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Résumé

L'embryogenése pollinique est une technique d'amélioration des espéces qui permet
d'obtenir des plantes haploides doublées. Les microspores initialement programmées pour
former des grains de pollen sont réorientées afin de produire des plantes haploides. Cette
technique intéressante, car elle permet de diminuer le temps et le colt de la sélection classique
mais également d'étudier les mécanismes impliqués dans la formation de I'embryon, voit son
utilisation réduite chez les céréales a cause de la régénération de plantes albinos. Nous avons
organis¢ nos recherches autour de deux axes. Premieérement nous voulions optimiser le
protocole afin d'améliorer les rendements en plantules chlorophylliennes chez des cultivars
récalcitrants. Deuxiémement, nous avons cherché a identifier les mécanismes moléculaires
impliqués dans la réorientation de la microspore en nous focalisant sur les défenses.

Notre travail a porté sur la culture d'antheres chez l'orge (Hordeum vulgare L.). Afin
d'améliorer le protocole, nous avons utilis¢ le cv. d'hiver Igri régénérant majoritairement des
plantules chlorophylliennes et cinq cvs. de printemps produisant exclusivement des plantules
albinos. L'apport de sulfate de cuivre dans les milieux de prétraitement et de culture a permis
d'augmenter le nombre d'anthéres formant des embryons, le nombre de plantules régénérées et
surtout le pourcentage de plantules chlorophylliennes régénérées chez I'ensemble des cvs.
testés. Une concentration de 20uM de sulfate de cuivre conduit a la régénération de plantules
chlorophylliennes chez les cvs. de printemps Douchka et Prisma qui ne régénéraient que des
plantules albinos auparavant.

L'étude de la saison a laquelle les plantes meres sont cultivées a fait apparaitre que les
rendements de la culture d'anthéres étaient meilleurs pendant les mois les plus longs de
I'année chez les cvs Igri et Cork. Le nombre de plantules régénérées est deux fois plus
important entre Avril et Aolt que durant le reste de 1'année. De méme le pourcentage de
plantules chlorophylliennes régénérées est augmenté de prés de 10% chez le cv. d'hiver Igri
entre les mois de Mai a Septembre en comparaison avec la moyenne annuelle.

Nous avons également constaté que les résultats obtenus dépendent de la position de
I'épi sur le plateau de tallage. Ainsi le pourcentage de réponse des antheres et le nombre de
plantules régénérées diminuent de plus de moitié pour les cvs. Igri et Cork entre le brin maitre
et la quatriéme talle. Par contre le pourcentage de plantules chlorophylliennes augmente de
16% chez Igri et de 1800% chez Cork lorsque les anthéres sont prélevées sur les épis issus des
deuxiemes talles.

Le suivi de la production d'O," ainsi que le suivi d'expression de différents geénes de
réponse aux stress nous a permis de mettre en évidence l'activation des défenses dans I'anthere
au cours du prétraitement. Ainsi nous avons pu constater I'apparition d'un burst oxydatif des
48 heures aprés la mise en prétraitement des anthéres. De méme nous avons observé
lI'induction d'expression des geénes codant des protéines PR (PR1, PR2, PR10, chitinase,
barwin) des protéines impliquées dans la détoxification des EAO (Oxalate Oxidase et GST),
la PAL ainsi que la lipoxygénase et I'AOS. Ces résultats obtenus pour les cvs. Igri et Cork
indiquent que le stress appliqué induit une mise en place des mécanismes de défense dans les
antheres. L'ajout de sulfate de cuivre dans le milieu de prétraitement induit I'expression des
différents génes de facon plus progressive et souvent moins importante. Ce résultat suggere
que la régénération de plantules albinos pourrait étre liée a la réponse de I'anthére suite a la
perception du stress appliqué.

Mots-clés : Albinisme, Culture d'anthéres, Effet saison, Génes de réponse aux stress, Orge
(Hordeum vulgare L.), Plateau de tallage, Sulfate de cuivre
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Abstract

The production of doubled haploid through pollen embryogenesis represents a
modern tool for the improvement of cultivated species enabling plant breeders to produce
homozygous lines in a few months. Pollen embryogenesis consists in the regeneration of
haploid plantlets from microspores, which are initially destined to develop into pollen grains.
This technique allows to decrease the time and the cost of classical selection, and to study the
mechanisms involved in the embryo formation. Albinism restrains the use of pollen
embryogenesis in cereals. This study is based on applied and fundamental aspects in order to
1- optimize the anther culture protocol and to improve green plantlet regeneration in
recalcitrant cvs. and 2- identify molecular mechanisms involved in the switch of microspore,
especially defenses.

In order to optimize the protocole of anther culture in barley (Hordeum vulgare L.)
we used the winter cv. Igri which regenerates chlorophyllous plantlets at 90%, and 5 spring
cvs. giving rise mostly to albino plantlets. The copper sulphate addition in pretreatment and
culture media improved the anthers response, the quantity of regenerated plantlets and the
percentage of regenerated chlorophyllous plantlets, with all tested cvs. The two spring cvs.
Douchka and Prisma produced green plantlets with 20uM of copper sulphate, when they
provided only albino plantlet with traditionnal media.

We followed the effects of donor plant annual cycle in yields of the anther culture.
This study showed that spring and summer are the best seasons for pollen embryogenesis in
both the winter cv. Igri and the spring cv. Cork. Indeed, the number of regenerated plants is
twice better between April to August in comparison with the other months. Likewise, in the
winter cv. Igri, the percentage of green plants was 10% better between May to September
relatively to annual average.

Finally, we noticed that results also depended on spike position on the tillering plate.
The anthers response percentage and the number of regenerated plants decreased when the
donor spike was far from the main shoot. We recorded a number of responding anthers and a
number of regenerated plantlets decreased twice between the main shoot and the fourth tiller.
However, when anthers were collected from the second tiller, we noted an increase of 16%
and 1800% in proportion of green plants, in the cv. Igri and the cv. Cork respectively.

Looking at anther stress responses during pretreatment, we noticed that defence
mechanisms were induced during the anther pretreatment, as revealed by an oxidative burst.
Also we have shown that the genes encoding Pathogenesis Related protein (PRI, PR2, PRI10,
CHITINASE, BARWIN), proteins involved in ROS scavenging (OXALATE OXIDASE, GST),
the Phenylalanine Amonia Lyase, the Lypoxygenase and the Allene Oxide Synthase were
induced by the stressing conditions of the pretreatment. These results indicate that the
pretreatment induces defence mechanisms in anthers. Copper sulphate addition in the media
induced more progressive and less important induction of gene expression.

Keywords : Albinism, Anther culture, Barley (Hordeum vulgare L.), Copper sulphate,
Seasonal variation, Stress response genes, Tillering effect
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AAB : acide abscissique

AAOQ : aldéhyde abscissique oxydase

AB : acide benzoique

ACC : acide 1-aminocyclopropane-1-caboxylique
ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager
AGP : "arabinogalactan proteins"

Al : acide jasmonique
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APX : ascorbate peroxydase

AS : acide salicylique

BA : acide benzoique

BBM : Baby boom

Ca’" : calcium

CAT : catalase

CDPKs : "Ca?"-dependent protein kinases"
COR : "cold-regulated"

Cv(s). : cultivars

EAO : especes activées de I'oxygene

ET : éthyléne

FAO : food and agricuture organization of the United Nations
FI : facteur d'impact

FPP : farnésyl pyro-phosphate

GPX : glutathion peroxydase

GST : gluthation-S-transférase

H. : Hordeum

H202 : peroxyde d'hydrogene

HD : haploide doublé

LEA : "late embryogenesis abundant"

Lox : lipoxygénase

MAPK : "mitogen-activated protein Kinase"

MAPKK : "mitogen-activated protein Kinase Kinase"
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Figure 1 : Inflorescence, fleur et pieces florales d’orge (Hordeum vulgare L. cv. Cork)

Tableau 1 : Production mondiale en 2005 (source FAOSTAT 2006)

Céréales Production Rang
(en Mt) mondial
Mais 694 1
Blé 628 2
Riz 618 3
Orge 137 4
Sorgho 58 5
Millet 27 6
Avoine 23 7
Autres 42
Total 2227

Mt : millions de tonnes



Introduction

1.1. Le materiel végétal

1.1.1. Présentation botanique

L'orge commune (Hordeum vulgare L.) est une céréale a paille. C'est une
monocotylédone qui appartient a la famille des Poacées et a la sous-famille des Festucoidées.
Le genre Hordeum, auquel l'orge cultivée appartient, se caractérise par des épillets uniflores
groupés par trois, avec un central flanqué de deux latéraux, disposés alternativement a chaque
¢tage du rachis (Von Bothmer et Jacobsen 1985). Les épillets latéraux peuvent se développer
normalement et ainsi conférer la morphologie orge a "6 rangs" ou étre stériles, réduits a des
vestiges et caractériser les orges a "2 ou 4 rangs" (Von Bothmer et al. 1995). L’espéce H.
vulgare L. est diploide et possede sept paires de chromosomes (Thomas et Pickering 1988).
Elle peut étre annuelle ou vivace. Parmi les variétés cultivées il existe des orges d'hiver et des
orges de printemps. Les orges d'hiver nécessitent d'étre vernalisées pour fleurir, c'est a dire
qu'une exposition au froid et une photopériode plus courte sont indispensables pour induire
leur floraison. Ces variétés sont donc semées en début d'hiver. Les variétés de printemps
quant a elles, ne résistent pas au froid et ne nécessitent pas de vernalisation, elles sont par
conséquent semées au printemps.

La fleur d'orge est constituée d’un verticille de trois anthéres, chacune constituée
d’une anthere fixée au filet, et d’un ovaire surmonté de deux stigmates plumeux (Figure 1)
(Jestin 1992 ; Von Bothmer et al. 1995). L’anthére représente I'organe reproducteur male de
la fleur qui produit les grains de pollen. La floraison débute vers le tiers supérieur de I’épi
puis s’étend a 1’épi entier. L'orge est le plus souvent autogame, c'est a dire que les anthéres
émettent une grande partiec de leur pollen dans leur fleur d’origine, induisant une

autopollinisation (Nuutila ez al. 2000a).

1.1.2. Données économiques

L’orge est la quatriéme céréale cultivée au rang mondial (Tableau 1) aprés le mais, le
bl¢ et le riz (FAOSTAT 2006). L’espéce H. vulgare L. posséde une forte capacité
d’adaptation a des conditions extrémes, grace a I’existence de variétés avec un cycle de
culture court (100 a 120 jours) et a sa résistance a la sécheresse et a la salinité. Ainsi l'orge est
cultivée du niveau de la mer (bassin méditerranéen) a plus de 4500 metres d'altitude dans la

chaine montagneuse himalayenne (Von Bothmer ef al. 1995).



Tableau 2 : Classement mondial des pays producteurs d'orge en 2005
(source FAOSTAT 2006)

Pays Production Rang
(en Mt) mondial

Russie 18 1
Canada 13 2
Allemagne 12,9 3
Ukraine 11 4
France 10,9 5
Espagne 10,5 6

Mt : millions de tonnes

Tableau 3 : Productions agricoles végétales en France en 2005 (source FAOSTAT 2006)

Produits Pr(oe(:]ul\(;lttl)on Rang
Blé 40 1
Betterave a sucre 29 2
Mais 16 3
Orge 11 4

Mt : millions de tonnes



Introduction

En 2005, la France était le cinquieéme producteur mondial d'orge (Tableau 2) apres la
Russie, le Canada, 1'Allemagne et 1'Ukraine (FAOSTAT 2006) et l'orge représentait la
quatriéme culture francaise (Tableau 3) aprés le blé, la betterave a sucre et le mais
(FAOSTAT 2006). Le département de la Marne était, en 2006, le premier département
frangais pour la production d'orge.

