaire Tic110 
Sous-unité du translocon 
de l’enveloppe interne du 
plaste 

Division des plastes Nucléaire FtsZ Protéine FtsZ Division des plastes 

Formation thylakoïdes 
et recyclage protéines 
des PS 

Nucléaire FtsH2 Protéine FtsH2 
Renouvellement et recyclage 
des protéines des PS 
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également dans la formation et la stabilisation du complexe protéique PEP. Ces facteurs sont 

les facteurs sigma et les protéines PAP (PEP-Associated Proteins) respectivement, tous deux 

codés par le noyau des cellules (Cuitun‐Coronado and Dodd, 2021; Liebers et al., 2018). Parmi 

les facteurs sigma, SIG2 et SIG6 ont été décrits comme ayant une action précoce dans la 

biogénèse des chloroplastes (Pogson et al., 2015), et SIG2 est également impliqué dans la 

transcription des ARNt (Woodson et al., 2013). Lors des étapes précoces de la biogénèse des 

chloroplastes, les gènes plastidiaux sont préférentiellement transcrits par la NEP (Møller et 

al., 2014). Ces gènes sont principalement des gènes de ménage. Parmi ces gènes sous 

promoteur NEP, on retrouve également les gènes rpoB, rpoC1 et rpoC2, codant des sous-

unités de la PEP (Liebers et al., 2017). Ces trois gènes sont situés sur le même opéron, tandis 

que le gène rpoA, codant également une sous-unité de la PEP, fait partie d’un autre cluster 

comprenant des gènes codant pour des protéines ribosomiques (Börner et al., 2015). Lors du 

développement et de la maturation des chloroplastes, une transition s’effectue au niveau de 

la transcription des gènes plastidiaux, qui sont alors préférentiellement transcrit par la PEP. 

Cette transcription PEP-dépendante est requise pour obtenir un niveau de transcription élevé 

des gènes plastidiaux, nécessaire à l’assemblage efficace des chloroplastes. Cette transition 

est possible grâce à l’action de SIG2 et de la PEP qui vont initier la transcription de Glu-tRNA 

et produire un niveau élevé de transcrits. Glu-tRNA inhibe alors l’activité de la NEP en s’y liant 

(Hanaoka et al., 2005; Kanamaru et al., 2001). Cet ARNt est également un composant essentiel 

de la traduction se produisant dans les plastes, tout comme les ARN ribosomiques plastidiaux 

16S et 23S. 

La chlorophylle joue un rôle clé dans la différenciation des chloroplastes, notamment 

en tant que composant essentiel dans l’assemblage des photosystèmes. Sa voie de 

biosynthèse est aujourd’hui totalement élucidée, les enzymes impliquées sont toutes codées 

par des gènes nucléaires (Waters and Langdale, 2009). Les gènes nucléaires HEMA, CHLH et 

PORA codent pour des enzymes agissant à différentes étapes de la voie de biosynthèse de ce 

pigment photosynthétique (Shi et al., 2017; Wu et al., 2018). L’enzyme PORA 

(Protochlorophyllide OxydoReductase A) permet la transformation du protochlorophyllide en 

chlorophyllide, dernière étape de la biosynthèse de la chlorophylle. Chez les Angiospermes, 

l’activité de l’enzyme PORA est dépendante de la lumière (Yuan et al., 2017) mais, à 

l’obscurité, elle peut être accumulée sous une forme inactive, couplée au protochlorophyllide,  
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dans les étioplastes. La lumière joue donc un rôle essentiel dans la biogénèse des 

chloroplastes, et sa perception déclenche une cascade de réactions permettant l’expression 

de facteurs de transcription nucléaires, tels que HY5, GLK1 et GLK2, induisant à leur tour 

l’expression de gènes nucléaires associés à la photosynthèse, ou PhANG (Photosynthetic-

Associated Genes), et d’autres gènes nucléaires liés à la biosynthèse de la chlorophylle 

(Kindgren et al., 2012; Waters et al., 2009). Les gènes codant les protéines des complexes de 

capture de la lumière sont un exemple de PhANG. Parmi eux, le gène Lhcb1 code la principale 

protéine de ces complexes présents au sein du photosystème II (Lopez-Juez and Pyke, 2005). 

L’assemblage des photosystèmes I et II, sièges des réactions lumineuses de la photosynthèse, 

requiert différentes protéines et la présence de chlorophylle, et se fait de manière 

coordonnée avec la formation des thylakoïdes (Adam et al., 2010; Pogson et al., 2015). Le gène 

FtsH2 est également impliqué dans la formation des thylakoïdes, et permet en outre de 

renouveler et recycler les protéines des photosystèmes (Yu et al., 2004a). La formation de 

photosystèmes fonctionnels et intègres, assemblés dans les membranes des thylakoïdes, est 

donc une étape cruciale dans la biogénèse et la différenciation des chloroplastes.  

Ce chapitre présente donc une étude novatrice du développement des plastes au sein 

des microspores de blé au cours du processus d’androgénèse basée sur une analyse 

d’expression de gènes spécifiquement impliqués dans la biogénèse des chloroplastes. Cette 

analyse se concentre sur les étapes précoces de l’androgénèse, de l’isolement des 

microspores jusqu’au 21ème jour de culture in vitro, et a également été réalisée sur des 

plantules chlorophylliennes et albinos. Cette étude a été menée sur deux génotypes de blé 

ayant une réactivité contrastée en androgénèse, l’un produisant des plantules 

chlorophylliennes, l’autre non. Nous pourrons ainsi tenter de cerner les étapes clés de la mise 

en place du blocage conduisant à la formation de plantules albinos, ainsi que les gènes 

impliqués. Ces différences d’expression génique pourraient devenir des marqueurs 

intéressants et précoces du processus d’androgénèse chez les céréales. 
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Matériel et méthodes 

1. Matériel végétal 

Deux génotypes de blé ont été étudiés : le génotype de blé de printemps Pavon, 

régénérant à la fois des plantules chlorophylliennes et albinos, et le génotype de blé d’hiver 

Paledor produisant uniquement des plantules albinos. 

Ils ont été cultivés dans les mêmes conditions que celles décrites dans le chapitre 3. 

 

2. Culture de microspores isolées 

Les modalités de prétraitement appliquées lors de cette étude sont les mêmes que 

celles exposées dans le chapitre 3. 

Au moment de la mise en culture des microspores, la réalisation d’un gradient maltose 

23 % a été ajoutée au protocole habituel (décrit dans le chapitre 2) dans le but d’éliminer au 

maximum les microspores non réorientées présentes à l’issue du prétraitement.  Ce gradient 

a permis d’enrichir les cultures de microspores en microspores réorientées et viables, et a 

ainsi limité le niveau d’hétérogénéité des cellules dans les cultures. Lors de la mise au point 

de cette étape, la fraction contenant les microspores non réorientées ou mortes a été mise 

en culture afin de confirmer l’efficacité du gradient et l’absence de microspores capables de 

produire des structures androgéniques. Après 30 jours de culture in vitro, aucune structure 

androgénique n’a été produite à partir de cette fraction du gradient.  

Quatre réplicats biologiques ont été effectués pour les cultures de microspores des 

deux génotypes de blé étudiés, chaque réplicat étant composé d’au moins 18 boîtes de Pétri, 

chacune contenant 50 000 microspores en culture. 

Les structures androgéniques produites à partir des cultures de microspores isolées 

ont été repiquées après 35 jours de culture in vitro sur un milieu de régénération solide (voir 

Chapitre 3). Ces structures ont été cultivées à 25°C, avec une photopériode de 16 heures 

pendant 28 jours. À l’issue de ces 3 semaines, les plantules régénérées ont été comptées pour 

calculer les rendements en plantules totales, en plantules chlorophylliennes et en plantules 

albinos. Ces rendements sont exprimés pour 10 000 microspores. 

 

 

 



 

 

  



- 251 - 

 

3. Prélèvement des échantillons 

Les échantillons issus de culture de microspores ayant servi aux extractions d’ARN, 

décrites ci-dessous, ont été prélevés à partir des quatre réplicats biologiques pour chacun des 

deux génotypes. Ces prélèvements ont été effectués à différentes étapes du processus 

d’androgénèse : au moment de la cueillette des épis (D-21), après le prétraitement (D0), et à 

7, 14 et 21 jours de culture (D7, D14 et D21).  

Pour chaque date de prélèvement, le contenu de trois boîtes de Pétri a été utilisé, 

correspondant à environ 150 000 microspores initialement mises en culture.  

Les plantules régénérées ont également été prélevées et analysées en fonction de leur 

phénotype, chlorophyllien ou albinos, 63 jours après le début de la culture in vitro des 

microspores. Six morceaux de feuilles d’environ 2 cm de long ont été prélevés pour chaque 

échantillon. 

Tous les échantillons prélevés ont été immédiatement congelés dans l’azote liquide 

puis transférés dans un congélateur à -80°C jusqu’à l’extraction des ARN. 

 

4. Extraction d’ARN et RT-qPCR 

Tous les échantillons, microspores et plantules, ont été broyés avant l’extraction des 

ARN, à raison de 2 x 3 minutes de broyage à 30 MHz en utilisant un broyeur à billes (TissueLyser 

II – Qiagen). Les échantillons de plantules ont été broyés congelés, tandis que 100 µL de 

tampon de lyse (provenant du kit d’extraction des ARN mirVana – Thermo Fisher Scientific) 

ont été ajoutés aux échantillons de microspores, qui n’étaient donc plus congelés au moment 

du broyage. L’extraction des ARN totaux à partir des échantillons de microspores a été 

effectuée en utilisant le kit mirVana (Thermo Fisher Scientific) et en suivant les préconisations 

du fournisseur. Les échantillons d’ARN ont ensuite été traités avec 2 x 0,5 µL de rDNase (2 

unités / µL) à 37°C pendant 2 x 30 minutes (DNA-free kit – Invitrogen). Le kit Nucleopsin RNA 

Plus (Macherey Nagel) a été utilisé pour l’extraction des ARN totaux des plantules, combiné à 

un traitement DNase sur colonne au cours de l’extraction des ARN, selon les instructions 

prescrites par le fournisseur (rDNase set – Macherey Nagel).   

Les ARN ont été dosés par fluorimétrie avec le kit RNA HS Assay et le Qubit 3 

(Invitrogen), et tous les échantillons ont été normalisés à une concentration de 50 ng/ µL.  
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Cinq cents nanogrammes d’échantillons ont été utilisés pour la reverse transcription 

dans un volume réactionnel total de 20µL (SuperScript II – Invitrogen). Pour la PCR quantitative 

(qPCR), des quantités différentes d’ADNc ont été utilisées en fonction des différentes étapes 

du processus d’androgénèse : 2,5 ng d’ADNc par réaction pour les échantillons prélevés à D7, 

D14 et D21, et 5 ng d’ADNc par réaction pour les échantillons prélevés à D-21, D0 et pour les 

plantules. Les amorces des gènes sont issues de la littérature ou ont été dessinées avec le 

logiciel Primer3 (Untergasser et al., 2012) à partir des séquences décrites dans la base de 

données « Nucléotide » du NCBI (National Center of Biotechnology Information). Les amorces 

utilisées dans cette étude sont présentées dans le tableau en annexe 1. Les amplifications par 

qPCR ont été réalisées dans un volume réactionnel final de 7,5 µL, contenant 3,75 µL de 

Takyon (ROX Probe 2X MasterMix dTTP blue – Eurogentec), 200µM de chaque amorce, et 2,5 

ou 5 ng d’ADNc. Tous les échantillons ont été distribués en triplicat technique. Les analyses 

ont été effectuées à l’aide d’un LightCycler 480 III (Roche) avec les conditions de réactions 

suivantes : dénaturation initiale de 5 minutes à 94°C, suivi par 45 cycles d’amplification en 

deux étapes, 94°C pendant 10 secondes puis 60°C pendant 1 minute. Une acquisition de la 

fluorescence est effectuée après chaque fin de cycle. La courbe de fusion est réalisée avec une 

première étape à 95°C pendant 30 secondes, suivi d’une minute à 40°C et 1 seconde à 60°C. 

L’acquisition de la fluorescence se fait de 60 à 95°C, en continu, à raison de 5 acquisitions par 

degré. 

Les niveaux d’expression relatifs des gènes étudiés ont été calculés en utilisant la 

méthode ΔΔCq (Livak and Schmittgen, 2001). Trois gènes de référence, 18S rRNA, CDC et EF-

1α (Tableau S1), ont été utilisés pour normaliser l’expression des 22 gènes candidats étudiés. 