Les critéres de sélection des orges dépendent du domaine d’application. En effet, le
grain d’orge est utilisé en alimentation animale, principalement pour les élevages porcins. I1
est considéré comme I'un des meilleurs aliments pour la qualité qu'il apporte a la viande mais
aussi pour ses valeurs diététiques (Becart e al. 2000 ; Fischbeck 2002). L'orge peut également
étre cultivée pour l'apport de nourriture sous forme d'ensilage (plante entiére) ou générer des
patures aux animaux dans les régions seches du Proche-Orient (Briggs 1978 ; Fischbeck
2002). Méme si l'utilisation de l'orge en alimentation humaine est de moins en moins
importante, elle est encore présente pour la fabrication de pains, soupes et gruaux (Fischbeck
2002). La principale utilisation de 1'orge reste pour l'industrie brassicole et la fabrication de la
bicre et du whisky (Briggs 1978 ; Fischbeck 2002). Les critéres de qualité nécessaires a ces
utilisations sont partiellement conditionnés par le génotype (Jestin 1992 ; Fischbeck 2002).

L’intérét de la sélection de I’orge est donc évident. Classiquement, le sélectionneur
puise dans la grande variabilité génétique de 1’orge afin d'améliorer et créer de nouveaux cvs.
présentant des caractéres intéressants. Les efforts d’amélioration génétique portent
principalement sur la qualité des protéines (Jestin 1992), notamment la teneur en lysine, acide
aminé limitant des céréales mais acide aminé essentiel pour I'homme (Bang-Olson et al.
1987). La qualité brassicole est un critere important de sélection (Fischbeck 2002) car
l'aptitude du grain a germer rapidement et a fournir un malt avec un albumen bien dégradé est
importante pour optimiser la fermentation (Mac Gregor 1996). La teneur en amidon, source
de sucres fermentescibles en alcool, est un autre critére essentiel a la bonne fabrication de

bi¢re ou de whisky.

1.1.3. Amélioration variétale

L'amélioration des plantes peut se faire par la sélection généalogique qui permet
d’¢éliminer efficacement les génotypes sans intérét. Cette méthode est cependant
problématique car elle oblige a réaliser de nombreux croisements destinés a fixer les
caractéres d'intérét. Certains descendants peuvent exprimer des génes de fagon transitoire a

cause des phénomenes de dominance et récessivité, ainsi que des interactions entre alléles et
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genes différents. La descendance doit étre examinée et étudiée pour ne retenir que les plantes
les plus intéressantes. Un long travail d'épurations successives est donc nécessaire avant
d'obtenir une nouvelle variété¢ (Kahn 1997).

La technologie des "haploides doublés" (HD), permet de diminuer la durée des cycles
de sélection, en diminuant le temps nécessaire a la fixation des caractéres et a la
multiplication des génotypes intéressants. Elle permet 'obtention de plantes homozygotes

pour I'ensemble du génome sans introduction de matériel génétique exogene.

1.2. L’obtention d’haploides doublés

1.2.1. Présentation

Un HD est défini comme étant une plante possédant un stock chromosomique hérité
d’une seule cellule haploide (Kimber et Riley 1963). Le doublement du nombre de
chromosomes permet 1'obtention de plantes diploides et homozygotes pour I'ensemble de leur
génome. L’utilisation d’HD a de nombreuses applications aujourd’hui, notamment chez les
céréales (Pickering et Devaux 1992 ; Devaux et al. 1996). Les plantes obtenues sont
homozygotes, donc leur génotype et leur phénotype se confondent. Les plantes haploides
peuvent exprimer des caractéres récessifs, dont I’expression est habituellement masquée par
I’hétérozygotie, et présenter de nouveaux phénotypes (Horlow et al. 1992 ; Brar et Khush
1994 ; Kicherer et al. 2000). De plus, les caractéres d’intérét sont fixés deés la premiére
génération puisque les plantes HD présentent un génome homozygote pour tous les caractéres
(Powell et al. 1992).

L’avantage le plus important de I’haplodiploidisation est le gain de temps (Touraev et
al. 2001 ; Thomas et al. 2003). Chez les céréales, la production de semences a partir
d’haploides doublés est possible en quelques mois (Pickering et Devaux 1992), alors que les
méthodes de sélections généalogiques classiques nécessitent sept a huit ans de sélection pour
disposer d’une lignée pure homozygote.

L'haplodiploidisation est donc une technique rapide de production de lignées pures,
réalisée en une seule étape au lieu de plusieurs générations (Thomas et al. 2003). Elle facilite
la sélection et permet d'observer l'expression aussi bien des geénes récessifs que des geénes

dominants.
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1.2.2. Les techniques d'obtention d'HD
1.2.2.1. L'apomixie

L'apomixie est un mode de reproduction de certaines plantes au cours duquel la
mégaspore se développe sans fécondation et produit une plantule haploide parfaitement viable
(Grossniklaus et al. 2001). Ce phénoméne intervient spontanément chez quelques especes
comme le mais, le pommier ou le citronnier (Koltunow 1993 ; Grossniklaus et al. 2001 ;
Koltunow et Grossniklaus 2003). Cette technique conduit a l'amplification d'un individu
particulierement intéressant, sans reproduction sexuée et donc sans brassage génétique
puisque seul le génome maternel participe a la formation des nouvelles plantules. La faible
fréquence d'apparition d'embryons par cette technique la rend pour le moment inexploitable

pour des programmes industriels de sélection (Koltunow et Grossniklaus 2003).

1.2.2.2. Les croisements interspécifiques

Cette méthode est basée sur le sauvetage par culture in vitro d’embryons immatures
issus de croisements interspécifiques. Chez 'orge, le croisement est réalisé entre H. bulbosum,
qui sert de parent male et H. vulgare L., qui sert de parent femelle (Devaux 2003). Apres
fécondation, les chromosomes de H. bulbosum sont €liminés au cours du développement
embryonnaire, ce qui conduit a I’obtention d’une plante haploide (Kasha et Kao 1970). Le
doublement chromosomique permet 'obtention de plantes HD présentant tous les caracteres
d'H. vulgare L. (Kasha et Kao 1970). Cette technique est couramment utilisée pour

I'amélioration et la sélection variétale des céréales (Devaux 2003).

1.2.2.3. La gynogenese

La gynogenése correspond a la culture in vitro de gamétophytes femelles (Huang et al.
1982 ; Castillo et Cistué¢ 1993). Des embryons haploides se forment a partir des cellules du
sac embryonnaire. Cette technique permet 1'obtention de plantes HD stables génétiquement et
se trouve largement utilisée pour I'amélioration de 'oignon (Jakse et Bohanec 2003 ; Martinez
2003) ou encore de la betterave (Wremerth Weich et Levall 2003). Le principal inconvénient
est le nombre important d'espéces récalcitrantes a cette technique. Chez les céréales,

notamment l'orge, les ovaires sont difficilement accessibles et le nombre de plantes HD
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obtenues reste tres faible (Castillo et Cistué 1993). L'utilisation de la gynogenése est donc

limitée pour ces especes.

1.2.2.4. L'embryogenése pollinique

Cette technique consiste a régénérer in vitro des plantes entiéres haploides a partir de
microspores, cellules initialement destinées a produire des grains de pollen. Le principe
consiste a cultiver in vitro des microspores, soit a partir de microspores isolées (Davies 2003),
soit a partir de culture d’antheres (Jacquard ef al. 2003). Le nombre important et l'accessibilité
aisée des microspores (Touraev et al. 2001) facilitent ['utilisation et le bon rendement de cette
technique qui a permis la production d'un grand nombre de lignées actuellement
commercialisées (Devaux et al. 1996 ; Maluszynski ef al. 1996).

Les plantes néoformées proviennent d’une cellule unique (Kimber et Riley 1963), la
microspore, isolée naturellement et facilement accessible a I’expérimentation. Des geénes
d’intéréts peuvent étre introduits dans ces cellules avant de les mettre en culture pour
régénération. Les microspores transformées génétiquement, acquierent artificiellement un
caractére d’intérét (Kasha e al. 1995 ; Yao et al. 1997 ; Carlson et al. 2001 ; Shim et Kasha
2003) et des plantes transformées homozygotes sans chimére peuvent donc étre obtenues.

Tous ces avantages ont fait de I'embryogenése pollinique la technique de production

de plantes HD la plus utilisée chez 1'orge (Pickering et Devaux 1992 ; Jahne et Lorz 1995).

1.3. L'embryogenése pollinique

1.3.1. Historique et problématique

En 1921, Bergner était le premier a identifier une plante haploide chez Datura
stramonium L. (Blakeslee et al. 1922 ; Riley 1974 ; Kasha et Maluszynski 2003). Les
premiers essais d'amélioration des plantes par I'utilisation des HD remontent a 1962, avec la
production de plants de mais HD par apomixie (Chase 1963). Les premiéres plantules
dérivées de microspores ont été obtenues en 1964 chez Datura innoxia Mill. (Guha et
Maheshwari 1964). Ces travaux représentent le point de départ de ['utilisation de

I'embryogenése pollinique chez une multitude d'espéces (Kasha et Maluszynski 2003). En
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1973, Nitsch et Norreel améliorent la technique en régénérant des plantes a partir de cultures
de microspores isolées (Nitsch et Norreel 1973).

L'embryogenése pollinique a permis l'amélioration et la création de nombreuses
lignées cultivées (Devaux et al. 1996 ; Maluszynski et al. 1996 ; Szarejko 2003 ; Devaux et
Pickering 2005). Cependant, la réussite de cette technique chez les céréales est influencée par
des facteurs génétiques qui modulent la fréquence de formation des embryons, la régénération
de plantes et l'obtention de plantules chlorophylliennes (Knudsen ef al. 1989 ; Larsen et al.
1991). Certaines especes et variétés sont en effet récalcitrantes a cette technique (Kimber et
Riley 1963 ; Tsay et al. 1990 ; Liang et al. 1997 ; Wang et al. 2000) et la fréquence
d'apparition des plantes haploides est souvent faible. En outre, la culture d'anthéres ou de
microspores chez les céréales présente un frein supplémentaire a son utilisation car elle

engendre la régénération d'un certain pourcentage de plantules albinos.

1.3.2. Embryogenése pollinique et albinisme

Chez les céréales, le pourcentage de plantules chlorophylliennes obtenues par culture
d'antheres est souvent faible, pouvant méme étre nul chez certains génotypes d'orge, de blé, de
riz ou de seigle (Wenzel et al. 1977 ; Heberle-Bors 1985 ; Marsolais et al. 1985 ; Chu et al.
1990 ; Jahne et Lorz 1995 ; Xie et al. 1995 ; Caredda et Clément 1999 ; Touraev et al. 2001).
La culture de microspores isolées conduit a un plus grand pourcentage de plantules
chlorophylliennes (Cistué et al. 1995 ; Luckett et Smithard 1995). La différence entre la
culture de microspores et la culture d'anthéres s'explique par la présence des enveloppes
staminales. Elles jouent le role de filtre ou de barriére pour les nutriments du milieu parvenant
aux microspores (Hoekstra et al. 1992 ; Ziauddin et al. 1992 ; Pulido ef al. 2005).

Les cvs. d’orges de printemps Madras, Prisma, Douchka, Scarlet et Cork sont
particuliérement sensibles a ce phénomene : le taux d’albinos régénérés est proche de 100 %
(Caredda et al. 2000), contrairement au cv. d’hiver Igri qui régénere prés de 90 % de plantules
vertes (Jahne ef al. 1991 ; Kao ef al. 1991 ; Caredda et Clément 1999 ; Wojnarowiez et al.
2002 ; Wojnarowiez et al. 2004). Le cv. de printemps Cork posséde les mémes parametres de
culture (pourcentage de réponse, structures embryoides, plantules régénérées) que le cv.
d'hiver Igri. Un seul critere oppose ces deux variétés, le pourcentage de plantules
chlorophylliennes régénérées est seulement de 1% pour le cv. Cork et pres de 90% pour le cv.
Igri (Caredda et Clément 1999). Ces deux cvs. sont donc utilisés comme modeles pour 1'étude

du phénomene d'albinisme lors de la culture d'anthéres chez l'orge (Caredda et al. 2000)
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Figure 2 : Aspects cellulaires de I’embryogenese pollinique chez I’orge (d’apres Maraschin
et al. 2005a).

CG : cellule génératrice - CV : cellule végétative - E : embryon - MA : méristeme apical -
MCP : mort cellulaire programmée - ME : microspore "enlarged " - MR : méristeme racinaire
MSL : microspore " star-like " - MV : microspore vacuolisée - N : noyau - Sc : scutellum -
SM : structure multicellulaire - V : vacuole
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1.3.3. Les différentes étapes

L'embryogenése pollinique se décompose en quatre étapes.

1.3.3.1. La phase de prétraitement

Cette premicre étape consiste en l'acquisition du potentiel embryonnaire de la
microspore (Figure 2), obtenu par l'application d'un stress permettant la répression du
programme gamétophytique et menant a la dédifférenciation cellulaire et la formation d'un
embryon (Maraschin et al. 2005a). Ce changement de programme peut avoir lieu grace a la
totipotence des cellules végétales et nécessite I'application d'un stress (Touraev et al. 1996a).
Le prétraitement engendre un grossissement de la microspore, qualifiée alors d"'enlarged". Ce
changement morphologique coincide avec le début de la réorientation du programme de la
microspore chez de nombreuses especes (Hoekstra et al. 1992 ; Touraev et al. 1996a ;
Touraev et al. 1996b ; Maraschin et al. 2005a). La microspore réorientée présente alors un
aspect caractéristique. Son noyau est en position centrale, entouré¢ du cytoplasme fragmenté.
La microspore prend alors 1'aspect d'une étoile, d'ou l'appellation "star-like" (Touraev et al.
1996a ; Maraschin et al. 2005a). Ce changement morphologique observé chez le blé (Touraev
et al. 1996b), l'orge (Maraschin et al. 2005a), le pommier (Hofer et al. 1999), le tabac
(Touraev et al. 1996a) ou le riz (Raina et Irfan 1998), est considéré comme étant le marqueur
de la réorientation de la microspore (Shariatpanahi ef al. 2006a). Ceci est confirmé par le fait
que ce stade, couplé a une division cellulaire symétrique, est indispensable a l'initiation du

développement embryonnaire des microspores isolées (Indrianto ez al. 2001).

1.3.3.2. La phase de culture

La seconde étape correspond a la mise en ceuvre du nouveau programme de
développement adopté par la microspore au cours du prétraitement. Elle consiste en la
division cellulaire (Figure 2) menant a la formation de structures multicellulaires contenues
dans l'exine. Les anthéres sont transférées sur un milieu de culture, permettant aux
microspores de subir une division symétrique (Mlodzianowski et Idzikowska 1978 ;
Sunderland et Huang 1985) et de former des structures embryoides (embryogenése directe) ou

des cals (embryogenése indirecte) au cours de la phase de culture. Les embryons sont ensuite



Tableau 4 : Influence du génotype sur I'embryogenése pollinique chez diverses céréales.

Especes /
. Culture | pcreg/100 ant | preg/100 ant | % pcre références
cultivars pereg preg o pereg
Avena sativa CA <12 <13 <923 Rines et al. 1997, Kiviharju et al. 2000
Hordeum vulgare
Tweed CA 192,7 341,0 56,5 L
Finnie et al. 1989
Tyne CA <28.0 56,0 <50
Princesse CA 0,0 20,0 0,0
Jihne et al. 1991
Baronese CA 0,0 20,0 0,0
Bruce CA 19,0 29,0 65,5
Caietal. 1992
Klages CA <7,5 15,0 <50
Chernigovski CM 62.8 86,0 73,0 o _
Tiwari et Rahimbaev 1992
Dnieprovski CM 16,9 19,0 88,9
Igri CA 379,6 420,0 90,4 ‘
Lietal. 1993
Atias CA 60,0 120,0 50,0
Igri CA 1425,0 1500,0 95,0 .
Cistué et al. 1994
Albacette CA 50,0 100,0 50,0
Igri CM nc nc 99,0
Reinette CM nc nc 64,0 Castillo et al. 2000
Hop CM nc nc 22,0
Mobek CA 3,5 7,7 45,5
Horus CA 4.6 10,5 43,8 Kruczkowska et al. 2002
Igri CA 26,0 394 66,0
Igri CA 95,4 108,7 87,8
Cork CA 32 109,2 2,9
Douchka CA 2,2 45,4 4.8
Caredda et al. 2004
Madras CA 1,5 39,6 3,8
Prisma CA 43 46,9 9,1
Scarlet CA 1,1 37,1 2,9
Igri CA 18,4 4 240,7 30,9a4276,7 52,42a8738 Wojnarowiez et al. 2004
Hordeum CA 58412,5 2423 <50458,3 Piccirilli et Arcioni 1991
spontaneum
. R N Lentini et al. 1995, Bishnoi et al. 2000, Trejo-Tapia et al. 2002,
Oryza sativa CA 0,12a30,2 <20 0a100 Kiviharju et al. 2005
Oryza sativa CM 0al,l 2,5a19,5 0ad44 Xie et al. 1995
Phleum pratense CA 0al2 0a20 0460 Abdullah et al. 1994
Secale cereale CA 0a28 0a229 0ad44 Rakoczy-Trojanowska et al. 1997, Tenhola-Roininen et al. 2005
X Triticosecale CA 0435 ne 04864 Immonen et Robinson 2000
Wittmack
Triticum N N \ Chu et al. 1990, Hassawi et Liang 1990, Hassawi et al. 1990,
aestivum cA 041082 Oatls 0499 Orshinsky et al. 1990, Konzak et Zhou 1991
Triticum CcM ne ne 32,6494 Liu et al. 2002, Kang et al. 2003, Labbani et al. 2005
aestivum
Triticum cM 384119 9424138 10 2 85,6 Labbani et al. 2005, Cistué et al. 2006
turgidum
Zea mays CA nc 8,9 nc Biiter 1997

ant : antheére - CA : culture d'anthéres - CM : culture de microspores isolées - emb : embryon -
nc : non communiqué - pcreg : plantules chlorophylliennes régénérées - preg : plantules régénérées
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libérés apres rupture de 1'exine et le développement sporophytique commence (Maraschin et

al. 2005a).

1.3.3.3. La phase de régénération

Apres I'étape de culture, intervient la phase de régénération de la plantule par l'entrée
en activité des méristémes apicaux et racinaires (Figure 2). Aprés environ 3 semaines de
culture, les embryons sont transférés sur un milieu de régénération (Lyne ef al. 1986 ; Olsen
1987 ; Jacquard et al. 2003 ; Maraschin et al. 2005a). Au cours de cette étape, les embryons

haploides vont former des plantules qui sont ensuite entretenues en chambre de culture.

1.3.3.4. L'étape de diploidisation

La derniere étape de 1'embryogenese pollinique consiste a obtenir des plantes HD.
Chez l'orge, le doublement du nombre de chromosomes peut étre spontané ou obtenu par un
traitement avec un agent anti-mitotique tel que la colchicine (Ferrie et al. 1995). Aprés
vérification de la ploidie, les plantules HD sont replantées et cultivées en terre (Lyne et al.

1986 ; Olsen 1987).

1.3.4. Les facteurs influencant 'embryogenése pollinique chez 'orge

La réorientation de la microspore n'est pas uniquement diie a l'isolement de I'anthére et
a sa mise en culture sur des milieux optimisés. Elle est dépendante d'un certain nombre de
facteurs génétiques (Knudsen et al. 1989), des parametres chimiques et physico-chimiques
des milieux de culture (Olsen 1991 ; Cai et al. 1992 ; Caredda et Clément 1999), ainsi que des
conditions climatiques et environnementales (Ritala ez al. 2001). Chez les céréales, la réponse
des microspores et le pourcentage de plantules chlorophylliennes régénérées (Tableau 4) sont
génotype-dépendants (Powell 1988 ; Luckett et Smithard 1992 ; Caredda et Clément 1999).
Les conditions de culture des plantes méres (Lyne et al. 1986 ; Luckett et Smithard 1992 ;
Daniel 1993 ; Jahne et Lorz 1995 ; Raina et al. 2003), ainsi que la technique d'isolement des
anthéres ou des microspores (Ferrie ef al. 1995 ; Ritala ef al. 2001) interviennent également
dans la réussite de la technique.

Le stade de développement de la microspore au moment du prélévement est crucial

quant a sa capacité a se réorienter (Heberle-Bors 1985). En effet, la microspore est capable de
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se réorienter jusqu'au stade précédant la premiére division pollinique (Maraschin et al.
2005a). Durant le développement pollinique naturel, la microspore subit une division
asymétrique menant a la formation du grain de pollen, constitué¢ d'une cellule générative
incluse dans le cytoplasme de la cellule végétative (Garrido et al. 1995). La cellule générative
donne deux cellules spermiques aprés une nouvelle division mitotique, alors que la cellule
végétative accumule des réserves lipidiques et amylacées permettant ultérieurement le
développement du tube pollinique (Bedinger 1992 ; McCormick 1993 ; Garrido ef al. 1995).
Dés que I'accumulation d'amidon dans le cytoplasme de la cellule végétative a commencé, la
microspore ne peut plus réorienter son programme et 1'embryogenése pollinique est dés lors
impossible (Binarova et al. 1997 ; Touraev et al. 1997). Pour la majorité des especes utilisées,
notamment pour l'orge, le stade microspore vacuolisée uninucléée s'aveére optimal pour
l'utilisation en embryogenese pollinique (Touraev ef al. 1996a ; Touraev et al. 1996b ; Obert
et al. 2004 ; Shariatpanahi et al. 2006a).

La composition des milieux de culture est un facteur supplémentaire intervenant dans
la réussite de l'embryogenése pollinique. La culture d'anthéres ou de microspores peut se
réaliser sur des milieux liquides ou solides (Kao et al. 1991 ; Luckett et Smithard 1992, 1995 ;
Rimberia et al. 2005). La culture en milieu liquide ajoute cependant un probléme
supplémentaire : les cellules immergées se retrouvent en condition d'anaérobie et
l'accumulation de lactate et d'acides organiques contribuent a la régénération de plantules
albinos (Kao et al. 1991). L'ajout de Ficoll dans le milieu (Kao et al. 1991 ; Luckett et
Smithard 1992 ; Devaux et al. 1993 ; Cistué et al. 1999 ; Ingram et al. 2000) ou l'utilisation de
membrane permettent de diminuer I'effet néfaste du milieu liquide sur le rendement en
plantules chlorophylliennes (Luckett et Smithard 1992, 1995).

La source carbonée des milieux de culture et de régénération est le parametre le plus
important pour l'obtention de plantules chlorophylliennes (Finnie et al. 1989 ; Roberts-
Ochlschlager et Dunwell 1990 ; Olsen 1991 ; Cai et al. 1992 ; Caredda et Clément 1999). Les
sucres les plus utilisés aujourd'hui sont le maltose et le saccharose avec une réussite plus ou
moins importante selon l'espece utilisée (Tableau 5). Ces deux sources carbonées ont été
préférées au fructose et au glucose utilisés dans les années 80 mais qui s'avérent moins
efficaces aujourd'’hui (Guo et Pulli 2000a, 2000b ; Kernan et Ferrie 2006). Chez 1'orge, le
saccharose, le fructose et le glucose se sont avérés toxiques (Scott et Lyne 1994). En effet,
l'assimilation rapide de ces sucres par les microspores engendre une hypoxie du milieu (Scott
et al. 1995) et une accumulation d'amidon dans la microspore qui pourraient étre la cause du

mauvais fonctionnement des plastes et de la régénération de plantules albinos
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(Mlodzianowski et Idzikowska 1981). L'assimilation plus lente du maltose induit un meilleur
développement embryonnaire et un pourcentage de régénération de plantules

chlorophylliennes plus important (Scott e al. 1995).