La stabilité de l’expression des gènes de référence a été validée grâce au calcul de la valeur de 

M, qui doit être inférieure à 1,5 (Vandesompele et al., 2002). Les échantillons du génotype 

Pavon ont toujours été utilisés comme calibrateurs du niveau d’expression relatif. Lorsque 

plusieurs étapes du processus d’androgénèse sont comparées, l‘étape la plus précoce est 

utilisée comme calibrateur afin de suivre l’évolution dans le temps de l’expression des gènes 

candidats. 
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5. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel R (version 3.6.3). Les 

différences significatives entre les échantillons ont été estimées de deux manières : (i) en 

comparant les deux génotypes pour une même date de prélèvement, et (ii) en comparant des 

dates de prélèvement différentes pour un même génotype. Deux comparaisons inter-dates 

ont pu être effectuées : D-21 et D0, puis D7, D14 et D21. Les niveaux d’expression des gènes 

candidats ont également été comparés entre les plantules chlorophylliennes et les plantules 

albinos de Pavon et Paledor à D63. Ces comparaisons et analyses ont été effectuées de cette 

façon car les échantillons étaient de natures différentes (microspores versus plantules), tout 

comme la quantité d’ADNc utilisée pour les réactions de qPCR, ou encore le kit d’extraction 

des ARN. Les différences significatives d’expression (p < 0,05) ont été déterminées par 

l’analyse de la variance ou par le test t de Student. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

    A 

Rendements exprimés pour 10 000 microspores Pavon Paledor 

Structures androgéniques 18,7* ± 2,4 8,2 ± 0,7 

Plantules totales 8,5* ± 2,0 3,6 ± 1,7 

Plantules chlorophylliennes 1,6* ± 0,7 0,0 

Plantules albinos 6,9 ± 1,6 3,6 ± 1,7 

 

 

 

 

Figure 1 : Rendements en androgénèse de deux génotypes de blé, Pavon et Paledor, et exemple de 
plantules obtenues à l’issue du processus. (A) Réactivité des génotypes de blé Pavon et Paledor. Pour 
chaque génotype, les rendements ont été calculés à partir de 4 répétitions biologiques. Les astérisques 
représentent une différence significative entre les deux génotypes (Test de Tukey – p<0,05). (B) 
Plantules régénérées à partir des cultures de microspores isolées, à gauche pour le génotype Pavon, 
et à droite pour le génotype Paledor. 
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Résultats 

 

1. Réactivité et potentiel androgénique des deux génotypes de blé étudiés 

Les deux génotypes Pavon et Paledor ont montré de bons rendements de production 

en structures androgéniques avec, respectivement, 18,7 et 8,2 structures androgéniques 

produites pour 10 000 microspores en culture (Figure 1A). Ce rendement est significativement 

plus élevé pour le génotype de blé de printemps Pavon.  

Ces deux génotypes de blé diffèrent également au niveau de leurs rendements en 

plantules, et plus précisément au niveau du phénotype de plantules régénérées (Figure 1B). 

Pavon présente un rendement en plantules totales supérieur à celui de Paledor, avec 8,5 

plantules régénérées pour 10 000 microspores contre 3,6 pour Paledor (Figure 1A). De plus, 

Pavon a produit 1,6 plantules chlorophylliennes pour 10 000 microspores alors que le 

génotype Paledor n’a régénéré que des plantules albinos. Le génotype de blé de printemps 

Pavon a également régénéré des plantules albinos, en proportion supérieure aux plantules 

chlorophylliennes. 

 

 

2. Caractérisation des profils d’expression génique des plantules de blé 

régénérées en androgénèse 

Le niveau d’expression des 20 gènes impliqués dans différents processus de la 

biogénèse des chloroplastes et leur différenciation en organites fonctionnels, a été étudiée 

dans les plantules régénérées in vitro des deux génotypes de blé. La comparaison des profils 

d’expression a été réalisée entre les plantules chlorophylliennes et albinos régénérées par les 

deux génotypes (Figure 2). Les profils d’expression des plantules albinos des génotypes Pavon 

et Paledor varient de la même façon pour tous les gènes analysés, aucune différence 

significative n’a été révélée. 

Nous présentons ci-dessous la comparaison des profils d’expression des plantules 

albinos à ceux des plantules chlorophylliennes de Pavon, qui révèle la sous-expression de 8 

gènes et la surexpression d’un gène, sur les 20 gènes étudiés.  

  



 

 

 

 
Figure 2 : Profils d’expression des gènes des plantules chlorophylliennes et albinos régénérées en 
androgénèse pour les génotypes de blé Pavon et Paledor. (A-D) Niveaux d’expression relatifs moyens 
des gènes codant pour : A. la machinerie transcriptionnelle (SIG6) et traductionnelle (ARNr 16S et 23S) 
des plastes ; B. GLK1 ; C. les enzymes de la voie de biosynthèse de la chlorophylle ; D. les sous-unités 
des photosystèmes I et II, et Lhcb1, codant la protéine principale du complexe de capture de la 
lumière ; E. Profils d’expression des gènes liés à la biogénèse des chloroplastes, et à la régulation de 
leur développement dans les plantules albinos de Pavon et Paledor, comparés au profil d’expression 
des plantules chlorophylliennes de Pavon (niveau d’expression symbolisé par la ligne verte). Le niveau 
d’expression relatif a été normalisé avec celui des plantules chlorophylliennes de Pavon. Les 
graphiques représentent la moyenne des valeurs d’expression provenant d’au moins trois répétitions 
biologiques pour chaque génotype. Pour un même gène, les niveaux d’expression relatifs présentant 
la même lettre ne sont pas significativement différents (Test t de Student – p<0,05).  
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2.1. Gènes liés à la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle des 

plastes 

Les gènes rpoA et rpoTp codent respectivement des sous-unités des ARN polymérases 

PEP et NEP. Aucune différence d’expression de ces deux gènes n’a été observée entre les deux 

phénotypes de plantules régénérées (Figure 2E). Les gènes codant les facteurs SIG2 et SIG6, 

liés à l’activité de transcription de la PEP, montrent une légère sous-expression chez les 

plantules albinos, avec pour SIG6, une expression significativement plus faible d’un facteur 2,5 

par rapport aux plantules chlorophylliennes de Pavon (Figures 2A et 2E). L’analyse de 

l’expression des gènes codant les sous-unités ribosomiques plastidiales 16S et 23S révèle une 

sous-expression importante chez les plantules albinos, avec une expression respectivement 

800 fois et 400 fois plus faible (Figure 2A). 

Ces résultats suggèrent une activité traductionnelle fortement impactée au sein des 

plastes des plantules albinos.  

 

2.2. Gènes liés à la biogénèse des chloroplastes, à la photomorphogénèse et 

à la photosynthèse. 

La comparaison des niveaux d’expression des gènes liés à la biogénèse des 

chloroplastes et à la régulation de leur développement a été réalisée entre les deux 

phénotypes de plantules régénérées.  

Seul le gène Toc34 est surexprimé chez les plantules albinos par rapport aux plantules 

chlorophylliennes de Pavon (Figure 2E). Ce gène code une sous-unité du translocon TOC de 

l’enveloppe externe des plastes. Aucune différence significative n’a été observée au niveau de 

l’expression du gène codant la sous-unité Tic110 du translocon de l’enveloppe interne. 

Les gènes GLK1 et GLK2 codent pour des facteurs de transcription et sont des 

régulateurs clés de l’expression des gènes nucléaires liés à la photosynthèse ou impliqués dans 

la voie de biosynthèse de la chlorophylle. Le gène GLK1 est 50 fois moins exprimé chez les 

plantules albinos de Pavon et Paledor par rapport aux plantules chlorophylliennes (Figure 2B), 

tandis que le gène GLK2 ne montre pas de variation d’expression significative entre les deux 

types de plantules (Figure 2E). On observe également, chez les plantules albinos, la sous-

expression des gènes CHLH et PORA, impliqués dans la voie de biosynthèse de la chlorophylle 

(Figure 2C).   
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Il n’est pas surprenant d’observer une sous-expression des gènes liés à cette voie de 

biosynthèse chez les plantules albinos, plantules dépourvues de chlorophylle. Enfin, les gènes 

psaA et Lhcb1 sont également sous-exprimés chez les plantules albinos par rapport aux 

plantules chlorophylliennes (Figure 2D). Ces deux gènes codent, respectivement, une sous-

unité du photosystème I et la protéine principale du complexe de capture de la lumière, 

présent dans le photosystème II. La sous-expression de ces différents gènes liés à la 

photosynthèse pourrait être causée par la sous-expression de GLK1. Ces expressions 

différentielles entre plantules chlorophylliennes et albinos sont probablement la conséquence 

de l’échec de différenciation des chloroplastes. 

 

3. Effet du prétraitement sur les profils d’expression géniques des 

microspores de blé. 

Au début du processus d’androgénèse, les microspores de Pavon et de Paledor ont été 

collectées dans les épis au même stade de développement, le stade uninucléé centré à tardif. 

Les mêmes modalités de prétraitement ont été appliquées, soit un stress hypothermique de 

21 jours à 4°C à l’obscurité. L’expression des 20 gènes liés à la biogénèse des chloroplastes, et 

d’un gène impliqué dans la synthèse de l’amidon de réserve a été analysée avant (D-21) et 

après le prétraitement (D0), chez les deux génotypes.  

 

Le gène GBSSI, impliqué dans la biosynthèse de l’amidon de réserve, montre une 

expression 30 à 40 fois plus élevée dans les microspores chez Pavon et Paledor à l’issue du 

prétraitement (Figure 3A). Cette forte augmentation de son niveau d’expression peut être le 

signe d’un mécanisme d’accumulation de l’amidon au sein des plastes, premier signe de la 

différenciation des proplastes en amyloplastes. Cependant, nous ne connaissons pas 

l’évolution de l’expression de ce gène lors du développement normal du pollen chez le blé, et 

ne possédons donc pas d’outil de comparaison fiable pour conclure sur cette surexpression 

de GBSSI chez les microspores à l’issue du prétraitement par rapport aux microspores non 

stressées. Au cours de la culture in vitro des microspores, une chute significative du niveau 

d’expression de GBSSI est observée à D21 (Figure 3B) et suggère une accumulation plus faible, 

voire un arrêt de l’accumulation d’amidon de réserve au sein des plastes à ce stade du 

processus d’androgénèse.   



 

 

 

Figure 4 : Effet du prétraitement sur les profils d’expression de gènes impliqués dans la transcription 
et traduction plastidiales au sein des microspores de Pavon et Paledor. A, B. Niveaux d’expression 
relatifs des gènes codés par le noyau (A) et codé par le plaste (B) impliqués dans la machinerie 
transcriptionnelle des plastes. C. Niveaux d’expression relatif des gènes plastidiaux codant les sous-
unités 16S et 23S des ARN ribosomiques, impliqués dans la machinerie traductionnelle des plastes. Le 
niveau d’expression relatif a été normalisé avec les microspores de Pavon avant le prétraitement (D-
21). Les graphiques représentent la moyenne des valeurs d’expression (n≥3). Les astérisques indiquent 
une différence significative du niveau d’expression relatif entre les deux génotypes à une même date 
de prélèvement. Les dièses indiquent une différence significative de l’expression par rapport à la date 
de prélèvement antérieure pour un même génotype. (Analyse de la variance et Test t de Student – 
p<0,05). 
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L’expression de GBSSI n’a pas été détectée dans les plantules in vitro, albinos ou 

chlorophylliennes. 

 

L’effet du prétraitement sur les profils d’expression des 20 gènes candidats a été 

analysé au sein des microspores de Pavon et Paledor. La comparaison des niveaux 

d’expression de ces gènes entre D-21 et D0 des expressions différentielles suite au 

prétraitement, et entre les deux génotypes (Figures 4 et 5). 

 

Au niveau de la machinerie transcriptionnelle des plastes, l’expression de la majorité 

des gènes reste stable après le prétraitement (Figures 4A et 4B). Nous notons toutefois des 

variations inter-génotype, avec, à D0, chez Paledor une sous-expression de rpoA et une 

surexpression de SIG6 par rapport à Pavon. Les gènes codant les ANRr 16S et 23S sont 

largement sous-exprimés chez les deux génotypes à l’issue du prétraitement (Figure 4C). La 

machinerie traductionnelle des plastes semble donc peu active dans les microspores après le 

prétraitement. 

La plupart des gènes liés à la biogénèse des chloroplastes et à la photosynthèse sont 

sous-exprimés chez les microspores à D0 (Figures 5B et 5C). Nous notons cependant une 

augmentation du niveau d’expression du gène FtsZ chez les microspores des deux génotypes 

à D0 (Figure 5D). Après l’application du stress inducteur, une partie des microspores est 

réorientée vers la voie de développement sporophytique. Ces microspores vont ensuite se 

diviser activement au cours de la culture et produire des structures multicellulaires. 

L’augmentation du niveau d’expression du gène FtsZ pourrait refléter une préparation des 

plastes à la division, afin de conserver une même densité de plastes par cellule au sein des 

microspores réorientées.  

 

L’expression de trois gènes liés à la différenciation des chloroplastes, Lhcb1, GLK1 et 

GLK2, n’a pas été détectée au sein des microspores à D0, mais leur expression a pu être 

quantifiée à D-21. Leur expression n’a pas non plus été détectée au cours de la culture des 

microspores in vitro, mais uniquement au stade de régénération des plantules (Figure 2). 

L’expression des gènes impliqués dans la biogénèse des chloroplastes et la biosynthèse de la 

chlorophylle au sein des microspores à D-21 est inattendue puisque ce type de microspores   



 

 

 

 

Figure 5 : Effet du prétraitement sur les profils d’expression de gènes impliqués dans le développement 
des plastes au sein des microspores de Pavon et Paledor. Niveaux d’expression relatifs des gènes 
codant pour (A) deux sous-unités des translocons de l’enveloppe interne et externe des plastes ; (B) 
des sous-unités des photosystèmes I et II ; (C) des enzymes de la voie de biosynthèse de la chlorophylle 
; (D) d’un gène impliqué dans la division plastidiale. Les graphiques représentent la moyenne des 
valeurs d’expression (n≥3). Les astérisques indiquent une différence significative du niveau 
d’expression relatif entre les deux génotypes à une même date de prélèvement. Les dièses indiquent 
une différence significative de l’expression par rapport à la date de prélèvement antérieure pour un 
même génotype. (Analyse de la variance et Test t de Student – p<0,05). 

 

  



- 265 - 

 

possède uniquement des proplastes. Ce niveau d’expression observé peut, soit refléter un 

niveau d’expression basal, soit être lié à des transferts de molécules à partir des tissus 

maternels vers les microspores.  

La réorientation des microspores, grâce au stress inducteur, repose sur trois grandes 

phases : l’adaptation au stress, l’arrêt du programme de développement gamétophytique 

initial, et l’initiation du développement sporophytique. Cela implique donc des changements 

importants dans l’expression génique des microspores, avec une régulation négative de 

l’expression des gènes non essentiels à ce stade du processus d’androgénèse, ce que nous 

avons pu, en partie, mettre en évidence ici.  

 

4. Biogénèse et développement des plastes au cours du développement 

sporophytique des microspores de blé in vitro 

À D0, étape du processus d’androgénèse marquant la fin du prétraitement et l’entrée 

des microspores en culture in vitro, la population de microspores présente un niveau 

d’hétérogénéité plus important qu’à D-21, où la majorité des microspores non stressées 

étaient au stade uninucléé centré à tardif (Figures 6A et 6B). Les microspores peuvent être 

classées en trois groupes selon les changements morphologiques observés à D0, révélant la 

voie de développement empruntée. Le premier groupe de microspores possèdent une 

morphologie en étoile, morphologie déjà décrite dans les chapitres précédents, marqueur de 

leur réorientation vers la voie de développement sporophytique. Les microspores du 

deuxième groupe continuent leur développement gamétophytique, aboutissant à la 

formation du pollen. Et enfin, le troisième groupe rassemble la majorité des microspores, 

celles ne présentant aucun changement morphologique ou présentant des signes de 

dégénérescence, avec une plasmolyse des cellules plus ou moins avancée. Pendant les sept 

premiers jours de culture, les microspores non réorientées meurent rapidement. 

Parallèlement, l’hétérogénéité de la population de microspores réorientées augmente d’un 

niveau et plusieurs types de développement sont observés (Figure 6B). Une partie seulement 

des microspores poursuit son développement vers l’embryogénèse et se divise activement, 

aboutissant à la formation de structures multicellulaires à D7, toujours enfermées dans la 

paroi initiale d’exine. Parmi elles, certaines microspores montrent un développement plus lent  

  



 

 

 

Figure 6 : Développement sporophytique des microspores de blé en culture in vitro. A. Observations 
microscopiques du développement de microspores de blé en androgénèse, avant le prétraitement (D-
21), à l’issue du prétraitement (D0), et au cours de la culture in vitro (D7 à D21), jusqu’à la formation 
de structure androgénique (D21). B. Mise en avant de l’hétérogénéité croissante des suspensions de 
microspores au cours du processus d’androgénèse. Barre = 20 µm. 
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ou dégénèrent précocement. La rupture de la paroi d’exine initiale et la libération des 

structures multicellulaires se produit entre D14 et D21. Leur libération aboutit à une forte 

augmentation de leur taille et à la formation de structures plus complexes avec une 

polarisation visible pour certaines d’entre elles (voir Chapitre 3). Ces structures sont visibles à 

l’œil nu dès 21 jours de culture et sont souvent qualifiées de pro-embryons à ce stade. Elles 

poursuivent ensuite leur croissance pour former des structures androgéniques 

macroscopiques qui sont repiquées à D35 sur milieu de régénération afin d’être converties en 

plantules.  

 

Le gène BBM est aujourd’hui classiquement utilisé comme marqueur de l’induction de 

l’embryogénèse, en embryogénèse somatique et en androgénèse. Le gène BBM montre une 

expression stable entre D-21 et D0 pour les deux génotypes (Figure 7A), puis nous observons 

une forte augmentation de son niveau d’expression au cours de la culture des microspores, 

jusqu’à D21 (Figure 7B). L’augmentation de l’expression de BBM observée dans nos 

échantillons valide notre modèle d’analyse de l’expression de gènes à partir de microspores 

de blé isolées, et prouve que les cultures utilisées lors de cette étude contenaient bien des 

populations de microspores réorientées vers un développement embryogénique. 

 

 

4.1. Gènes liés à la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle des 

plastes 

Au cours du développement in vitro des microspores, l’expression du gène rpoTp reste 

stable tandis que nous observons une augmentation significative de l’expression de rpoA de 

D7 à D21 (Figures 8A et 8B). Or, entre D-21 et D0, le niveau d’expression relatif du gène rpoTp 

était comparable à celui de rpoA (Figures 4A et 4B). Cette augmentation significative de 

l’expression du gène rpoA, codant une sous-unité de la PEP, suggère une transition de la 

transcription des gènes plastidiaux, majoritairement menée par la NEP au sein des proplastes, 

vers une transcription dépendante de la PEP. En parallèle, une forte augmentation du niveau 

d’expression de SIG2 se produit entre D14 et D21 (Figure 8A). Or le facteur SIG2 est connu 

pour être impliqué dans cette transition, ce qui appuie notre hypothèse. Le niveau 

d’expression du facteur SIG6 reste globalement stable de D7 à D21, tout comme celui des 

ARNr 16S et 23S (Figure 8C).   



 

 

 

 

Figure 8 : Évolution de l’expression des gènes impliqués dans la machinerie transcriptionnelle et 
plastidiale des plastes au cours de la culture des microspores de blé. A et B. Niveaux d’expression relatif 
des gènes liés à la transcription plastidiale, codés par le génome nucléaire (A) ou par le génome 
plastidial (B) ; C. Niveaux d’expression relatif des gènes liés à la traduction plastidiale. Les graphiques 
représentent la moyenne des valeurs d’expression (n≥3). Les astérisques indiquent une différence 
significative du niveau d’expression relatif entre les deux génotypes à une même date de prélèvement. 
Les dièses indiquent une différence significative de l’expression par rapport à la date de prélèvement 
antérieure pour un même génotype. (Analyse de la variance et Test t de Student – p<0,05). 
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4.2. Gènes liés à la biogénèse des chloroplastes, à la photomorphogénèse et 

à la photosynthèse. 

À ce stade du processus d’androgénèse, les microspores sont cultivées à l’obscurité. 

Comme nous l’attendions, l’expression de HY5, régulateur positif de la photomorphogénèse à 

la lumière, est sous- régulée (Figure 9A). Aucune augmentation de l’expression de COP1, 

répresseur de HY5 à l’obscurité, n’a été cependant détectée au cours de la culture des 

microspores. Mais HY5 peut également être réprimé par d’autres gènes, comme DET1, COP3 

ou DBD1, dont l’expression n’a pas été étudiée ici.  

Les gènes psaA et psbD, codant respectivement des sous-unités des PSI et PSII, 

montrent une augmentation significative de leurs niveaux d’expression entre D7 et D14 

(Figure 9B). Leurs niveaux d’expression restent ensuite stables entre D14 et D21. De plus, nous 

observons une augmentation de l’expression des gènes liés à la voie de biosynthèse de la 

chlorophylle, dont HEMA, codant la première enzyme de cette voie de biosynthèse (Figure 

9C). Le gène CHLH est détecté pour la première fois au cours de la culture in vitro des 

microspores à D21 et le gène PORA à D14 (Figure 9C). Prises ensemble, ces données pourraient 

indiquer un début de mise en place des premiers éléments des photosystèmes. Ces résultats 

suggèrent donc l’initiation de la transition proplaste-chloroplaste, ou la dédifférenciation des 

amyloplastes en chloroplastes. La chute significative du niveau d’expression du gène GBSSI 

observée à D21 (Figure 3B) appuie également cette hypothèse. Nous formulons donc 

l’hypothèse suivante : entre D7 et D21, en culture de microspores, l’expression différentielle 

de plusieurs gènes impliqués dans la biogénèse des chloroplastes reflète une initiation 

précoce de la mise en place des photosystèmes. Cette étape nécessite l’accumulation très 

précoce d’un certain nombre de métabolites, qui permettront par la suite un assemblage 

rapide et fonctionnel des photosystèmes, dès la perception des premiers signaux lumineux. 

Cette hypothèse serait à vérifier par des études et analyses complémentaires, notamment aux 

niveaux des protéines et en microscopie. 

 

  



 

 

 
Figure 9 : Évolution des profils d’expression de gènes liés à la biogénèse des chloroplastes, à la 
régulation de leur développement, et à la photomorphogénèse chez les microspores de Pavon et 
Paledor au cours de la culture in vitro. Niveaux d’expression relatifs des gènes codant pour A. Des 
régulateurs de la photomorphogénèse à l’obscurité (COP1) et à la lumière (HY5) ; B. Des sous-unités 
des photosystèmes I et II ; C. Des enzymes impliqués dans la voie de biosynthèse de la chlorophylle ; 
D. FtsZ impliqué dans la division plastidiale, et FtsH2 lié à la formation des thylakoïdes et au 
renouvellement des protéines des photosystèmes ; E. Des sous-unités des translocons des enveloppes 
externe et interne des plastes. Les graphiques représentent la moyenne des valeurs d’expression (n≥3). 
Les astérisques indiquent une différence significative du niveau d’expression relatif entre les deux 
génotypes à une même date de prélèvement. Les dièses indiquent une différence significative de 
l’expression par rapport à la date de prélèvement antérieure pour un même génotype. (Analyse de la 
variance et Test t de Student – p<0,05). 
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Nous avons observé précédemment une augmentation de l’expression du gène FtsZ, 

impliqué dans le mécanisme de division des plastes, à l’issue du prétraitement. Son expression 

continue d’augmenter de façon significative au cours de la culture des microspores (Figure 

9D). Cette variation de l’expression du gène FtsZ de D7 à D21 semble indiquer une forte 

activité de division des plastes au sein des microspores, liée à la nécessité de conserver une 

même densité de plaste par cellule, ou d’augmenter cette densité au cours de la formation et 

du développement des structures multicellulaires. L’augmentation de l’expression des gènes 

Toc34 et Tic110 à partir de D14 (Figure 9E) pourrait être en lien avec cette activité de division 

des plastes ou pourrait également refléter un import plus important de protéines cytosoliques 

au sein des plastes. Nous observons d’ailleurs une expression plus élevée du gène FtsH2 à D21 

(Figure 9D). Ce gène est impliqué dans la formation des thylakoïdes, le renouvellement et le 

recyclage des protéines des photosystèmes.  