Tous les travaux menés sur l'embryogenese pollinique font apparaitre que la réussite
de cette technique est multifactorielle. Dans la publication I, nous récapitulons les différentes
étapes de 1'embryogenése pollinique et proposons le protocole qui semble le mieux adapté a

cette technique pour l'orge (Hordeum vulgare L.).
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Introduction

The production of doubled haploid through androgenesis represents a
modern tool for the improvement of cultivated species enabling plant
breeders to produce homozygous lines in a few months. In barley and
other cereals, the use of androgenesis has generated number of
cultivars currently available and cultivated in many countries.
Androgenesis can be performed using either anther or isolated
microspore culture. In both cases, it consists in the regeneration of
haploid plantlets from microspores, which are initially destined to
develop into pollen grains (Fig.2.3-1). The microspore enters the
androgenetic process following two possible pathways. In the first
case, the microspore develops into a haploid callus from which haploid
plantlets can be regenerated through indirect embryogenesis. In the
second case the microspore develops directly into haploid embryo
(direct microspore embryogenesis) which further regenerates a haploid
plantlet. The indirect microspore embryogenesis was mostly followed
in the 70’s but the successive optimizations of the protocols
progressively leaded to the obtention of direct embryogenesis in most
cases.

The process of androgenesis can be decomposed into 3 steps: the
pretreatment, or induction phase, destined to switch the pollen fate
from the initial gametophytic program to the alternative sporophytic
embryogenic program; the culture phase, which consists in the
embryogenic development of the microspore; the regeneration phase
allowing the development of androgenetic embryos into haploid
plantlets (Fig. 2.3-1).

M. Maluszinski et al. (eds), Doubled Haploid Production in Crop Plants, 21-27.
©2003 IAEA. Printed in the Netherlands.
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Protocol

Donor plants and growth conditions
The model genotype used is the 2-rowed winter cultivar “Igri”,
though it is no longer used in breeding programmes. Spring lines of
barley can following this protocol but the efficiency will be lower,
especially regarding albinism.

The vigor of the donor plant is a crucial point for the success of
androgenesis. During plant growth, any form of stress such as
pesticide treatment, dehydration or important temperature variations
should be avoided. A minimal weekly preventive pesticide
treatment can however be applied without significant changes in the
yield of anther culture. Seeds are germinated on moistened filter
paper in a closed Petri dish for a few days at room temperature and
ambiant light. After germination seedlings are planted in 20 cm
diameter pots containing a mixture of sand, peat moss and soil
(1:1:1). They are grown in the greenhouse at 25°C for a week under
a 16 h photoperiod at approximately 80% of relative humidity. For
winter lines, seedlings are vernalized for 8 weeks at 4°C using a 12
h photoperiod at low light intensity (100 pE/m%/s). Seedlings of
vernalized winter or spring cultivars are next treated similarly. They
are grown in the greenhouse at low temperature (25+2°C) and 80 %
of relative humidity. The suitable photoperiod is 16 h and the light
intensity should reach 1,000 pE /m?s. The quality of light can be
determinant and sodium vapor lamps are recommended. Addition of
NPK granules during plant growth helps increasing the vigor of the
plant and the yield of androgenesis.

Spike sampling and sterilization

1. The developmental stage of microspores at sampling is determinant
for their competence to androgenesis. Spikes are collected after
approximately 8 weeks when the awns appear outside the upper
leaf. This usually corresponds to the uninucleate stage.

2. The stage of development is checked by collecting an anther in the
middle of the spike and squashing it in acetic carmine (5% in 45%
acetic acid boiled during 1 hour and filtered) on a glass slide.
Acetic carmine binds to DNA allowing the location of the nucleus
in the microspore under the microscope. Spikes in which
microspores have underwent mitosis are not suitable for
androgenesis.
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3. Suitable spikes are collected and sterilized in ethanol 70° for 5 min
and rinsed in sterile distilled water for 5 min.

4. In each spike, the anthers from proximal and distal anthers are
removed. The anthers from the central flowers are solely conserved
for further pretreatment, representing approximately 30 anthers per
spike.

Anther pretreatment

1. Collected anthers from the same spike are deposited in a 5 cm
diameter Petri dish in 10 mL of a medium containing CuSO,4.5H,0
(2.5 mg/L) and mannitol (62 g/1) providing an osmotic pressure of
180 mosm/L. For sterilization, the pretreatment medium is
classically autoclaved.

2. They are pretreated at 4°C in the dark at 80% of relative humidity
and during 3-4 days.

Anther culture

1. After pretreatment, anthers are transferred without rinsing on the
culture medium (Table2.3-1).

2. Thirty anthers were plated per 5 cm diameter Petri dish. Dishes were
sealed with Parafilm and maintained in the culture chamber at 26 +
2°C, with 85% relative humidity, in the dark for 21-28 days.

Haploid plantlet regeneration

1. When microspore derived embryos measure approximately 1-2 mm
(Fig.2.3-2), responding anthers are collected and transferred on the
regeneration medium (Table 2.3-1). The differences between the
regeneration and the culture medium are the nature and
concentration of the carbon source, the removal of mannitol, the
replacement of agarose by agar washed (Sigma A8976) and the
lower concentrations of plant growth regulators.

2. The Petri dishes were maintained in the culture chamber at 26 + 2°C
and 85% of relative humidity with a 16 h photoperiod, at 100 pE/m’
2/ -1
/s,
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Table 2.3-1. Composition of the C3 and M 1 media for anther
culture in barley

Media components C3 culture M1 regeneration
medium medium
(mg/L) (mg/L)

Macro elements

KH4NO; 166 166
KNO; 1,900 1,900
MgS0,4.7H,0 374 374
KH,PO, 170 170
CaCl, 22 22

Micro elements

H;BO; 6.2 6.2
ZnS0,4.4H,0 8.6 8.6
KI 0.83 0.83
N32M0042H20 0.25 0.25
MnS0,.4H,0 22.3 22.3
Fe-Na-EDTA 40 40
Vitamins
myo-Inositol 0.1 0.1
Thiamine HC1 04 04

Growth regulators

NAA 2 0.4
BAP 1 0.4
Others

Glutamine 752 752
Maltose 60,000 -
Sucrose - 30,000
Mannitol 32,000 -
Agarose 7,000 -
Agar washed - 6,000
pH 5.6 5.6

Vitamins and growth regulators are filter sterilised
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Fig. 2.3-2. Microspore derived embryo (MDE) developing outside of
the anther (A) prior to regeneration (x 50).

3. After 2 weeks, green plantlets are transferred in 25 mm culture tubes
containing 25 mL of the regeneration medium described above and
allowed to grow during 4 weeks in the culture chamber.

Plant ploidy evaluation

Doubled haploid plantlets are spontaneously recovered from anther
culture as well as plants with other ploidy. The former are cultivated as
described above and grown for further agronomical evaluation. The
latter are tested for their ploidy and haploid plantlets undergo
chromosome doubling. Aneuploid, triploid or tetraploid plants are not
conserved.

1. In order to test the ploidy of androgenetic plantlet, leaf tissue is
homogeneized in a buffer containing the Murashige and Skoog
salts, 700mM sorbitol and 1% (w/v) Triton X 100 at pH 6.6. For
the preparation of samples, 40 mg of fresh tissue are
homogeneized in 2 ml of buffer in the presence of 16 uL filter
sterilized DAPI (250 pg/mL).

2. The homogenate is used for the determination of cell ploidy using a
CAII flow cytometer (Partec GmbH).
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Chromosome doubling and doubled haploid plant obtention

1. Regenerated green plantlets are transferred directly in 20 cm
diameter pots containing a mixture of sand/turf/earth (1:1:1).

2. They are grown in the greenhouse at 25°C and 80 % of relative
humidity. The suitable photoperiod is 16 h and the light intensity
should reach 1,000 pE/m™/s™.

3. Plants are grown until they have produced 3-4 tillers. They are then
removed from the pot and washed in water.

4. Roots are trimmed at the stem bases and plantlets are treated with
0.05% colchicine in the presence of 2% dimethyl sulphoxide for
chromosome doubling. Plants are immerged to a depth of 5 cm for 5
hours at 25-30°C.

5. Plants are washed for 5 min and next replanted into the pots and
grown in the greenhouse

Efficiency and Applications

In Hordeum vulgare, the androgenetic protocol has been widely
improved for years in most cultivated lines (Pickering and Devaux
1992, Jahne-Gértner and Lorz 1996) though some genoptypes remain
recalcitrant. Indeed, the genotype is responsible for more than 60% of
the variations obtained in anther cultures. The best results were
obtained in the winter lines, especially in the winter cv. Igri, which
represents the model genotype for the improvement of the androgenesis
protocol through anther culture. Another problem affecting the
efficiency of androgenesis in barley is the production of albino plantlets
in various proportions according to the cultivars (Caredda and Clément
1999). Barley is particularly affected by this phenomenon as far as
several genotypes cannot be used for improvement because of albinism.
Both winter and spring lines are concerned though the latters are more
sensitive. For example, the winter cv. Igri produces up to 89 % of green
haploid plantlets using the following protocol, whereas the spring cv.
Cork currently usually generates 99 % of albino plantlets.

This protocol has been optimized in the winter cv. Igri and
provides acceptable results with this cv. for theoretical and applied
studies (Table 2.3-2). The originalities of this protocol mainly consist in
the addition of both mannitol and copper sulfate during anther

-19 -



Introduction

pretreatment and culture. Both of them have considerably increased the
yield of this technique. The short 4 days pretreatment with mannitol
instead of 4 weeks in water allowed to remove the formation of callus
during anther culture in favor of embryos. Besides, the addition of
copper sulfate at 2.5 mg/L (10 uM) enhanced both the quantity and the
quality of regenerated plantlets in the winter cv. Igri.

Table 2.3-2. Yield of anther culture in the winter barley (Hordeum
vulgare L.) variety Igri

Parameters RA (%) RP /100 RA GP/100RA  GP (%)

Winter variety Igri ~ 72.3 1245 1111.1 89.2

RA, responding anthers; RP/100 RA, regenerated plantlets per 100 responding
anthers; GP/100 RA, green plantlets per 100 responding anthers; % GP, percentage
of green plantlets.

However, several parameters generate noticeable variations in the
results obtained. For example the season affects microspore behaviour
in the anther. Actually, though the conditions described above are
maintained constant rigorously all over the year, the results fluctuate
significantly. They are much better during the spring and the early
summer, suggesting that endogenous rhythms affect barley plant
physiology from the seed to the flowering plant, whatever the growth
and in vitro culture conditions. It is likely that it will be difficult to
remove this kind of effect in the future.

The major obstacle of anther culture in numerous barley lines
remains albinism. In some cultivars, 100% of microspore derived
plantlets are albinos (Fig. 3). This trait is not specific to anther culture
and is currently studied in many other in vitro systems (Cho et al.
1998). At present, the optimization of the anther culture protocol did
not provide considerable improvement of this parameter, suggesting
that barley microspores and derived structures are particularly sensitive
to albinism.

When albinism occurs, plastids lost their internal membranes,
accumulate lipids and prolamellar globules whereas chlorophyll is not
synthesized. Comparing the winter cv. Igri producing 89% of green
plantlets and the spring cv. Cork producing 99% of albino plantlets, it
was shown that microspore plastids are affected as early as the anther
sampling stage, and that normal pattern of plastid development is not
recovered during the androgenesis process (Caredda et al. 2000).
Similar results were obtained in other lines, meaning that the obtention
of albino plants following anther culture may be correlated to the
physiolgical state of plastids in the microspore at the time of sampling.
Therefore, both fundamental and applied studies carried out in this
respect may focus on the early stages of microspore development and
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on plant growth conditions. For example, the impact of copper during
plant growth may provide interesting data, especially regarding
albinism in concerned albino producing cultivars.
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Tableau 5 : Protocoles (stress et source de carbone) utilisés pour la culture d'anthéres ou de
microspores isolées, afin de provoquer I'embryogenése pollinique chez diverses especes.