 

Au cours de la culture des microspores in vitro, parallèlement à la formation des 

structures multicellulaires et des premières structures androgéniques après la rupture de 

l’exine, les plastes semblent également se développer et montrer une activité de division plus 

importante, probablement pour conserver ou augmenter la densité de plastes par cellule. De 

plus, les données générées semblent mettre en avant, entre D7 et D21, les premiers signes de 

l’initiation de la différenciation des proplastes en chloroplastes, avec la transition d’une 

transcription NEP-dépendante vers une transcription dépendante de la PEP, et la plus forte 

expression de gènes codant pour des métabolites requis pour la mise en place des membranes 

des thylakoïdes et la formation des photosystèmes.  

 

 

5. Mise en évidence de profils d’expression génique différents chez le 

génotype récalcitrant au cours de la culture des microspores isolées 

 

L’utilisation de deux génotypes présentant des caractéristiques de régénération en 

plantules différentes permet d’étudier les différences d’expression génique, qui pourraient 

être liées, pour le génotype de blé de printemps Pavon, à la régénération de plantules 

chlorophylliennes et albinos, et, pour le génotype de blé d’hiver Paledor, à la production de 

plantules albinos uniquement.  
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La première différence significative au niveau de l’expression des gènes étudiés est 

l’absence d’augmentation du niveau d’expression du gène rpoA chez Paledor, contrairement 

à Pavon (Figure 8B). A l’inverse, chez Paledor, nous observons une augmentation significative 

de l’expression du gène rpoTp au cours de la culture (Figure 8A). L’absence d’augmentation 

du niveau d’expression du gène rpoA, codant une sous-unité de la PEP, suggère une plus faible 

activité de la PEP au sein des plastes de Paledor par rapport à Pavon. Le facteur SIG2 présente 

un profil d’expression similaire pour les deux génotypes, avec une augmentation de son 

niveau d’expression au cours de la culture (Figure 8A). La transition vers une transcription PEP-

dépendante ne semble donc pas se mettre en place au sein des microspores en culture de 

Paledor, contrairement à ce que nous avons pu mettre en évidence pour le génotype Pavon. 

Les gènes codant les sous-unités 16S et 23S des ARNr sont sous-exprimés chez Paledor 

par rapport à Pavon reflétant potentiellement une activité de traduction plus faible au sein 

des plastes du génotype récalcitrant durant les étapes précoces de l’androgénèse (Figure 8C). 

Un niveau de transcription élevé de ces ARNr plastidiaux étant seulement obtenu par une 

transcription dépendante de la PEP, le profil de sous-expression de ces deux gènes chez 

Paledor conforte notre hypothèse d’une transition vers une transcription PEP-dépendante 

altérée au sein des micropores du génotype récalcitrant durant les 21 premiers jours de 

culture. 

À D7, nous avons relevé une surexpression des gènes psaA et psbD chez Paledor par 

rapport à Pavon (Figure 9B). L’expression de ces deux gènes retrouve ensuite un niveau 

similaire à celle du génotype de blé de printemps. Ceci suggère que la transcription des gènes 

liés aux PS n’est pas bloquée chez le génotype produisant uniquement des plantules albinos à 

ce stade du processus d’androgénèse. Il faut toutefois noter que nous analysons ici des 

données du niveau d’expression de gènes par PCR quantitative, et que la détection de 

l’expression et la surexpression de ces gènes n’impliquent pas forcément une traduction plus 

élevée des protéines. L’expression des gènes PORA et CHLH est détectée pour la première fois 

au cours de la culture des microspores de Paledor à D21, de façon plus tardive que chez Pavon 

(Figure 9C). De plus, le gène CHLH est sous-exprimé chez Paledor par rapport à Pavon.  

Ces résultats confortent notre hypothèse d’une absence de transition vers une 

transcription PEP-dépendante des gènes plastidiaux chez Paledor, contrairement à ce qu’il 

semble se produire au sein des plastes de Pavon au cours de la culture des microspores. Cet  

  



 

 

  



- 275 - 

 

échec pourrait donc entrainer un arrêt de la différenciation des chloroplastes à un stade 

précoce de leur biogénèse. Toutefois, les gènes liés aux photosystèmes et à la biosynthèse de 

la chlorophylle présentent des profils d’expression similaires entre les deux génotypes, avec 

cependant une augmentation du niveau d’expression plus tardive chez Paledor. Cela nous 

mène à penser que le développement des plastes pourrait être plus lent ou plus tardif chez le 

génotype de blé d’hiver. Nous avons précédemment démontré que le développement des 

microspores et des structures androgéniques de Paledor était globalement plus lent que celui 

de Pavon dans nos conditions de culture (Chapitre 3). La transition vers une transcription PEP-

dépendante pourrait donc soit échouer, soit se faire de manière plus tardive chez le génotype 

de blé d’hiver. Dans les deux cas, cela impacterait l’expression des gènes liés à la biogénèse 

des chloroplastes et à la photomorphogénèse, bloquant ainsi leur différenciation de façon très 

précoce au cours du processus d’androgénèse, bien avant la régénération des plantules. 

Ces résultats démontrent que des évènements précoces se produisent dans le 

développement des plastes entre le 7ème et 21ème jour de culture des microspores. L’hypothèse 

d’un blocage précoce de la différenciation des proplastes en chloroplastes au cours du 

processus d’androgénèse se confirme donc. 
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Discussion 
 

Les causes et mécanismes conduisant à la formation de plantules albinos en 

androgénèse chez les céréales restent, encore aujourd’hui, largement inconnus. De nombreux 

efforts ont été effectués ces vingt dernières années pour tenter d’appréhender au mieux ce 

problème majeur et proposer des solutions. Mais à ce jour, aucune ne permet de lever le 

verrou de l’albinisme. 

L’approche moléculaire par l’analyse de l’expression de gènes impliqués dans la 

biogénèse des chloroplastes au sein de populations de microspores a été mise en place pour 

la première fois chez le blé dans cette étude, au cours des phases précoces du processus 

d’androgénèse. Jusqu’à présent, les travaux ont été menés sur la comparaison au niveau des 

plantules chlorophylliennes et albinos, ou en transcriptomique globale par des techniques de 

séquençage à haut débit, comme le RNAseq (Zhao et al., 2017). Avant d’étudier les phases 

précoces de l’androgénèse, nous avons, nous aussi, analysé les profils d’expression d’une 

vingtaine de gènes sélectionnés pour leur rôle connu dans l’activité des plastes dans des 

plantules de blé régénérées in vitro. Dans un premier temps, l’étude comparative des 

plantules albinos régénérées en androgénèse à partir de deux génotypes de blé à la réactivité 

contrastée nous a permis de mettre en évidence des profils d’expression similaires. Les 

plantules albinos de Pavon et Paledor régénérées in vitro présentaient le même niveau 

d’expression relatif pour tous les gènes étudiés. Cela pourrait suggérer qu’un même blocage 

mène à la régénération de plantules albinos pour les deux génotypes, mais affecte le génotype 

Pavon de façon moins importante que le génotype récalcitrant Paledor. Mais ces profils 

d’expression génique pourraient également être la conséquence de boucles de régulation et 

de rétroaction provoquant la répression de gènes différents, se traduisant, au stade plantule, 

par un profil d’expression identique pour les gènes étudiés ici. Dans un second temps, la 

comparaison des profils d’expression des plantules albinos des deux génotypes de blé par 

rapport aux plantules chlorophylliennes de Pavon, nous a permis de mettre en évidence 

d’importantes sous-expression de gènes impliqués à différents niveaux de la biogénèse et de 

la différenciation des chloroplastes, et de la régulation de leur développement (Figure 10).   
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     Figure 10 : Expression différentielle des gènes impliqués dans la biogénèse des chloroplastes au 
cours de l’androgénèse. La partie haute du schéma correspond à une biogénèse et différenciation de 
chloroplastes fonctionnels, aboutissant à la formation de plantules chlorophylliennes. La partie basse 
du schéma représente l’échec de la biogénèse des chloroplastes se déroulant au sein des structures 
multicellulaires et pro-embryons dérivant de microspores, menant à la régénération de plantules 
albinos. Les différences de niveau d’expression des gènes étudiés entre les deux génotypes sont 
représentées par des flèches bleues pour Paledor et des flèches vertes pour Pavon. Les flèches en 
pointillé gris symbolisent la signalisation antérograde et rétrograde entre le noyau et le plaste. 

 

 

Ces résultats sont en accord avec les données générées dans les études menées en 

RNAseq, où les auteurs ont montré une expression différentielle des gènes liés à l’appareil 

photosynthétique, notamment des gènes codant des composants des membranes des 

thylakoïdes et de l’enveloppe du chloroplaste, et des gènes liés à la voie de biosynthèse de la 

chlorophylle chez les plantules albinos d’orge et de blé par rapport aux plantules 

chlorophylliennes régénérées in vitro (Muñoz-Amatriaín et al., 2009; Zhao et al., 2017). Dans 

notre étude, la plupart de ces gènes nucléaires, comme Lhcb1, CHLH et PORA, sont sous-

exprimés par rapport aux plantules chlorophylliennes de Pavon, et la sous-régulation de leur 

transcription pourrait être provoquée par la sous-expression du gène GLK1. Des profils 

d’expression similaires ont été rapportés chez les plantules albinos d’orge (Gajecka et al., 

2021). Les facteurs de transcription GLK régulent l’expression des PhANGs, gènes nucléaires 

liés à la photosynthèse, lors de la photomorphogénèse chez les plantes et sont requis pour le 

développement des chloroplastes (Chen et al., 2016; Waters et al., 2009).  De plus, la 

régulation des facteurs de transcription GLK fournit également un signal antérograde, du 

noyau vers le plaste, afin d’indiquer aux plastes l’induction de la photomorphogénèse (Oh and 

Montgomery, 2014). GLK1 et GLK2 sont partiellement redondants et fonctionnellement 

équivalents. Dans cette étude, le niveau d’expression du gène GLK2 s’est révélé similaire entre 

les plantules chlorophylliennes et albinos de blé. Malgré cela, GLK2 ne semble pas compenser 

la sous-expression de GLK1, ce qui entraine la sous-régulation de la transcription des PhANGs 

et autres gènes impliqués dans la biosynthèse de la chlorophylle. Chez Arabidopsis, le double 

mutant glk1glk2 présente un phénotype vert pâle (Fitter et al., 2002). Les plastes du mutant 

montrent une réduction du nombre de thylakoïdes, avec un échec des membranes à former 

des grana. Le double mutant glk1glk2 présente également des niveaux réduits de transcrits et 

protéines, notamment pour les gènes impliqués dans la voie de biosynthèse de la 

chlorophylle, comme CHLH et PORA, et les gènes codant les complexes de capture de la  
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lumière (LHC), dont Lhcb1. L’abondance réduite des thylakoïdes serait d’ailleurs liée à la 

réduction des niveaux d’expressions des LHC et de la faible production de chlorophylle, tous 

deux nécessaires à l’assemblage des membranes thylakoïdiennes (Waters et al., 2009). 

Néanmoins, nos résultats montrent que de nombreux gènes liés à la photosynthèse et codés 

par le plaste sont encore exprimés chez les plantules albinos de Pavon et Paledor, signe que 

leur transcription est toujours active chez ces plantules, malgré l’absence de chloroplastes 

fonctionnels. La présence de transcrits au sein de ces plantules ne signifie pas pour autant 

qu’ils sont ensuite traduits en protéines. La très faible expression des gènes codant les sous-

unités ribosomiques plastidiales 16S et 23S suggère une activité traductionnelle au sein des 

plastes très faible voire inexistante pour les plantules albinos. Cette sous-expression des gènes 

codant les ARNr 16S et 23S a déjà été décrite chez les plantules albinos de blé. Elle serait due 

à la réduction du nombre de copies de l’ADN plastidial, notamment au niveau des régions 

codant pour les gènes rbcL, psbD, et les deux sous-unités ribosomiques 16S et 23S (Day and 

Ellis, 1985; Harada et al., 1991). L’étude de l’expression de ces différents gènes au sein des 

plantules ne nous permet donc pas d’identifier la ou les causes du blocage de la différenciation 

des proplastes en chloroplastes mais nous permet d’avoir une vue d’ensemble des 

conséquences sur les profils d’expression génique des plantules albinos. 

Au cours de la culture in vitro des microspores de blé, nous avons étudié l’expression 

du gène BBM, gène marqueur fiable de l’induction de l’embryogénèse bien connu et 

largement utilisé en embryogénèse somatique et en androgénèse (Boutilier et al., 2002; Jha 

and Kumar, 2018; Nic-Can et al., 2013). La détection et l’augmentation de son expression au 

cours de la culture des microspores de blé ont confirmé le développement embryogénique de 

nos cultures cellulaires, que nous avions observé en microscopie et rapporté dans le chapitre 

3. De plus, cette variation d’expression est en accord avec celle rapportée par Bilichak et al. 

(2018) dans leurs cultures de microspores de blé. Ces résultats nous ont donc permis de 

valider notre méthode d’analyse d’expression de gènes au sein des cultures de microspores 

de blé in vitro.  

De nombreuses expressions différentielles entre les deux génotypes de blé étudiés ont 

pu être mises en avant tout au long du processus d’androgénèse. Malgré l’hétérogénéité et la 

complexité des populations de microspores de blé en culture, et le fait que nous ne puissions 

pas différencier ni trier les microspores qui vont régénérer des plantules chlorophylliennes de  
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celles qui produiront des plantules albinos, nous pouvons détecter des variations fines 

d’expression de gènes candidats, ce qui finit de valider notre modèle d’étude. Il est très 

probable que l’utilisation d’un génotype régénérant une proportion plus importante de 

plantules chlorophylliennes permettrait d’accroitre le niveau de significativité de ces 

expressions différentielles voire même d’en souligner de nouvelles.  

Dans une récente étude, l’expression du gène GBSSI a été rapportée comme un 

marqueur fiable de la biosynthèse et de l’accumulation de l’amidon dans les microspores 

d’orge (Gajecka et al., 2020). Les auteurs ont criblé 10 génotypes d’orge, présentant différents 

taux de régénération en plantules albinos et ont ensuite pu montrer une activation précoce 

de ce gène chez les microspores issues des génotypes produisant majoritairement des 

plantules albinos. Les auteurs proposent donc le gène GBSSI comme marqueur précoce du 

potentiel androgénique des génotypes d’orge, reflétant sa capacité à régénérer des plantules 

chlorophylliennes. De plus, ils ont montré dans une autre étude que l’expression du gène 

GBSSI diminue rapidement au cours de la culture des microspores d’orge (Gajecka et al., 

2021). Dans nos travaux, chez le blé, l’expression du gène GBSSI chez les microspores au cours 

du processus d’androgénèse varie de façon opposée à celle décrite chez l’orge. En effet, nous 

avons mis en évidence une augmentation importante de son expression à l’issue du 

prétraitement, et de façon similaire pour les deux génotypes de blé étudiés. Pour ces deux 

raisons, ce gène ne semble donc pas être un marqueur de l’albinisme adapté en androgénèse 

chez le blé. L’augmentation de l’expression de GBSSI au cours du développement in vitro des 

microspores suggère une accumulation de l’amidon au sein des plastes, qui semblent donc se 

différencier en amyloplastes. Une telle différenciation des proplastes au sein des microspores 

réorientées a déjà été mise en évidence par des études microscopiques chez l’orge (Caredda 

et al., 1999, 2000). La forte diminution de son expression aux alentours du 21ème jour de 

culture in vitro chez les microspores des deux génotypes de blé, et l’absence de détection de 

ce gène chez les plantules chlorophylliennes et albinos, suggèrent une diminution puis un 

arrêt de l’accumulation de l’amidon chez les microspores, avec potentiellement une 

dédifférenciation des amyloplastes en un autre type de plastes. 

La biogénèse des chloroplastes est régie par différents mécanismes de signalisation et 

régulation permettant la coordination des génomes nucléaire et plastidial (Gray et al., 2003). 

Les premiers points de contrôle de cette biogénèse sont une transcription et une traduction 

actives, efficaces et appropriées au sein des plastes (Jarvis and López-Juez, 2013; Møller et al.,   
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2014). La transcription plastidiale est médiée par deux ARN polymérases (Börner et al., 2015), 

l’une codée par le noyau (NEP), et l’autre codée par le plaste (PEP). Elles permettent toutes 

deux la transcription des gènes codés par le génome plastidial. Lors des étapes précoces de la 

biogénèse des chloroplastes, cette transcription est majoritairement effectuée par la NEP 

(Møller et al., 2014). Les gènes transcrits sont principalement des gènes de ménage, et les 

gènes rpoB, rpoC1 et rpoC2, codant trois des quatre sous-unités de la PEP (Pfannschmidt et 

al., 2015). Au cours de la biogénèse des chloroplastes, une transition s’effectue au niveau de 

la nature de l’ARN polymérase majoritairement impliquée dans la transcription des gènes 

plastidiaux. La transcription plastidiale devient alors préférentiellement médiée par la PEP, 

polymérase codée par le génome plastidial (Börner et al., 2015). Cette transition vers une 

transcription PEP-dépendante est essentielle pour la biogénèse des chloroplastes. En effet, 

seule une transcription dépendante de la PEP permet d’obtenir un niveau de transcription 

élevé au sein des plastes en vue de l’élaboration de la machinerie photosynthétique et donc 

de leur différenciation (Cahoon et al., 2004). Au cours de la culture in vitro des microspores, 

une augmentation significative de l’expression du gène rpoA a été mise en évidence dans nos 

travaux chez le génotype de blé de printemps, tandis que le niveau d’expression de la NEP 

restait stable. Le gène rpoA code pour la sous-unité α de la PEP et fait partie d’un cluster de 

gènes sous promoteur PEP (Börner et al., 2015). Ce gène est préférentiellement transcrit par 

la PEP elle-même (Finster et al., 2013). L’augmentation de son niveau d’expression reflète 

donc une activité croissante de la PEP au sein des microspores de Pavon, entre D7 et D21. De 

plus, nous avons observé en parallèle l’augmentation de l’expression du gène SIG2. Ce facteur 

nucléaire est impliqué dans la transition vers la transcription PEP-dépendante en favorisant la 

transcription du gène codant le Glu-tRNA. Cet ARNt va ensuite se lier à la NEP et inhiber son 

activité (Hanaoka et al., 2005; Kanamaru et al., 2001). La transition vers une transcription des 

gènes plastidiaux dépendante de la PEP semble donc se mettre en place au cours de la culture 

des microspores de Pavon et pourrait être le premier signe de la biogénèse des chloroplastes 

au sein des microspores. À l’inverse, chez le génotype Paledor, aucune augmentation de la 

transcription du gène rpoA n’a été observée mais nous avons pu mettre en évidence une 

augmentation significative de l’expression du gène rpoTp, sous-unité de la NEP, à D21.  Chez 

Arabidopsis, une faible activité de la PEP entraine une augmentation de l’activité de la NEP 

(Woodson et al., 2013), ce qui pourrait également être le cas pour les microspores de Paledor. 

De plus, une mutation knockout de la PEP provoque un phénotype albinos et une absence de   
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photosynthèse (Allison et al., 1996; Legen et al., 2002) alors que la mutation knockout de la 

NEP entraine seulement un retard de développement des chloroplastes (Baba et al., 2004; 

Hricová et al., 2006). La transition vers une transcription PEP-dépendante pourrait donc ne 

pas se produire au sein des cultures de microspores de Paledor, provoquant la régénération 

de plantules albinos uniquement (Figure 10). Des résultats similaires ont été rapportés chez 

l’orge en androgénèse, où les auteurs rapportent que la régénération de plantules albinos 

chez le génotype récalcitrant était due à l’échec de la transition vers une transcription 

dépendante de la PEP (Gajecka et al., 2021). Cette absence de transition est associée à 

l’altération de la différenciation des chloroplastes et à l’incapacité du génotype à régénérer 

des plantules chlorophylliennes. Les auteurs ont rapporté une mise en place de cette 

transition assez tardive au cours du processus d’androgénèse chez l’orge : entre 43 et 56 jours 

de culture in vitro, lors de la conversion des embryons en plantules. Nos résultats sont 

différents et suggèrent que, chez le blé, cette transition vers une transcription PEP-

dépendante s’effectue de manière bien plus précoce pendant la culture des microspores, 

entre D7 et D21. À ce stade de la culture, les microspores réorientées se sont développées en 

structures multicellulaires, qui sont ensuite libérées de la paroi initiale d’exine après 14 à 21 

jours de culture4, et forment alors des pro-embryons. Ces résultats confortent donc notre 

hypothèse initiale d’un blocage précoce de la différenciation des proplastes en chloroplastes 

au sein des microspores.  

Différents résultats générés dans cette étude nous ont permis de formuler l’hypothèse 

d’une mise en place précoce des premiers éléments nécessaires à la biogénèse des 

chloroplastes au cours du processus d’androgénèse. En effet, nous pensons que la formation 

et le développement des chloroplastes nécessitent, dans un premier temps et de façon 

indépendante de la lumière, l’importation, la production et l’accumulation au sein des plastes 

indifférenciés de transcrits, de protéines et de métabolites requis pour la formation des 

membranes des thylakoïdes et de leurs complexes protéiques. Cette accumulation 

permettrait ensuite, lors de la perception des premiers signaux lumineux, une différenciation 

rapide et efficace en chloroplastes fonctionnels. Au cours du processus d’androgénèse, 

l’augmentation significative des niveaux d’expression des gènes plastidiaux psaA et psbD, et 

des gènes nucléaires FstZ, FtsH2, CHLH et PORA se produisant dans les populations de 

microspores de Pavon et Paledor entre D7 et D21, conforte cette hypothèse (Figure 10). 

L’expression croissante des gènes psaA et psbD codant des sous-unités des photosystèmes I   
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et II pourrait être liée au début de la mise en place des complexes protéiques et 

photosynthétiques au sein des plastes. L’augmentation concomitante du niveau d’expression 

du gène FtsH2 appuie ce résultat, FtsH2 étant impliqué dans la formation des thylakoïdes, 

dans le recyclage et le renouvellement des protéines des photosystèmes (Maraschin et al., 

2006; Yu et al., 2004b). De plus, l’augmentation de l’expression des gènes codant les sous-

unités Toc34 et Tic110 suggère une augmentation de l’activité d’import des protéines 

cytosoliques au sein des plastes. Des analyses complémentaires, notamment en protéomique, 

permettraient de valider l’augmentation de cette activité ainsi que le type de protéines 

importées.  La mutation knockout d’une ou plusieurs sous-unités du translocon Toc ou Tic 

entraîne, chez Arabidopsis, un blocage dans la différenciation des chloroplastes provoquant 

un phénotype albinos (Jarvis, 2008). Les gènes PORA et CHLH, impliqués dans la voie de 

biosynthèse de la chlorophylle, sont détectés pour la première fois, chez le génotype Pavon, 

à partir de 14 et 21 jours de culture respectivement. Chez les Angiospermes, l’enzyme PORA 

n’est active qu’en présence de lumière et est impliquée dans la dernière étape de cette voie 

de biosynthèse (Yuan et al., 2017). L’expression de ces gènes suggèrent une accumulation de 

transcrits précurseurs de la chlorophylle au sein des plastes des microspores, qui 

permettraient une synthèse rapide de chlorophylle en réponse à la lumière. La chlorophylle 

est nécessaire pour l’assemblage des photosystèmes (Waters and Langdale, 2009), où elle est 

liée aux protéines de la famille des LHC (Light Harvesting Complex). Le transcrit du gène Lhcb1, 

codant la principale protéine de cette famille, n’a pas été détecté au sein des microspores en 

culture, qui sont, à ce stade, cultivées à l’obscurité et ne contiennent donc pas de chlorophylle. 

L’expression croissante des différents gènes psaA, psbD, FtsH2, CHLH et PORA, confirme donc 

une initiation précoce de la biogénèse des chloroplastes avec une accumulation de transcrits, 

et peut-être des protéines associées, au sein des structures multicellulaires et des pro-

embryons de blé, comme nous le suggérons. Cette étape précoce de la biogénèse permet de 

rassembler et d’accumuler tous les éléments qui seront ensuite nécessaires à la formation des 

thylakoïdes et des complexes photosynthétiques permettant la différenciation de 

chloroplastes fonctionnels. De plus, ces résultats sont confortés par les données de 

microscopie électronique rapportées chez l’orge en androgénèse, où des ébauches de 

thylakoïdes ont pu être observées après 12 à 21 jours de culture in vitro au sein des 

microspores (Caredda et al., 1999, 2000, 2004). Les auteurs ont présenté ces ébauches comme 

des structures juvéniles de thylakoïdes (Caredda et al., 1999). Dans notre étude, le génotype   
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récalcitrant Paledor, qui ne régénère que des plantules albinos, a montré, tout comme le 

génotype de printemps Pavon, une augmentation de l’expression des gènes psaA, psbD, 

FtsH2, CHLH et PORA. Cependant, l’activation de la transcription des gènes codant les enzymes 

CHLH et PORA s’est faite de manière plus tardive chez le génotype récalcitrant où nous avons 

détecté pour la première fois leur expression à D21, alors que cette détection s’est effectuée, 

chez Pavon, à D21 et D14 respectivement. Une accumulation de transcrits et de protéines 

semblent donc avoir lieu au sein des plastes de Paledor mais de manière plus tardive au cours 

de la culture in vitro des microspores, par rapport au génotype Pavon. Le stade d’activation 

de la transcription des gènes impliqués dans la biogénèse des chloroplastes au cours du 

processus d‘androgénèse semble donc être le point crucial permettant ensuite la réussite de 

leur différenciation en organites fonctionnels. Les profils d’expression de ces gènes ont 

montré, chez Paledor, un niveau d’expression relatif parfois supérieur à celui de Pavon. Le 

niveau d’expression de ces gènes est donc moins important que l’étape du processus à 

laquelle leur transcription est activée. 