Espéces Culture Pré-traitement Source de carbone Références
Avena sativa L. CA 7ja4°C+5ja32°C Maltose ou Saccharose (Kiviharju et Pehu 1998 ; Kiviharju et al. 2005)
CM 7ja4°C Saccharose (Zhang et al. 2006)
Brassica napus L. CM 42h + Colchicine a 25°C Saccharose (Zhao et al. 1996)
CM 2j a 10°C (plante entiére) Saccharose (Zhou et al. 2002)
Capsicum annuum L. CM lja4°C+7ja9°C Maltose (Supena et al. 2006)
Carica papaya L. CA 5j Saccharose a 33°C Saccharose (Rimberia et al. 2005)
Coffee arabica L. CM 48h Saccharose + colchicine Maltose (Herrera et al. 2002)
Eriobot%/: djlaponica CA l4ja4°C Saccharose (Germana et al. 2006)
Glycine max L. CA 28ja4°C Saccharose (Rodrigues et al. 2005)
CA 4j Mannitol a 25°C Maltose (Castillo et al. 2000)
CM 4j Mannitol a 25°C Maltose (Castillo et al. 2000)
CM 4j Mannitol a 4°C Maltose (Kasha et al. 2001)
CA 4j Mannitol a 4°C + 4j 4°C Saccharose (Kruczkowska et al. 2002)
CA 28ja4°C Maltose (Lazaridou et al. 2005)
Hordeum wulgare L. CM 21j a 4°C + 7j Mannitol a 4°C Maltose (Li et Devaux 2003)
CM 4j Mannitol a 25°C Maltose (Maraschin et al. 2005 b)
CA 3j Mannitol 4°C Maltose (Caredda et al. 1999 ; Wojnarowiez et al. 2004)
CA 4j (Mannitol + CuSQ,) a 4°C Maltose (Wojnarowiezjztgbafg(gf ;ﬁa;ggg)rd etal. 2003 ;
Linum usitatissimum L. CA 1ja35°C Saccharose (Chen et al. 1998 ; Chen et Dribnenki 2002)
LyCOperSiC&?lfSCU'e”mm CA 48h 4 4°C +9j 24 10°C Saccharose (Shtereva et al. 1998)
Malus domestica Borkh CM m::clr(eoljsrsolrj;a :/Izi}n&i;?llnig:g ;’C Maltose (Hofer et al. 1999)
CA 10j a 10°C Maltose (Bishnoi et al. 2000)
Oryza sativa L. CM 4j Mannitol a 33°C Maltose (Raina et Irfan 1998)
CA l4ja4°C Saccharose ou Maltose (Trejo-Tapia et al. 2002)
Phleum pratense L. CA 24ha31°C Maltose (Guo et Pulli 2000b)
CA 7jag8°C Saccharose + Maltose (Obert et al. 2004)
Saponaria vaccaria CM 3ja32°C Saccharose (Kernan et Ferrie 2006)
Secale cereale L. CA 7ja4°C Maltose (Rakoczy-Trojanowska et al. 1997)
CM 7j Mannitol a 10°C Maltose (Guo et Pulli 2000a)
Silene latifolia L. CA lja33°C Saccharose (Safarova et al. 2005)
CM 14ja4°C Saccharose (Gonzalez et Jouve 2005)
x Triticosecale Wittmack CA 14ja4°C +3ja32°C Maltose (Immonen et Robinson 2000)
CM l4ja4°C Maltose (Pauk et al. 2000)
CA 6al0ja4s°C Saccharose (Kang et al. 2003)
Triticum aestivum L. CM 3j Mannitol a 4°C Maltose (Labbani et al. 2005)
CM 7ja4°C Maltose (Letarte et al. 2006)
CM 3ja3ss°C Maltose (Liu et al. 2002)
Triticum turgidum L. CM 6j Mannitol a 24°C Saccharose (Cistué et al. 2006)
CM 35j a 4°C + 3j Mannitol a 4°C Maltose (Labbani et al. 2005)
Zea mays L. CA 7ja7°C + 3j Colchicine a 29°C Saccharose (Obert et Barnabas 2004)

CA : culture d'anthéres ; CM : culture de microspores isolées ; h : heure ; j : jour
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1.3.5. Importance du stress dans 1'induction de 1'embryogenése pollinique

Le facteur principal et déterminant pour la réussite de I'embryogenése pollinique
demeure le stress appliqué aux microspores (Heberle-Bors 1985). En effet, un stress, servant
de facteur déclenchant, est nécessaire a l'induction de l'embryogenése pollinique chez la
majorité des especes (Touraev et al. 1996¢ ; Touraev et al. 1997 ; Maraschin et al. 2005a ;
Shariatpanahi et al. 2006a ; Shariatpanahi et al. 2006b). La phase de prétraitement détermine
la réorientation du programme de la microspore et constitue 1'étape clé de la technique. Pour

le prétraitement, des stress variés sont utilisés (Shariatpanahi et al. 2006a).

1.3.5.1. Stress physiques

L'application d'un choc thermique, chaud ou froid, est le stress le plus couramment

utilisé (Tableau 5).
1.3.5.1.1. Choc par le froid

Les anthéres, les fleurs, voire les plantes entieres peuvent facilement étre stressées par
le froid (Touraev et al. 1997 ; Touraev et al. 2001 ; Shariatpanahi et al. 2006a). Chez le tabac,
la culture des plantes méres au "froid" (15°C) permet d'engendrer une production accrue de
plantes HD (Heberle-Bors 1983). L'exposition de fleurs ou d'épis a 4°C pendant 7 a 28 jours
permet l'induction de I'embryogenese pollinique chez 1'avoine (Kiviharju et Pehu 1998). Un
stress a 4°C est souvent utilisé durant quelques jours (Ingram et al. 2000) ou plusieurs
semaines chez le blé¢ (Labbani ef al. 2005) ou l'orge (Huang et al. 1982 ; Davies et Morton
1998 ; Caredda ef al. 1999 ; Davies 2003 ; Szarejko 2003). Un prétraitement des fleurs a 8°C
pendant 7 jours chez le lin (Obert et al. 2004), ou a 4°C pendant plusieurs semaines chez le riz
(Cho et Zapata 1988) permet également d'améliorer le processus. L'embryogenese pollinique
chez Triticosecale est engendrée par le passage des anthéres a 4 ou 7°C pendant 2 semaines
(Pauk ef al. 2000 ; Tuvesson et al. 2000 ; Gonzalez et Jouve 2005). Chez le mais, Barnabas et
al. (2003) utilisent une température de 7°C pendant 7 jours pour réorienter les microspores.
Pour le riz le prétraitement des antheres a 4, 8 ou 10°C pendant 8§ & 15 jours donne les
meilleurs résultats (Bishnoi et al. 2000 ; Trejo-Tapia et al. 2002 ; Zapata-Arias 2003).

De fagon générale, le prétraitement au froid permet d'augmenter la survie des
microspores (Sunderland et Roberts 1979), la régénération de plantes HD spontanées (Amssa
et al. 1980 ; Heberle-Bors 1983) mais également la production de plantules chlorophylliennes
(Labbani et al. 2005).
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1.3.5.1.2. Choc par le chaud

L'embryogenése pollinique par culture de microspores isolées peut étre induite par un
traitement a 29°C pendant 3 jours chez le bl¢ (Barnabas 2003), 32°C pendant 24h chez le
broccoli (Dias 2003) ou la phléole des prés (Guo et Pulli 2000b), 32°C pendant 3 jours chez le
colza (Custers et al. 1994), ou 33°C pendant 6 jours chez le tabac (Touraev et al. 1996a). Pour
la culture d'anthéres, l'application du stress chaud, entre 32 et 35°C s'effectue durant 1 & 5
jours chez l'avoine (Kiviharju et Pehu 1998), le lin (Chen et al. 1998), la papaye (Rimberia et
al. 2005), le riz (Raina et Irfan 1998) et Triticosecale (Immonen et Robinson 2000). Le choc
thermique chaud peut étre amplifi¢ par une carence en source carbonée pour améliorer 1'effet

du prétraitement chez le blé (Touraev et al. 1996b) et le tabac (Touraev et al. 1996¢).

1.3.5.2. Stress physiologiques

Un choc osmotique peut également €tre utilisé afin de réorienter le programme de la
microspore (Touraev et al. 2001). Ainsi, un prétraitement avec un milieu hypertonique est
utilisé chez le blé (Wang et al. 1981 ; Zhang et al. 1987) ou le poivre (Supena et al. 2006) car
il augmente le nombre de cals obtenus. Ce stress semble le plus approprié pour
I'embryogenése pollinique chez les céréales (Hoekstra et al. 1993). Le milieu hypertonique est
obtenu en utilisant du mannitol, du polyéthyléne glycol (PEG) et du sorbitol qui sont des
sucres non assimilables par la cellule, ou du saccharose (Wojnarowiez et al. 2004). Le
mannitol est cependant le sucre le plus fréquemment utilisé (Tableau 5). En effet, il permet
d'augmenter le nombre de plantules régénérées, notamment chlorophylliennes, pour la culture
de microspores isolées aussi bien que pour la culture d'anthéres chez le blé (Zhou et al. 1991 ;
Labbani et al. 2005), I'orge (Hoekstra et al. 1992 ; Cistué et al. 1994 ; Hoekstra et al. 1997) et
le seigle (Guo et Pulli 2000a). Chez 1'orge, le stress osmotique est souvent couplé a un stress
froid a 4°C. Ce double stress permet d'augmenter la réponse des anthéres et la régénération de
plantules chlorophylliennes (Caredda et al. 1999 ; Kasha et al. 2001 ; Kruczkowska et al.
2002 ; Li et Devaux 2003 ; Wojnarowiez et al. 2004).

1.3.5.3. Stress chimiques

L'utilisation de la colchicine - molécule empéchant la synthése des microtubules en se
fixant a la tubuline - est le troisiéme principal stress utilisé. L'utilisation de cet agent chimique

stimule 1'embryogenése pollinique pour les cultures de microspores isolées de navet (Hansen

-23 -



(Hansen et Andersen 1996 ; Zhao et al. 1996 ; Zhou et al. 2002), de café (Herrera et al. 2002),
ainsi que pour la culture d'anthéres de mais (Obert et Barnabas 2004). Ce prétraitement peut
étre couplé a un choc thermique chaud et/ou froid pour améliorer I'embryogenése pollinique

chez le mais (Obert et Barnabas 2004).

1.3.5.4. Autres stress

En marge de ces trois principaux prétraitements, un grand nombre d'autres stress sont utilisés
uniquement sur quelques especes dont : les radiations y chez le datura, le tabac et la tomate
(Sangwan et Sangwan 1986 ; Shtereva et al. 1998), l'acide abscissique chez l'orge (Van
Bergen et al. 1999 ; Wang et al. 1999), une variation de pH du milieu de prétraitement chez le
tabac (Barinova et al. 2004) ou encore I'utilisation de métaux lourds comme le lithium chez la
pomme de terre, le pommier et le tabac (Zonia et Tupy 1995) ou le sulfate de cuivre chez

'orge (Wojnarowiez et al. 2002).