L’approche moléculaire mise en place dans cette étude nous permet de mettre en 

avant des variations d’expression de gènes et de comparer les niveaux d’expression entre les 

deux génotypes de blé étudiés. Nous ne possédons aucune information sur la traduction de 

ces transcrits en protéines. Néanmoins, l’étude de l’expression des gènes codant les sous-

unités ribosomiques plastidiales 16S et 23S nous donne de précieuses informations sur la 

potentielle activité traductionnelle au sein des plastes des microspores et plantules de blé in 

vitro. Ces deux sous-unités forment le ribosome 70S et sont essentielles à la traduction dans 

les plastes. L’absence ou la sous-expression de ces sous-unités provoque la déplétion des 

ribosomes et par conséquent une absence de traduction des gènes plastidiaux (Tiller and 

Bock, 2014). Or cette traduction est requise pour la biogénèse et la différenciation des 

chloroplastes. Ces deux gènes sont sous-exprimés chez les structures multicellulaires et les 

pro-embryons de Paledor au cours de la culture in vitro ce qui suggère une activité de 

traduction plus faible chez ce génotype (Figure 10). L’absence ou la sous-expression des gènes 

codant les ARN ribosomiques plastidiaux 16S et 23S a été rapportée chez d’autres mutants 

albinos (Hess et al., 1994; Zubko and Day, 2002). Parmi eux, le mutant albostrian de l’orge, qui 

possèdent des feuilles blanches, est dépourvu de ribosomes plastidiaux, ce qui provoque une 

accumulation très réduite en protéines liées à la photosynthèse au sein des plastes. La sous-

régulation des ARN ribosomiques 16S et 23S semblent donc être un élément majeur dans la   
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régénération de plantules albinos. Leur faible expression chez le génotype récalcitrant 

Paledor sous-entend une faible activité traductionnelle, qui pourrait provoquer une faible 

accumulation de certaines protéines essentielles chez ce génotype. Lors des étapes plus 

tardives du processus d’androgénèse, notamment lors de la subculture des structures 

androgéniques sur milieu de régénération, marquant l’initiation de leur conversion en 

plantules, les plastes de Paledor ne contiendraient pas tous les éléments nécessaires à la 

différenciation des chloroplastes. Lors de l’exposition à la lumière, l’absence de certaines de 

ces protéines essentielles au sein des plastes provoquerait alors l’absence de formation de 

chloroplastes fonctionnels, se traduisant par la régénération de plantules albinos. Une 

seconde hypothèse serait que les plastes de Paledor contiennent tous ces éléments, mais en 

quantité insuffisante pour induire la différenciation et la maturation de chloroplastes 

fonctionnels. 

Nous ne connaissons pas pour le moment le ou les facteurs provoquant la sous-

régulation des gènes codant les ARN ribosomiques plastidiaux au cours du développement 

des microspores en androgénèse. Cependant, il est intéressant de noter que les gènes codant 

les protéines ribosomiques et le gène rpoA font partie du même cluster de gènes plastidiaux, 

et sont sous promoteur PEP. Leur sous-régulation au sein des microspores en culture de 

Paledor pourrait être liée à l’absence d’une transcription PEP-dépendante. En androgénèse, 

très peu de plantules albinos sont régénérées chez les Dicotylédones. Cette proportion de 

plantules albinos est si faible qu’elle n’est en aucun cas un point de blocage dans la technique, 

contrairement aux Monocotylédones où les plantules albinos représentent souvent plus de la 

majorité des plantules régénérées in vitro. Les Monocotylédones possèdent un seul gène, 

rpoTp, codant pour la NEP, tandis que chez les Dicotylédones, il existe un second gène codant 

la NEP, le gène rpoTmp (Liere et al., 2011). Chez les Dicotylédones, l’ARN polymérase codée 

par le gène rpoTp serait plutôt associé à la transcription plastidiale, tandis que l’ARN 

polymérase codée par le gène rpoTmp est plutôt responsable de la transcription dans les 

mitochondries (Kühn et al., 2009). Des travaux ont également rapporté l’implication de l’ARN 

polymérase codée par le gène rpoTmp dans la transcription du gène codant l’ARNr 16S dans 

les plastes (Courtois et al., 2007). Ce second gène rpoTmp pourrait donc pallier une potentielle 

sous-régulation de l’expression du gène rpoTp dans les microspores en androgénèse chez les 

Dicotylédones, et ainsi permettre la régénération de plantules chlorophylliennes.  
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La différenciation des chloroplastes et la régulation de leur développement sont 

soumis à des mécanismes complexes de communication entre le noyau et le plaste (Pogson 

et al., 2015). En effet, cette communication permet la coordination étroite de l’expression des 

génomes nucléaire et plastidial, essentielle pour l’assemblage de chloroplastes fonctionnels 

(Gray et al., 2003). Le génome nucléaire codant pour 90 % des protéines présentes dans les 

plastes, il exerce un contrôle sur la plupart des processus se déroulant au sein des plastes, y 

compris l’expression du génome plastidial par le biais de la NEP, des facteurs sigma et des 

protéines PAP. Cependant, il existe également un signal rétrograde, du plaste vers le noyau, 

qui régule l’expression des gènes nucléaire liés à la photosynthèse (Pfannschmidt, 2010). La 

signalisation rétrograde permet alors d’assurer la production d’un niveau adapté de transcrits 

et de protéines, codés par le génome nucléaire et importés dans les plastes. Ces dernières 

années, de nombreuses études se sont portées sur la compréhension de cette signalisation 

rétrograde qui reste, aujourd’hui, en partie non élucidée. Dans cette étude, nous avons pu 

mettre en avant une augmentation de l’expression de certains gènes clés impliqués dans la 

biogénèse des chloroplastes au sein des cultures de microspores de blé, et nous avons aussi 

montré une expression différentielle de ces gènes entre le génotype Pavon, régénérant des 

plantules chlorophylliennes, et le génotype récalcitrant Paledor. La régulation de l’expression 

de ces gènes pourrait également faire partie de la signalisation antérograde et rétrograde, et 

être liées à des boucles de rétroactions, essentielles à la biogénèse des chloroplastes. Par 

exemple, les facteurs sigma sont impliqués dans la signalisation antérograde mais ils 

fournissent également un signal rétrograde lors de la biogénèse des chloroplastes, permettant 

la régulation transcriptionnelle des gènes nucléaires (Woodson et al., 2013). Leur 

surexpression au sein des structures multicellulaires puis des pro-embryons dérivant des 

microspores réorientées de blé pourrait donc également être assimilée à un signal rétrograde 

permettant l’augmentation de la transcription des gènes nucléaires liés à la biogénèse des 

chloroplastes. Les niveaux d’expression des gènes impliqués dans cette biogénèse ont un rôle 

essentiel dans ces boucles de rétroaction, en activant ou inhibant la transcription d’autres 

gènes. Une communication antérograde et rétrograde altérée pourrait donc induire une 

répression de certaines boucles de rétroaction et de régulation, menant à la régénération de 

plantules albinos. L’étude de ces interactions seraient très intéressantes dans le contexte de 

l’albinisme en androgénèse chez le blé mais nécessiterait de nombreuses études 

complémentaires et complexes.   
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Dans cette étude, nous avons pu démontrer l’implication des gènes impliqués dans la 

biogénèse et la différenciation des chloroplastes et la régulation de leur développement par 

l’analyse de l’expression génique des microspores de blé au cours du processus d’androgénèse 

(Figure 10). Cette approche ciblée nous a permis de mettre en évidence des expressions 

différentielles de gènes impliqués dans la biogénèse des chloroplastes dès la formation de 

structures multicellulaires à partir des microspores réorientées chez deux génotypes de blé 

possédant des taux de régénération en plantules chlorophylliennes contrastés. Tous les gènes 

étudiés ont été détectés chez les deux génotypes de blé mais leurs niveaux d’expression 

relatifs et/ou l’étape du processus d’androgénèse à laquelle leur transcription a été activée 

différaient. Ces résultats confortent notre hypothèse initiale d’un blocage précoce dans la 

différenciation des proplaste en chloroplastes au sein des microspores de blé. La transition 

vers une transcription dépendante de la PEP au sein des microspores de Pavon au début de la 

culture in vitro semble être liée à la régénération de plantules chlorophylliennes. L’absence de 

cette transition chez les microspores de Paledor pourrait provoquer une faible accumulation 

de transcrits au sein des plastes, ce qui engendrerait par la suite un blocage dans la 

différenciation des proplastes en chloroplastes, et donc la régénération de plantules albinos. 

L’augmentation de l’expression du gène rpoA au sein des structures multicellulaires dérivant 

des microspores de blé cultivées in vitro semble donc être un bon marqueur de la régénération 

de plantules chlorophylliennes en androgénèse. Les faibles niveaux d’expression des gènes 

codant les ARNr 16S et 23S détectés dans les cultures de microspores du génotype récalcitrant 

et dans les plantules albinos de blé semblent également étroitement liés à la régénération de 

plantules albinos. Nous proposons donc l’utilisation des gènes codant les ARNr 16S et 23S 

comme gènes marqueurs du blocage précoce de la biogénèse des chloroplastes au sein des 

microspores de blé, directement liés à la régénération de plantules albinos en androgénèse. 

L’analyse de leur expression au cours des 21 premiers jours de culture et la comparaison de 

leur niveau d’expression à un génotype de référence, régénérant des plantules 

chlorophylliennes, permettraient d’évaluer précocement la capacité d’un génotype à 

régénérer des plantules chlorophylliennes. 

Pour conclure, la cause de l’albinisme en androgénèse chez le blé semble donc être 

liée à l’étape d’activation de la transcription des gènes impliqués précocement dans la 

biogénèse des chloroplastes au sein des microspores plutôt qu’aux niveaux de transcription 

de ces gènes. 
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Annexe 
 
Tableau Annexe1 : Liste des amorces des gènes utilisés pour les analyses par RT-qPCR 

 

Gène N° accession 
Amorces 
(5’3’) 

Taille 
amplicon (bp) 

Référence 

BBM 
TRIAE_CS42_6AL_TGAC 
V1_472489_AA1522720 

F TGGCTTCTATGGCCTACC 
75 

(Bilichak et al., 
2018) R TATGAAGGCTGATGATGACC 

GBSSI AF286320 
F GGTTCAAGTCGTCCTTCGACT 

71 Cette étude 
R CATCCAGTTGATCTTGCGCC 

rpoA X15595 
F ATGCTGTATCCATGCCTGTTC 

116 Cette étude 
R AGGGGTTAGACTTCCATTAGATCC 

rpoTp AJ507396 
F CGAGTCCTGTTGGTCTTCCA 

102 Cette étude 
R CATCACCCTCCCGTCGTAAA 

SIG2 AJ132658 
F CTGGCCGACAACTCGAAAAC 

88 Cette étude 
R CCTCCAATGCGTACTTTGCG 

SIG6 AK334927 
F CTGGACAAGCTGAAGCGGA 

99 Cette étude 
R AACCGAGAATGAATGAGGCG 

ARNr 
16S 

AJ239003 
F TGATTGGGCGTAAAGCGTCT 

90 Cette étude 
R CTTGGTAGTTTCCACCGCCT 

ARNr 
23S 

AB042240 
F GTCGGCTTGAGTAACGAAAA 

103 
(Gajecka et al., 

2021) R ATCTTAGGCCCTGACTCACC 

psaA AB042240 
F TCGCAAGGAAAGCGAAAACC 

215 Cette étude 
R ACTAGCTTAACGTGGGGAGG 

psbD 
Traes_3DL_9DC 
1B5230803167 

F ACTGGTTACGAAGGGACCGT 
88 

(Wu et al., 
2018) R AACCAACCCCCTAAAGCGAA 

Lhcb1 HM362991 
F GTTCGGCTTCTTCGTGCAG 

84 Cette étude 
R TTGTTGACGGGGTCGGAGA 

HEMA AB678198 
F TGTTCACAAGCACCGCATCTG 

139 
(Wang et al., 

2018) R GATACACAGGCACCGACATTCC 

CHLH BT009033 
F TTTGATGCAGGGAAGTCGCA 

142 
(Wu et al., 

2018) R CTTGTCTGGTGGGAAGCTGA 

PORA X76532 
F GTGACCAAGGGGTTCGTGTC 

142 Cette étude 
R CCTCCTGTGAGAGCTGGTTC 

GLK1 EF105406 
F TGCTCCGTTCAGAGTAACCG 

110 Cette étude 
R AGGCTGACCAAGAGAGAGGT 

GLK2 
TRAES3BF0625 
00050CFD_t1 

F GGGGTTGTTGTCGTCGGAAG 
120 Cette étude 

R ACCACGGCGGAAGAATCGT 

COP1 AK332611 
F AACTGAGCTGCCTTAGCTGG 

108 Cette étude 
R CCATTACACTCTGGCGGGTT 

HY5 MH886741 
F AGAACCAGATGCTCCGACAG 

70 Cette étude 
R TATTGACCCTCACTTGGCCC 

Toc34 KX533926 
F CTCAAATGGGAGCCAGTCCA 

105 Cette étude 
R TACTGCACGGCAAGGATGAG 

Tic110 BF484090 
F AAACAAGGGACCGTGATGCT 

94 Cette étude 
R AAGGCTGATGCGTCTCCAAA 

FtsZ CJ506346 
F CACCTGTGGAAGCTGGATGT 

84 Cette étude 
R GGCAGGATGAAGCAGAAGGT 

FtsH2 KX037456 
F CTGCGCACAGCCAGCA 

112 Cette étude 
R CCTCCTCTTCTCGACAGCAA 
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Tableau Annexe1 (Suite) : Liste des amorces des gènes utilisés pour les analyses par RT-qPCR 

 

Gène N° accession 
Amorces 
(5’3’) 

Taille 
amplicon (bp) 

Référence 

18S 
rRNA 

AY049040 
F AGTAAGCGCGAGTCATCAGCT 

80 
(Long et al., 

2010) R CATTCAATCGGTAGGAGCGAC 

CDC / 
F CAAATACGCCATCAGGGAGAACATC 

227 
(Paolacci et 
al., 2009) R CGCTGCCGAAACCACGAGAC 

EF-1α / 
F CAGATTGGCAACGGCTACG 

227 
(Crismani et 

al., 2006) R CGGACAGCAAAACGACCAAG 
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Le phénomène d’albinisme en androgénèse est complexe et multifactoriel, touchant 

spécifiquement les Monocotylédones plutôt que les Dicotylédones. Chez les céréales, la forte 

proportion de plantules albinos régénérées en culture de microspores isolées est un véritable 

frein à la production d’HD. La complexité de ce phénomène fait, qu’aujourd’hui, nous ne 

disposons pas de technique totalement efficace pour produire en routine des HD pour tous 

les génotypes de blé. Les hypothèses de recherche formulées au cours de ma thèse m’ont 

amenée à étudier les phases précoces du processus d’androgénèse pour tenter 

d’appréhender les causes de ce phénomène, et d’identifier les étapes clés du développement 

des microspores auxquelles le blocage survient. À l’aide d’études cytologiques et grâce au 

développement d’une nouvelle méthode d’analyse des populations de microspores en culture 

par la technique de l’IFC, il m’a été possible de caractériser finement le développement des 

microspores de blé en culture et l’évolution de populations cellulaires hétérogènes. 

L’adaptation et l’utilisation de la technologie de l’IFC aux cultures de microspores isolées a 

permis de développer trois nouveaux indicateurs de la réactivité des cellules en culture. Ces 

indicateurs sont utilisables en routine, pour mener des essais haut débit portant sur 

l’optimisation de l’androgénèse. Ils permettent (i) de suivre l’évolution de la viabilité des 

cellules, (ii) d’évaluer l’efficacité du stress inducteur ou du prétraitement, (iii) de prédire 

précocement les rendements embryonnaires. L’approche moléculaire par l’analyse 

d’expression de gènes impliqués dans la biogénèse des chloroplastes a été mise en place pour 

la première fois chez les cultures de microspores isolées de blé dans ces travaux de thèse. Les 

résultats générés suggèrent que le blocage dans la biogénèse des chloroplastes chez les 

microspores de blé est lié à une absence de transition vers une transcription dépendante de 

la PEP. L’activité de cette ARN polymérase plastidiale augmente lors de la maturation des 

chloroplastes, et une sous-régulation de son expression a des répercussions importantes sur 

leur différenciation. Une sous-régulation de la transcription des gènes codant les ARN 

ribosomiques plastidiaux, a également été mise en évidence et pourrait être une conséquence 

de l’absence de transcription PEP-dépendante. La régénération de plantules albinos semble 

donc être liée à une perturbation du timing d’activation de la transcription de certains gènes 

essentiels impliqués dans la voie de biogénèse des chloroplastes au cours du développement 

des structures pro-embryonnaires dérivant des microspores. Enfin, j’ai également étudié les 

étapes plus avancées du processus d’androgénèse, notamment par la caractérisation des 

structures androgéniques produites et l’analyse de leur capacité de régénération en plantules  
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chlorophylliennes et albinos. Deux types de développement majeurs ont pu être mis en avant, 

les structures de type embryon et les structures de type cal, toutes deux ayant la capacité de 

régénérer des plantules chlorophylliennes et des plantules albinos. Nous pouvons conclure de 

cette étude des structures androgéniques que le déterminisme du processus de régénération 

de plantules chlorophylliennes ou albinos est complexe, et qu’il ne peut pas être associé à un 

type de développement. 

Les études multi-approches et multidisciplinaires menées au cours de ma thèse ont 

révélé que la période située entre quatorze et vingt-et-un jours après le début de la culture in 

vitro était cruciale pour le développement des microspores et l’initiation de la biogénèse des 

chloroplastes au sein de ces cellules. À ce stade du processus d’androgénèse, les structures 

multicellulaires dérivant des microspores sont libérées de la paroi initiale d’exine et forment 

des pro-embryons. Ces nouveaux résultats ont permis d’avancer dans la compréhension du 

phénomène d’albinisme observé en androgénèse chez le blé et ouvrent de nouvelles 

perspectives d’études, d’analyses et d’optimisation du processus. 

 

Bien avant le début de mes travaux de thèse, de nombreux essais ont été menés au sein 

de l’entreprise d’accueil, Vegenov, pour tenter de lever le verrou de l’albinisme en 

androgénèse chez le blé. Les recherches bibliographiques ont montré que l’efficacité de 

l’androgénèse peut être améliorée par la modifications de facteurs externes (Olmedilla, 2010). 

Dans le contexte de l’albinisme, les expérimentations au laboratoire se sont majoritairement 

concentrées sur deux étapes clés du processus, les modalités de prétraitement et la 

composition du milieu de culture in vitro. Six à huit génotypes de blé de printemps et d’hiver 

ont été utilisés pour les essais cités ci-dessous. Ainsi, des prétraitements de nature chimique, 

osmotique et thermique variés ont été testés au laboratoire. Les résultats obtenus ont permis 

une amélioration des rendements en androgénèse mais ils n’ont pas résolu le problème de la 

régénération de plantules albinos. L’utilisation de régulateurs de croissance non traditionnels 

et alternatifs dans le milieu de culture in vitro, comme le thidiazuron ou la méta-topoline, a 

également été explorée. Des essais faisant varier la composition en microéléments, ou portant 

sur l’osmolarité du milieu de culture ont également été menés. Tous ces essais étaient inspirés 

de données bibliographiques (Esteves and Belzile, 2014; Jacquard et al., 2009). Néanmoins, 

aucune de ces expérimentations n’a offert de solution adaptée pour lever le verrou de 

l’albinisme en androgénèse chez le blé d’hiver. Au cours de mes travaux de thèse, j’ai  
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également réalisé d’autres essais portant sur différents aspects de l’amélioration du protocole 

d’androgénèse utilisé à Vegenov. L’influence de la culture des pieds-mères de blé, et 

notamment le type et l’apport d’engrais utilisé, a tout d’abord été analysée et a permis de 

simplifier la méthode de fertilisation, sans pour autant faire varier les rendements en 

androgénèse. Le stade de développement des microspores au moment de la cueillette des 

épis est un facteur important pour la réussite des protocoles d’androgénèse. L’hypothèse 

d’une reprogrammation des microspores à un stade de développement plus précoce que celui 

habituellement utilisé m’a menée à effectuer des essais sur un large panel de stades de 

développement, allant du stade uninucléé précoce à binucléé tardif.  Très peu d’embryons 

haploïdes ont été produits en dehors des microspores prélevées au stade uninucléé centré à 

tardif, habituellement utilisé chez le blé et l’orge, et les taux de régénération en plantules 

chlorophylliennes n’ont pas été améliorés. La préservation des épis au sein de leur gaine 

protectrice tout au long du prétraitement à 4°C a permis d’améliorer sensiblement la viabilité 

des microspores et donc les rendements en androgénèse. Enfin, l’hypothèse d’un blocage 

précoce dans la différenciation des proplastes en chloroplastes m’a menée à réfléchir sur 

l’influence de la lumière au cours du processus d’androgénèse. En effet, nous savons que la 

lumière est indispensable à l’induction de la différenciation des chloroplastes, et cependant, 

les 50 à 55 premiers jours du processus d’androgénèse se déroulent à l’obscurité. Très peu 

d’éléments ont été rapportés dans la littérature sur l’influence de la lumière en androgénèse. 

Des recherches bibliographiques sur l’impact de la lumière, de la photopériode et du type de 

spectre ont été menées en parallèle de discussion avec des chercheurs spécialistes de ce 

domaine. Cela m’a permis de réaliser un essai explorant trois pistes différentes : la réduction 

de la durée de la phase d’obscurité du processus d’androgénèse, l’ajout d’une photopériode 

courte pour limiter les dommages photo-oxydatifs cellulaires et le rôle clé des longueurs 

d’onde bleue et rouge dans le déclenchement de la différenciation des chloroplastes. Les 

premiers résultats obtenus ne montrent aucun effet négatif de la lumière sur la viabilité des 

microspores, leur réorientation, les rendements embryonnaires ou la régénération de 

plantules. Mais le très grand nombre de combinaisons expérimentales pouvant être testées 

rend cet axe de recherche fastidieux sans l’appui d’autres outils ou marqueurs pour 

restreindre les choix ou obtenir des réponses rapides.  
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Lever les verrous de l’albinisme ! 

Malgré les efforts importants de tentative d’optimisation, aucun résultat obtenu n’a 

permis de lever le verrou de l’albinisme en androgénèse chez le blé. Ces recherches, 

effectuées de manière empirique, ne sont pas assez efficaces et trop coûteuses en temps. En 

effet, le processus d’androgénèse chez le blé dure 80 à 110 jours, auxquels il faut ajouter le 

temps de culture des pieds-mères. Cette durée est incompatible avec le besoin de tester un 

très grand nombre de facteurs dans le but de débloquer le verrou de l’albinisme. La méthode, 

tout comme les moyens de recherche, devaient être modifiés. Le développement de 

marqueurs précoces durant ma thèse et la compréhension nouvelle des étapes clés de la mise 

en place de l’albinisme ouvrent maintenant des perspectives réelles d’optimisation du 

processus d’androgénèse chez le blé, et de compréhension de plus en plus fine du phénomène 

d’albinisme.  

 

Les approches de caractérisation cellulaire à haut débit 

Grâce à l’utilisation de l’IFC d’une part, et l’approche moléculaire mise en place d’autre 

part, nous avons montré que le développement embryogénique des microspores de blé était 

déjà déterminé à sept jours de culture, et que la propension des microspores à régénérer une 

plantule chlorophyllienne ou albinos se jouait entre sept et vingt-et-un jours de culture in 

vitro. Des mises au points plus poussées sur l’utilisation de l’IFC pourraient permettre d’aller 

plus loin dans la caractérisation des microspores. L’objectif serait de pouvoir détecter des 

caractéristiques intracellulaires précoces des microspores issues d’un génotype régénérant 

majoritairement des plantules chlorophylliennes, et des développements différents ou 

anormaux au sein des microspores issues d’un génotype produisant uniquement des plantules 

albinos.  