1.3.5.5. Le sulfate de cuivre

Chez les céréales, le cuivre joue un role clé dans I’anthére pendant le développement
pollinique puisque le déficit en cuivre affecte le tapis et le métabolisme du pollen (Jewell et
al. 1988 ; Azouaou et Souvré 1993). Dans la majorité des cas, une carence en cuivre méne a
un avortement précoce du pollen et a une stérilit¢ male (Jewell et al. 1988). Le cuivre est
¢galement impliqué dans la synthése de chlorophylle et dans la photosynthése (Maksymiec
1997 ; Caspi et al. 1999). Il entre notamment dans la composition de la plastocyanine et de la
ferrédoxyne qui sont deux protéines intervenant dans la photophosphorylation. Plusieurs
travaux récents suggerent un effet positif du sulfate de cuivre sur le rendement et I’albinisme
pendant la culture in vitro de différents explants chez 1’orge (Cho et al. 1998 ; Nuutila et al.
2000b ; Wojnarowiez et al. 2002). L’apport en sulfate de cuivre dans le milieu de culture
augmente le taux de régénération de plantes a partir de culture de cals (Dahleen 1995), permet
la production de plantules chlorophylliennes a partir de cals dérivés du scutellum dans des
lignées récalcitrantes (Cho et al. 1998) et améliore le comportement des cultures poly-
embryonnaires de scutellum en permettant la régénération de plantules chlorophylliennes
(Nuutila et al. 2000b). La concentration optimale de cuivre semble dépendre du type d’explant

ou du cv. utilisé. Par exemple, la concentration optimale pour la régénération de
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plantes a partir de cultures de cals chez les lignées récalcitrantes peut étre 500 fois plus élevée
que celle utilisée normalement dans le milieu de culture (Dahleen 1995).

Pour la culture d'anthéres chez l'orge (cv. Igri), I'ajout de sulfate de cuivre dans le
milieu de prétraitement et une concentration en sulfate de cuivre 100 fois plus élevée que la
normale dans le milieu de culture, permettent une augmentation du nombre de plantules
régénérées et du pourcentage de plantules chlorophylliennes (Wojnarowiez et al. 2002).

L'utilisation de sulfate de cuivre chez les cvs. produisant exclusivement des plantules
albinos pourrait donc permettre I'amélioration des rendendements en plantules

chlorphylliennes.

Le choix du stress a appliquer est donc dépendant de l'espéce mais également de
l'utilisation de la culture de microspores isolées ou d'anthéres. L'important est de trouver un
stress qui permettra la réorientation des microspores et d'obtenir des plantules HD

chlorophylliennes.

1.4. Stress et mécanismes de défense

Comme nous l'avons vu précédemment, le prétraitement est I'étape clé¢ de la
technologie. La compréhension des mécanismes impliqués dans le processus passe donc par
une attention accrue portée au stress appliqué.

"Biologiquement parlant, le stress correspond aux contraintes et agressions subies par
un organisme qui vont I'empécher de vivre dans des conditions optimales et vont engendrer
une réponse de cet organisme pour pouvoir vivre dans de meilleures conditions. Au sens strict
du terme, la définition du stress ne comprend pas la réponse de l'organisme aux contraintes
mais uniquement les contraintes elles mémes" (Roeder 2006).

Les réactions internes déclenchées par le stress visant a maintenir l'équilibre de
I'organisme sont regroupées sous le terme "homéostasie". La mise en place des mécanismes

de régulation de 'homéostasie permet a la plante de s'adapter au stress (Figure 3).

1.4.1. Le stress chez les plantes

Les stress se traduisent chez les plantes par des changements morphologiques,

physiologiques et moléculaires qui affectent leur croissance et leur productivité¢ (Wang et al.
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2001 ; Araus et al. 2002). Contrairement aux animaux, les plantes ne peuvent pas migrer
lorsque les conditions de vie leur sont défavorables. Naturellement, les plantes doivent donc
s'adapter pour faire face a des agressions biotiques (champignons, bactéries, virus...) et
abiotiques (blessures, pollution, salinité, sécheresse, variation de température...).

Les stress abiotiques induisent des changements physiologiques (Knight et Knight
2001 ; Langridge et al. 2006) et des changements dans les processus cellulaires et
moléculaires (Knight et Knight 2001 ; Chinnusamy et al. 2004 ; Chinnusamy et al. 2006 ;
Langridge et al. 2006 ; Verslues et al. 2006 ; Talame et al. 2007). Les stress abiotiques
engendrent généralement une perturbation du potentiel hydrique chez les plantes (Atienza et
al. 2004 ; Verslues et al. 2006), compensée par une fermeture des stomates, suite a une perte
de turgescence dans les cellules de garde (Langridge ef al. 2006), ou une diminution de la
pression osmotique cellulaire (Dekov ef al. 2000 ; Goicoechea ef al. 2000 ; Nogués et al.
2002 ; Pellegrineschi 2004 ; Langridge et al. 2006). Les stress peuvent également affecter le
fonctionnement de la plante en perturbant les flux ioniques (Knight et Knight 2001 ;
Langridge et al. 2006) ou en altérant les parois ou membranes cellulaires (Zhu 2001 ; Wang et
al. 2003 ; Verslues et al. 2006). Les tissus doivent alors mettre en place plusieurs mécanismes
d'adaptation afin de limiter les dégats engendrés par le stress (Verslues et al. 2006).

Les plantes mettent donc en ceuvre des stratégies d'adaptation et de défense aux stress
(Netting 2002). Pour cela elles possédent des mécanismes de perception et de signalisation
complexes leur permettant de produire une réponse plus ou moins spécifique des stimuli
pergus (Figure 4). La réorientation de la microspore étant dépendante du stress appliqué, la
connaissance de la réponse aux stress est nécessaire afin d'établir une stratégie d'étude des
mécanismes moléculaires mis en place dans l'anthére et/ou la microspore lors du

prétraitement.

1.4.2. Transduction et réponses aux stress

Suite a la perception du stress, via des senseurs plus ou moins spécifiques, le signal
émis est transmis au reste de la plante (Knight et Knight 2001 ; Chinnusamy et al. 2004).
Chez les végétaux, le principal second messager est le calcium -Ca*"- (Sanders et al. 1999 ;
Knight et Knight 2001), et les principales molécules signal impliquées dans la transduction du
signal sont l'acide abscissique -AAB- (Leung et Giraudat 1998), l'acide jasmonique -AJ-
(Creelman et Mullet 1997), l'acide salicylique -AS- (Durner et al. 1997), 1'éthyléne -ET-
(Ecker 1995) et les especes activées de 1'oxygene -EAO- (Lamb et Dixon 1997). Le signal
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peut étre plus ou moins stress-spécifique (Hazen et al. 2003) et tissu-spécifique (Kreps et al.
2002 ; Ozturk et al. 2002 ; Yu et Setter 2003). La stimulation de la cascade de signalisation
engendre notamment des modifications de l'expression d'un certain nombre de geénes
permettant ainsi le rétablissement de 1'équilibre cellulaire (Kreps ef al. 2002 ; Ozturk et al.
2002 ; Seki et al. 2002 ; Wang et al. 2003).

Dans tous les cas, la réponse au stress est liée a la capacité de la plante a le percevoir, a
transmettre le signal et a activer les différentes voies métaboliques. Nous allons maintenant
détailler les principales voies impliquées dans la transduction du signal et les mécanismes de

réponse qui en découlent.

1.4.2.1. Le calcium

L'augmentation de la concentration en Ca?" libre dans le cytosol est un événement
précoce de la perception du stimulus. Le Ca?" est le second messager principal dans la réponse
aux stress abiotiques (Sanders et al. 1999 ; Knight 2000 ; Knight et Knight 2001 ; White et
Broadley 2003 ; Sano et al. 2006). Le signal Ca?" est généré par l'ouverture de canaux
ioniques qui permettent le passage du Ca2" depuis I'extérieur de la cellule, la vacuole (Knight
et al. 1996) ou les mitochondries (Subbaiah ef al. 1998) vers le cytosol (Knight et Knight
2001 ; Sanders et al. 2002 ; Sano et al. 2006).

Les stress hypo-osmotique et oxydatif sur des cultures cellulaires de tabac engendrent
une augmentation du Ca?" libre dans le cytosol, induisant un ralentissement du cycle cellulaire
et un retardement de la division cellulaire (Price et al. 1994 ; Takahashi et al. 1997 ; Sano et
al. 2006). Le stress oxydatif active des canaux Ca?" voltage dépendants (Furuichi et al. 2001 ;
Kawano et al. 2004), tandis que le stress hypo-osmotique induit une entrée de Ca?" dans le
cytosol via l'activation de canaux voltage indépendants (Kadota et al. 2004 ; Kawano et al.
2004). 11 existe donc deux types de canaux calcium, mais quelque soit le type activé, le stress
engendre une augmentation de la concentration de Ca>" cytosolique (Sano et al. 2006).

L'augmentation de Ca2" engendre toute une cascade de processus contrdlés par des
senseurs calciques. Ces senseurs sont des calmodulines, impliquées dans la réponse au froid,
au stress oxydatif ou a une stimulation mécanique (Braam et Davies 1990 ; Botella et Arteca
1994), des CDPKs (Ca?"-dependent protein kinases) impliquées dans la réponse au stress
froid, salin et a la sécheresse (Sheen 1996 ; Harmon et al. 2000 ; Saijo et al. 2000) et des
phosphatases régulées par le Ca2" comme par exemple les serine/thréonine phosphatases ou

les calcineurines B-like qui interviennent également lors de stress salin ou froid (Liu et Zhu

-27 -



Introduction

1998 ; Luan 1998 ; Kudla et al. 1999 ; Knight et Knight 2001). Sanders et al. (2002) ont
classé les senseurs Ca2" en deux classes :

- les senseurs relais, comme les calmodulines et les calcineurines B-like, agissent sur
un partenaire d'interaction qui va répondre en changeant son activité enzymatique ou sa
structure (Luan ef al. 2002).

- les senseurs répondants, comme les "Ca?"-dependent protein kinases" (CDPKSs), qui
répondent directement au signal en modifiant leur activité enzymatique ou leur structure
(Sanders et al. 2002).

Avec ces deux types de senseurs, le Ca?" peut cibler diverses réponses grace a la
multitude de voies de signalisation qui lui sont ainsi proposées.

L'augmentation de la concentration de Ca2" induit en partie la cascade des Mitogen-
Activated Protein Kinases (MAPKSs) en réponse au froid, a la sécheresse, au stress oxydatif ou
a une stimulation mécanique (Mizoguchi et al. 1996 ; Ichimura et al. 1998 ; Mizoguchi et al.
1998 ; Kovtun et al. 2000). Selon le stress ce sont différentes MAPKKKs qui sont activées et
qui vont phosphoryler certaines MAPKKs. Ces derniéres vont engendrer l'activation de
MAPKSs variées en fonction du stress per¢u (Kovtun ef al. 2000 ; Knight et Knight 2001). Les
combinaisons entre ces activations dans la cascade des MAPKs pourraient coder la spécificité
de la réponse selon le stress appliqué (Knight et Knight 2001).

Une augmentation biphasique de la teneur en Ca?’, suite a un stress a 1'ozone, engendre
l'induction de l'expression de la Gluthation-S-Transférase (GST) chez Arabidopsis (Clayton et
al. 1999). La signature calcique est donc caractérisée par le type de stress mais également par
la durée du burst calcique (Knight et Knight 2001 ; Sanders et al. 2002). De plus selon le
stress, la réponse ne sera pas identique en fonction du tissu concerné (Knight et Knight 2001).
La réponse calcique est donc stress et tissu-spécifique, elle peut ainsi fournir une réponse

appropriée et spécifique a chaque stress.

1.4.2.2. L'acide abscissique

L'AAB participe a la régulation du développement de 1'embryon (Cheng et al. 2002) et
de la graine en intervenant sur la maturation, la mise en réserve et la dormance (Shinozaki et
al. 2003 ; Frey et al. 2004 ; Nambara et Marion-Poll 2005 ; Yamaguchi-Shinozaki et
Shinozaki 2006). Il est également impliqué dans l'adaptation des plantes a un grand nombre

de stress abiotiques, tels que la sécheresse, le stress osmotique ou encore la déshydratation
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(Himmelbach et al. 2003 ; Nambara et Marion-Poll 2005 ; Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki
20006).

Les premicres étapes de la synthése de I'AAB se déroulent dans le chloroplaste (Figure
5). Elles correspondent aux étapes de la voie de biosynthése des caroténoides permettant
l'obtention de la zéaxanthine (Lefebvre 2005), le premier xanthophylle spécifique de la voie
de biosynthése de I'AAB (Liotenberg et al. 1999). La premicre étape spécifique de la
biosynthése de I'AAB est I'époxydation de la zéaxanthine et de Il'anthéraxanthine
(intermédiaire) en violaxanthine sous l'action de la zéaxanthine époxydase ou ZEP (Marin et
al. 1996). La violaxanthine est ensuite convertie en 9'-cis-€poxycaroténoides (C40),
notamment en 9’-cis-Néoxanthine et 9’-cis-Violaxanthine (Schwartz et al. 1997). Ces 9'-cis-
époxycaroténoides sont clivés puis oxydés en xanthoxine (C15) par la 9'-cis-époxycaroténoide
dioxygénase ou NCED (Schwartz et al. 1997). La xanthoxine est exportée vers le cytoplasme
pour y étre convertic en AAB par une réaction en deux étapes via l'aldéhyde abscissique
(Sindhu et al. 1990). Cette conversion nécessite 1'action d'une déshydrogénase a courte chaine
(ABAZ2) puis d'une AB-aldéhyde oxydase (AAO3).

L'AAB régule plusieurs aspects du développement de la plante comme la germination
des graines, la dormance ainsi que la tolérance a la dessiccation des graines, mais il joue aussi
un role majeur dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques (Leung et Giraudat 1998 ;
Chinnusamy et al. 2004). Ainsi il régule l'expression de nombreux génes impliqués dans la
résistance au froid, au choc osmotique ou encore a la déshydratation (Audran ef al. 1998 ;
Audran et al. 2001 ; Knight et Knight 2001 ; Xiong et al. 2001).

Des plantes soumises a des conditions de sécheresse et de stress osmotique produisent
de 'AAB comme signal endogeéne de réponse adaptative au stress (Zhu et al. 2002). Une
analyse de l'expression des genes induits par un stress osmotique montre que ces génes sont
activés par des voies dépendantes et indépendantes de ’AAB (Shinozaki et al. 2003 ;
Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 2006). La sécheresse induit une production d'AAB qui
induit la fermeture des stomates afin de limiter la perte en eau (Wood et al. 2000 ; Schroeder
et al. 2001 ; Sanders et al. 2002). L'AAB est synthétisé durant la déshydratation puis dégradé
au cours de la réhydratation (Seo et al. 2000 ; Tuchi et al. 2001 ; Nambara et Marion-Poll
2005). Suite a la déshydratation, 'AAB est détecté par un récepteur membranaire qui transmet
le signal a des canaux calciques présents dans la membrane plasmique. L'AAB induit en
parallele un signal redox par l'activation de la NADPH oxydase et de la nitrate réductase qui
produisent du peroxyde d'hydrogéne H,O, et de l'oxyde nitrique (Himmelbach et al. 2003).

Ainsi, la fermeture des stomates induite par 'AAB est précédée d'une augmentation de la
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concentration en EAO dans les cellules de garde (Pei et al. 2000 ; Zhang et al. 2001 ; Zhu et
al. 2002). Ces messagers, ainsi que la cascade des MAPKSs, sont également présents durant les
interactions plante/pathogéne et lorsque la concentration de Ca®" cytoplasmique augmente
(Himmelbach ez al. 2003). Une voie de signalisation Ca*" dépendante (Figure 6) régulatrice
de l'expression des génes impliqués dans la biosynthése de 'AAB durant un stress hydrique
ou salin a récemment ét¢ mise en évidence (Xiong et al. 2002b ; Xiong et Zhu 2003).

Plusieurs travaux ont montré l'implication de 'AAB dans l'acclimatation des plantes au
froid (Thomashow 1999 ; Xiong et al. 2001 ; Chinnusamy et al. 2006) en induisant
notamment l'expression de génes COR chez le tournesol (White et al. 1994), la tomate (Wu et
al. 1997), l'orge (White et al. 1994) ou le colza (Sangwan et al. 2001). Un traitement avec de
I'"AAB permet de mimer la vernalisation et induit la tolérance et I'acclimatation au froid chez
I'orge (Bravo et al. 1998). Durant un stress froid, 'AAB induit I'accumulation de thaumatin-
like sur des suspensions cellulaires de bl¢ (Kuwabara et al. 1999), ainsi que des chitinases sur
des cultures cellulaires de tabac (Rezzonico et al. 1998) et de tomate (Yu et al. 1998). Par
contre, il réprime des B-1,3-glucanases sur les cultures cellulaires et durant la germination
chez le tabac (Leubner-Metzger et al. 1998 ; Rezzonico et al. 1998).

Enfin, il semble que 'AAB régule sa propre production en agissant sur différents
genes impliqués dans sa synthese (Xu et al. 2002 ; Xiong et al. 2002c ; Kushiro et al. 2004 ;
Saito et al. 2004 ; Nambara et Marion-Poll 2005). De par ses nombreuses implications, I'AAB

est donc un des acteurs principaux des mécanismes de défense chez les plantes.

1.4.2.3. L'acide jasmonique

Chez les plantes, 1’AJ intervient dans le développement, l'induction de la sénescence et
la mise en place des défenses (Creelman et Mullet 1997 ; Wasternack et Parthier 1997 ;
Lorenzo et Solano 2005).

Les précurseurs de I'AJ sont des acides gras poly-insaturés (Figure 7) tels que 1’acide
linoléique (Conconi et al. 1996 ; Mueller 1997). Ces acides gras sont ensuite oxydés et
cyclisés par l'action de la lipoxygénase (Lox), de l'alléne oxyde synthase (AOS), de 1'alléne
oxyde cyclase (AOC), des enzymes de la voie de synthése des octadécanoides, pour donner
finalement I'AJ (Figure 7) puis le méthyl-jasmonate (MJ) par l'action de l'acide jasmonique
carboxyméthyl-transférase (Schaller 2001). La Lox et 'AOS sont chloroplastiques, tandis que
I'AOC est située dans le cytosol (Wasternack et al. 1998). L'AOC est la premiére enzyme
spécifique de la voie de synthese de 1'AJ (Kramell et al. 2000 ; Stenzel et al. 2003 ; Maucher
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et al. 2004). La synthése de I'AJ, du MJ mais aussi des autres oxylipines issues de la voie des
octadécanoides (dérivés aldéhyde, kétol, époxy, hydroxy et divinyl-éther) est régulée en
réponse aux différents stress biotiques ou abiotiques (Schaller 2001 ; Howe et Schilmiller
2002 ; Stenzel et al. 2003 ; Afitlhile et al. 2005).

L'AJ et le MJ sont impliqués dans I’induction de nombreuses réponses de défense
telles que la synthése d’inhibiteurs de protéases (Farmer et Ryan 1992), d'osmotines, de
thionines, de défensines (Xu et al. 1994 ; Penninckx et al. 1996) ou de protéines impliquées
dans le renforcement de la paroi cellulaire (Creelman et al. 1992 ; Creelman et Mullet 1997).
IIs interviennent également dans I’accumulation de métabolites secondaires (Gundlach et al.
1992 ; Nojiri et al. 1996 ; Agrawal et al. 2002) comme par exemple les enzymes de la voie
des phytoalexines (Gundlach et al. 1992 ; Agrawal et al. 2002). La blessure entraine une
syntheése d'AJ chez la tomate mais pas chez 'orge (Biicking et al. 2004).

L'application de MJ sur des feuilles de tomate, de tabac, ou de luzerne induit des
inhibiteurs de protéases plus efficacement que la blessure (Farmer et al. 1992 ; Ryan 1992).
Chez le soja, I'AJ appliqué sur cultures cellulaires, induit une accumulation des transcrits de la
Phénylalanine Amonia Lyase (PAL) et une augmentation de son activit¢ (Gundlach et al.
1992). Chez le riz, l'application d'AJ ou de H,O; sur les feuilles induit une augmentation de la
synthése d'AOS induisant donc la synthése d'AJ (Agrawal et al. 2002). L'application d'un
stress, d'¢liciteurs ou de sulfate de cuivre engendre aussi une accumulation d'AJ dans les
tissus de riz (Agrawal ef al. 2002).

L'AJ est donc largement impliqué dans les mécanismes d'adaptation des plantes en

réponse a divers stress biotiques et abiotiques.

1.4.2.4. L'acide salicylique

L’AS est impliqué dans de nombreux processus physiologiques comme le retardement
de la sénescence ou l'induction de la floraison, mais aussi dans les réponses de défense chez
les plantes (Martinez et al. 2004).

L'AS a pour précurseur la phénylalanine (Figure 8). Il est synthétisé a partir de 1’acide
trans-cinnamique via 1’acide benzoique (AB) formé sous l'action de la PAL. La conversion de
I'AB en AS est effectuée par 1’acide benzoique-2-hydroxylase dont ’activité est induite en
réponse notamment a un stress biotique (Leon ef al. 1993). Il peut également étre produit a
partir du chorismate via l'isochorismate par I'action de l'isochorismate synthase puis de

l'isochorismate pyruvate lyase (Ogawa et al. 2006).
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L'application d'AS exogéne inhibe la synthése d'éthyléne, diminue la photosynthése et
ralentit la croissance chez 1'orge (Uzunova et Popova 2000). Chez A4. thaliana, le concombre
et le tabac, différents travaux montrent un lien entre la teneur endogéne en AS et la résistance
a divers stress biotiques (Malamy et al. 1990 ; Métraux et al. 1990 ; Uknes ef al. 1993) ou
abiotiques (Yalpani et al. 1994). Inversement, chez le riz ou la pomme de terre,
I'augmentation de la quantité d'AS ne semble pas étre suffisante pour induire une résistance
(Coquoz et al. 1995 ; Silverman et al. 1995 ; Chen et al. 1997). Dans ce dernier cas, la
résistance est due a une augmentation de la sensibilité a I'AS plutdt qu'a I'augmentation de sa
synthese (Yu et al. 1997).

La production d'AS est trés souvent corrélée a I’accumulation de protéines PR. Chez le
tabac, 1'AS pourrait également étre li¢ a I'augmentation d’H20: par inhibition d’une catalase
impliquée dans sa détoxification (Conrath ef al. 1997 ; Dong 1998). Il induit I’accumulation
des transcrits de la PAL et I’activit¢ MAP-kinase chez le tabac (Zhang et Klessig 1997). L'AS
détient un role clé dans I’établissement de la résistance systémique acquise et dans son
maintien par 1’expression de génes tels que ceux codant des -1,3-glucanases, chitinases et
PR-1 (Linthorst 1991, Ryals et al. 1996, Dempsey et al. 1999). Chez 1'orge 'accumulation
d'AS n'est pas nécessaire a l'induction d'expression des génes de défense en réponse a une
infection (Vallelian-Bindchedler ef al. 1998). L'AS est donc important dans la défense chez
les céréales, notamment en réponse a des stress biotiques mais il ne constitue pas le signal de

déclenchement des mécanismes de défense (Agrawal et al. 2002).

1.4.2.5. L'éthyléne

L’éthyléne est une hormone végétale volatile synthétisée a partir de la S-
adénosylméthionine (Figure 9). L’acide 1-aminocyclopropane-1-caboxylique (ACC)
synthétase permet la formation de 'ACC ensuite oxydé par I’ACC oxydase pour former
I'éthyléne (Kende 1993 ; Bleecker et Kende 2000).