 

Les études d’expression de gènes, et des protéines et métabolites associés 

dans la biogénèse ces chloroplastes 

L’analyse de l’expression de gènes impliqués dans la biogénèse des chloroplastes au 

cours du développement des microspores, en structures multicellulaires, puis en pro-

embryons a permis d’affiner nos connaissances sur l’étape du processus et les mécanismes 

qui entrainent le blocage dans la différenciation des proplastes en chloroplastes. Ces  
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nouveaux résultats ouvrent plusieurs perspectives qui permettront d’approfondir encore nos 

connaissances de ce phénomène. Dans un premier temps, les dates de prélèvement et 

d’analyses pourraient être affinées pour gagner en précision sur l’étape clé de ce blocage. En 

prenant en compte les résultats en microscopie électronique de Caredda et son équipe ainsi 

que nos résultats sur l’augmentation des niveaux d’expression relatifs de certains gènes clés 

comme rpoA, SIG2, et les gènes liés à la photosynthèse comme psaA, psbD, CHLH et PORA, 

nous proposons d’analyser quotidiennement les variations d’expression génique des 

microspores entre D14 et D21, pour les deux génotypes étudiés durant la thèse. Au niveau 

des mécanismes moléculaires en jeu, la piste de l’absence de transition vers une transcription 

PEP-dépendante au sein des microspores du génotype récalcitrant pourrait être vérifiée en 

analysant l’expression de gènes plastidiaux supplémentaires comme rpoB, rpoC1 et rpoC2. Ces 

gènes codent pour les trois autres sous-unités de la PEP, et sont préférentiellement transcrits 

par la NEP. Si une augmentation de leurs expressions est observée en parallèle de 

l’augmentation de l’expression du gène rpoTp et de l’absence de variation de l’expression de 

rpoA, préférentiellement transcrit par la PEP elle-même, cela confirmera alors notre 

hypothèse d’une absence de transition de la transcription au sein des microspores de ce 

génotype. La vérification de ces pistes nécessite des analyses et approches complémentaires.  

Afin de vérifier que les activations et augmentations de la transcription observée dans nos 

analyses sont bien liées à une augmentation consécutive de la traduction des protéines, 

l’approche de l’analyse des protéines doit être envisagée. Il faut cependant noter que les 

approches globales en protéomique nécessitent une quantité importante de matériel végétal, 

dont nous ne disposons pas en culture de microspores isolées. Néanmoins, des approches de 

protéomique plus ciblées peuvent être menées. Il est possible de vérifier la présence et la 

localisation de protéines, abondantes comme par exemple la RubisCo, ou plus spécifiques 

notamment les protéines codées par les gènes marqueurs identifiés dans le chapitre 4. Les 

protéines d’intérêt peuvent alors être ciblées spécifiquement par des anticorps couplés à des 

fluorochromes. De la même façon, nous pouvons vérifier la mise en place des thylakoïdes au 

sein des microspores entre D7 et D21 en ciblant les galactolipides, composant spécifiquement 

les membranes thylakoïdiennes par rapport aux autres membranes de la cellule. La 

microscopie électronique par transmission peut également être couplée à cette approche 

pour obtenir de précieuses informations sur le développement des plastes au cours du 

processus d’androgénèse. Enfin, une approche métabolomique peut également être  
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envisagée, mais là encore, la quantité de matériel végétal nécessaire pose problème. Il sera 

indispensable d’être précis sur les métabolites recherchés au risque de générer une quantité 

massive de données. De plus, ce type d’approche nécessite une extraction ciblée et 

dépendante du type de métabolites recherchés. Une piste pertinente en métabolomique 

serait la détection des précurseurs de la chlorophylle, comme le protochlorophyllide. Les 

résultats de l’approche moléculaire ont montré une activation précoce de la transcription des 

gènes impliqués dans la biosynthèse de la chlorophylle, on s’attend donc à trouver les 

métabolites correspondants au sein des microspores entre D14 et D21, avant l’exposition à la 

lumière. Ces différentes approches, en microscopie, protéomique et métabolomique, sont 

descriptives, mais l’obtention de ces informations est essentielle pour prouver que l’activation 

de la transcription des différents gènes clés étudiés est bien suivie de la traduction de 

protéines. Ceci nous permettrait ainsi de valider nos différentes hypothèses. A l’inverse, une 

absence de détection des protéines ciblées pourrait mettre en évidence un blocage dans la 

traduction voire la répression ou la dégradation des transcrits par le biais de boucles de 

rétroactions.  

 

La biogénèse et la différenciation des chloroplastes sont des thématiques de recherche 

largement étudiées car pas encore totalement élucidées, utilisant l’embryogénèse et la 

germination in vitro comme modèles d’études. L’androgénèse, et plus précisément, la culture 

de microspores isolées, est aujourd’hui un outil bien connu et caractérisé, notamment chez 

les espèces modèles de Dicotylédones comme le colza, où le développement embryogénique 

des microspores a été largement étudié. La culture de microspores chez ces espèces modèles 

donne accès aux stades très précoces de l’embryogénèse, et donc de la biogénèse des 

chloroplastes, sans barrière physique des tissus maternels et de la graine.  La biogénèse des 

chloroplastes débute bien avant la germination de la graine et la détection des premiers 

signaux lumineux. La mise en place et l’accumulation des précurseurs essentiels sont 

nécessaires pour avoir une différenciation rapide des plastes en chloroplastes fonctionnels et 

limiter ainsi les dommages photo-oxydatifs cellulaires, lors de la germination. Nous proposons 

donc d’utiliser les microspores embryogéniques comme modèle pour étudier ces phases 

précoces de la biogénèse des chloroplastes et les mécanismes moléculaires sous-jacents. De 

plus, pour les recherches très spécifiques et pointues dans le domaine de la biogénèse des 

chloroplastes, des analyses en cellule unique par RNAseq sont possibles chez le colza et  



 

 

  



- 327 - 

 

donneraient ainsi accès à de précieuses informations sur le transcriptome de la cellule à un 

instant t.  Une étude comparative de l’expression des gènes impliqués dans la biogenèse des 

chloroplastes, chez le blé et le colza par exemple, pourrait nous donner de précieuses 

informations sur les différences fondamentales existants entre les Monocotylédones et les 

Dicotylédones. 

 

Les études des facteurs épigénétiques 

Les facteurs épigénétiques sont de plus en plus étudiés pour leur rôle important dans 

l’embryogénèse sporophytique (El-Tantawy et al., 2014; Li et al., 2016; Solís et al., 2012). Ils 

semblent aussi avoir une place importante dans le phénomène de l’albinisme en androgénèse 

chez le blé et autres céréales. Mais peu d’éléments sont pour le moment connus dans ce vaste 

domaine de recherche. Ces facteurs épigénétiques sont fortement influencés par les facteurs 

environnementaux. Les modalités de prétraitement, les conditions de culture et la 

composition des milieux de culture pourraient donc impacter à différents niveaux la 

méthylation de l’ADN des microspores, ou les méthylations et acétylations des histones. 

Même si l’étude des marques épigénétiques semble difficile à mettre en place à Vegenov, 

nous pourrions explorer le domaine des modifications épigénétiques en androgénèse en 

testant l’application d’activateur ou d’inhibiteur de méthylation ou acétylation des histones 

comme la Trichostatine A (TSA).  Il a été démontré que l’application de TSA dans le milieu de 

culture des microspores de colza permet d’augmenter de façon significative la proportion de 

cellules réorientées vers la voie de développement sporophytique (Li et al., 2014). De plus, 

une étude récente en androgénèse chez le blé a mis en évidence une augmentation des 

rendements embryonnaires et des taux de régénération de plantules chlorophylliennes grâce 

à l’application de TSA dans le milieu de culture in vitro (Jiang et al., 2017). Les mécanismes 

moléculaires induisant l’activation ou non de la transcription de gènes à un instant précis 

pourraient également être liés aux facteurs épigénétiques. L’évaluation de la méthylation de 

l’ADN et de certaines marques épigénétiques au sein des microspores pourrait donc être 

étudiée en parallèle de l’activation de la transcription des gènes impliqués dans la biogénèse 

des chloroplastes.  
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L’apport du design expérimental 

Enfin, la recherche empirique des conditions favorables à la régénération de plantules 

chlorophylliennes en androgénèse pour tous les génotypes de blé semble bien fastidieuse si 

elle n’est pas couplée à de nouvelles technologies et outils permettant de simplifier et 

améliorer la prise de décisions dans la multitude de facteurs à tester. Le design expérimental 

(DOE – Design of Experiments) est une méthode mathématique de planification 

expérimentale permettant de restreindre de façon optimisée le nombre de modalités à tester, 

qui a été récemment appliquée avec succès à la culture in vitro (Niedz and Evens, 2016).  Nous 

proposons de combiner les marqueurs développés au cours de la thèse à cette approche de 

design expérimental pour accélérer l’optimisation des modalités de prétraitement et des 

conditions de culture. Cette approche permettrait en effet de tester à haut débit de nombreux 

facteurs, d’analyser leurs impacts principaux et leurs interactions, pour finalement lever le 

verrou de l’albinisme en androgénèse chez le blé. 

 

 



 

 

  



- 331 - 

 

Références 

Caredda, S., Devaux, P., Sangwan, R.S., Proult, I., and Clément, C. (2004). Plastid ultrastructure 

and DNA related to albinism in androgenetic embryos of various barley (Hordeum vulgare L.) 

cultivars. Plant Cell Tissue Organ Cult. 76, 35–43. 

El-Tantawy, A.-A., Solís, M.-T., Risueño, M.C., and Testillano, P.S. (2014). Changes in DNA 

Methylation Levels and Nuclear Distribution Patterns after Microspore Reprogramming to 

Embryogenesis in Barley. Cytogenet. Genome Res. 143, 200–208. 

Esteves, P., and Belzile, F. (2014). Improving the efficiency of isolated microspore culture in 

six-row spring barley: I-optimization of key physical factors. Plant Cell Rep. 33, 993–1001. 

Gajecka, M., Marzec, M., Chmielewska, B., Jelonek, J., Zbieszczyk, J., and Szarejko, I. (2020). 

Plastid differentiation during microgametogenesis determines green plant regeneration in 

barley microspore culture. Plant Sci. 291, 110321. 

Jacquard, C., Nolin, F., Hécart, C., Grauda, D., Rashal, I., Dhondt-Cordelier, S., Sangwan, R.S., 

Devaux, P., Mazeyrat-Gourbeyre, F., and Clément, C. (2009). Microspore embryogenesis and 

programmed cell death in barley: effects of copper on albinism in recalcitrant cultivars. Plant 

Cell Rep. 28, 1329–1339. 

Jiang, F., Ryabova, D., Diedhiou, J., Hucl, P., Randhawa, H., Marillia, E.-F., Foroud, N.A., Eudes, 

F., and Kathiria, P. (2017). Trichostatin A increases embryo and green plant regeneration in 

wheat. Plant Cell Rep. 36, 1701–1706. 

Li, H., Soriano, M., Cordewener, J., Muiño, J.M., Riksen, T., Fukuoka, H., Angenent, G.C., and 

Boutilier, K. (2014). The Histone Deacetylase Inhibitor Trichostatin A Promotes Totipotency in 

the Male Gametophyte. Plant Cell 26, 195–209. 

Li, J., Huang, Q., Sun, M., Zhang, T., Li, H., Chen, B., Xu, K., Gao, G., Li, F., Yan, G., et al. (2016). 

Global DNA methylation variations after short-term heat shock treatment in cultured 

microspores of Brassica napus cv. Topas. Sci. Rep. 6, 38401. 

Niedz, R.P., and Evens, T.J. (2016). Design of experiments (DOE)—history, concepts, and 

relevance to in vitro culture. Vitro Cell. Dev. Biol. - Plant 1–16. 



 

 

  



- 333 - 

 

Olmedilla, A. (2010). Microspore Embryogenesis (New York: Springer). 

Solís, M.-T., Rodriguez-Serrano, M., Meijon, M., Canal, M.-J., Cifuentes, A., Risueño, M.C., and 

Testillano, P.S. (2012). DNA methylation dynamics and MET1a-like gene expression changes 

during stress-induced pollen reprogramming to embryogenesis. J. Exp. Bot. 63, 6431–6444. 