L’ET est impliqué dans la germination, la sénescence, l'abscission des fleurs et des
feuilles ainsi que la maturation des fruits (Ecker 1995 ; Bleecker et Kende 2000). Sa synthése
est induite en réponse a des stress biotiques (Hoffman ez al. 1999) et abiotiques (O'Donnell et
al. 1996). 11 est notamment induit en réponse a une blessure, une infection virale, un stress
froid, 1'exposition aux métaux lourds ou encore la sécheresse (Theologis 1992 ; Ecker 1995).
L'ET stimule la synthése de protéines qui ont un réle dans le renforcement des parois

cellulaires (Enyedi et al. 1992).
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Il existe des relations entre les voies de I’AAB et de I’ET. En effet, des plantes
d'drabidopsis mutées, présentant une sensibilité diminuée a I'ET, ont une sensibilité accrue
pour ’AAB (Ghassemian et al. 2000). De méme des expériences menées chez le riz ont
montré que ’ET joue un role en tant que régulateur négatif de la synthése d’AAB (Kende et
al. 1998). Ces résultats montrent 1’influence de I’éthyléne dans la sensibilité des plantes a
I’AAB.

L'ET est également impliqué dans la régulation de ’expression de nombreux genes,
dont ceux codant des potéines PR et notamment des glucanases et des chitinases (Bol et al.
1990 ; Samac et al. 1990 ; Deikman 1997). Chez la tomate, I’ET est nécessaire mais pas
suffisant pour induire la réponse a la blessure, I'AJ est également requis (O'Donnell et al.
1996). L'ET diminue l'expression de génes induits par I'AJ chez le tabac (Shoji ef al. 2000)
alors que la synthése d'ET est stimulée par l'application d'AJ chez la tomate (O'Donnell ef al.
1996). 11 a été suggéré que l'interaction négative qui pouvait exister entre I'ET et I'AJ pouvait
étre utilisée par la plante et lui permettre de réguler au mieux la réponse selon les stress (Rojo
et al. 1999).

Chez le tabac, ’ET n’est pas directement impliqué dans la transduction du signal qui
conduit a I’accumulation de protéines PR acides et a I’induction de la résistance systémique
acquise (Brederode et al. 1991), il n’est pas non plus impliqué dans 1’accumulation de 1'AS
(Silverman et al. 1993 ; Lawton et al. 1994 ; 1995).

L'AJ et ET sont impliqués dans I’établissement de la résistance systémique induite,
indépendamment de 1'AS, et dans 1’établissement de la réponse a la blessure et aux insectes
(Pieterse et al. 1996 ; Dong 1998 ; Van Wees et al. 2000). Les voies de signalisation de 1'AJ,
I'AAB, I’ET ainsi que 1'AS et ses dérivés se régulent mutuellement (Doherty et al. 1988 ;
Pena-Cortes et al. 1993 ; Doares et al. 1995 ; Vidal ef al. 1997). Elles sont complémentaires et
permettent donc a la plante de mettre en place les mécanismes de défense adaptés a chaque

type de stress (Thomma et al. 1998 ; Lorenzo et Solano 2005).

1.4.2.6. Les especes activées de 1'oxygene

Les EAO sont les formes partiellement réduites de 1'0O, atmosphérique (Mittler 2002).
Elles résultent de l'excitation de 1'0, et du transfert d'un ou plusieurs électrons (Figure 10)
menant a la formation de l'oxygéne singulet 'O,, du radical superoxyde O,* , de peroxyde

d'hydrogéne H,0,, ou du radical hydroxyle OH® (Apel et Hirt 2004).
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Chez les plantes, en conditions non stressantes, la production des EAO est
principalement assurée par les chloroplastes (Polle 2001) et les mitochondries (Eltsner et
Osswald 1994 ; Vanlerberghe et al. 1997). Les EAO sont produites en permanence comme
co-produits de différentes voies métaboliques (Hammond-Kosack et Jones 1996 ; Pei et al.
2000 ; Mittler 2002 ; Apel et Hirt 2004). La source principale d'EAO chez les plantes est la
photosynthése (Apel et Hirt 2004). L'accepteur d'¢électrons de 1'appareil photosynthétique est
le CO,. Or la fixation par le CO, chez les plantes ne permet pas d'utiliser toute l'énergie
lumineuse (Baker 1991). D'autres accepteurs d'électrons doivent donc intervenir, dont 1'0, qui
va conduire a la formation d'EAO. Les autres sources d'EAO en conditions normales sont la
photorespiration et la respiration mitochondriale (Mittler 2002 ; Apel et Hirt 2004). Les EAO
sont dangereuses pour la plante car elles peuvent conduire a des dommages oxydatifs
importants, en particulier des membranes, et engendrer la destruction de la cellule si elles sont
en trop forte concentration (Hammond-Kosack et Jones 1996 ; Asada 1999 ; Dat et al. 2000).

Les EAO sont également produites en conditions de stress. En effet, la sécheresse, les
chocs thermiques, les métaux lourds, les ultraviolets, 1'ozone, une carence en nutriments ou
les attaques de pathogenes induisent une production rapide et massive d'/EAO (Lamb et Dixon
1997 ; Dat et al. 2000 ; Grant et Loake 2000 ; Pei ef al. 2000 ; Wohlgemuth et al. 2002 ;
Hammond-Kosack et Parker 2003 ; Apel et Hirt 2004 ; Chinnusamy et al. 2006). Dans le
cadre d'un stress biotique, les EAO ont un role de défense car elles sont toxiques pour
l'agresseur. Mais elles servent également de second messager et engendrent généralement une
mort cellulaire programmée dans les tissus infectés afin de limiter la propagation du
pathogeéne (Orozco-Cardenas et Ryan 1999 ; Dangl et Jones 2001 ; Orozco-Cardenas et al.
2001 ; Apel et Hirt 2004). Pour les stress abiotiques, les EAO servent essentiellement de
second messager et sont a 1'origine de l'induction d'expression d'un grand nombre de geénes de
défense ainsi que de nombreux facteurs de transcription (Doke et al. 1996 ; Low et Merida
1996 ; Lamb et Dixon 1997 ; Desikan et al. 2001 ; Apel et Hirt 2004 ; Chinnusamy et al.
2006) et peuvent engendrer une synthése d'AS (Leon et al. 1995 ; Low et Merida 1996 ; Lamb
et Dixon 1997). La production d'EAO participe au renforcement de la paroi cellulaire (Brisson
et al. 1994 ; Wei et al. 1998 ; Xiang et Zhu 2002) en augmentant notamment la synthése de
lignine (liyama et al. 1994).

Les EAO agissent donc comme des indicateurs cellulaires du stress. Elles servent de
second messager pour l'activation de la réponse aux stress et la mise en place des mécanismes
de défense (Dalton et al. 1999 ; Knight et Knight 2001 ; Mittler 2002 ; Apel et Hirt 2004). En

raison de leur toxicité mais également de leur role important, les plantes mettent en place
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Figure 11 : Production et effets des EAO suite a un stress biotique (a) ou abiotique (b)
(Apel et Hirt 2004).
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plusieurs mécanismes de régulation des EAO (Apel et Hirt 2004). Les principaux mécanismes
de détoxification font intervenir la superoxyde dismutase -SOD-, l'ascorbate peroxydase -
APX-, les catalases -CAT- ou les glutathion peroxydases -GPX- selon les stress (Dat et al.
2000 ; Desikan et al. 2001 ; Orozco-Cardenas et al. 2001 ; Bolwell et al. 2002 ; Mittler 2002).
La synthése de ces différentes enzymes couplée a la production de composés anti-oxydants,
tels que les vitamines C et E, des flavonoides et des caroténoides induites par les EAO
contribue a renforcer la protection cellulaire durant le stress (Larson 1995 ; Vanacker et al.
2000). Dans le cas d'un stress biotique, notamment lors de la réponse hypersensible, la
synthése d'EAO augmente via des NADPH oxydases et des peroxydases. Le mécanisme de
détoxification diminue (Hammond-Kosack et Jones 1996 ; Dat et al. 2000 ; Mittler 2002),
alors que suite a une augmentation de la production d'EAO induite par un stress abiotique, la
plante augmente son mécanisme de détoxification (Figure 11). Les EAO se retrouvent donc a

l'interface des mécanismes de défense induits par les stress biotiques et abiotiques.

1.4.2.7. Défenses et protéines PR

1.4.2.7.1. Génes de défense

De nombreuses interconnexions existent entre les voies de signalisation et les profils
d'expression des génes impliqués dans la réponse aux stress (Durrant et al. 2000 ; Schenk et
al. 2000 ; Seki et al. 2001 ; Chen et al. 2002 ; Chinnusamy et al. 2004 ; Langridge et al.
2006). Chez Arabidopsis (Seki et al. 2002) ainsi que chez l'orge (Ozturk ef al. 2002), les
mémes geénes sont induits en réponse a la sécheresse et au stress salin. De méme les
combinaisons de stress froid et sécheresse d'une part et stress salin couplé¢ a 'AAB d'autre
part, engendrent les mémes profils d'expression que la blessure chez Arabidopsis (Cheong et
al. 2002). Les genes induits par les stress abiotiques codent notamment des enzymes
impliquées dans la voie des phospholipides, dans le métabolisme des acides gras (Yamaguchi-
Shinozaki et Shinozaki 2006) ou encore dans le métabolisme des sucres (Atienza et al. 2004).
Les stress abiotiques peuvent également engendrer la production de protéines chaperonnes
(Wang et al. 2003 ; Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 2006), d'enzymes de détoxification
(Seki et al. 2002), de molécules osmorégulatrices (Cushman et Bohnert 2000 ; Maruyama et
al. 2004 ; Verslues et al. 2006), de transporteurs d'eau et d'ions (Wang et al. 2003), ainsi que
de protéines kinases (Guo et al. 2001 ; Knight et Knight 2001). Des protéines aux propriétés
anti-oxydantes (Shen et al. 1997 ; Langridge et al. 2006), des déhydrines (Close 1997 ;
Verslues et al. 2006 ; Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 2006), des protéines impliquées
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dans le développement embryonnaire -late embryogenesis abundant protein ou protéines
LEA- (Thomashow 1999 ; Cushman et Bohnert 2000 ; Yu et Griffiths 2001), ainsi que des
protéines PR (Derckel et al. 1998 ; Yu et Griffiths 2001 ; Chinnusamy et al. 2006 ; Langridge
et al. 2006) peuvent également étre synthétisées en réponse a divers stress biotiques et
abiotiques.

L'exposition au froid induit chez les plantes 1'expression de facteurs de transcription et
de geénes COR -cold-regulated- (Thomashow 1999 ; Xiong ef al. 2002a ; Chinnusamy et al.
2006). Ces genes sont également induits en réponse a la sécheresse chez le seigle (Yu et
Griffiths 2001). Les protéines codées par les génes COR présentent des propriétés
biochimiques équivalentes aux protéines LEA (Yu et Griffiths 2001). Ces protéines
permettent de stabiliser la membrane et les protéines membranaires (Yu et Griffiths 2001 ;
Bravo et al. 2003 ; Langridge et al. 2006).

Chez l'orge une carence en eau mene a la surexpression des genes codant l'alléne
oxyde synthase (AOS), des protéines de réponse a I'AJ, des protéines LEA et des protéines
impliquées dans l'osmoprotection (Talame et al. 2007). La combinaison entre un stress froid
et une faible luminosité conduit a 1'induction des geénes impliqués dans le métabolisme des
sucres (Atienza et al. 2004). Les génes codant des GST (gluthation-S-transférase), enzymes
impliquées dans la voie de biosynthése du glutathion, sont également induits en réponse a

divers stress abiotiques (Frova 2003 ; Atienza et al. 2004).

1.4.2.7.2. Cas particulier des protéines PR

Les protéines PR ("Pathogenesis Related proteins") sont définies comme des protéines
induites en réponse a I’attaque de pathogeénes ou en réponse a des composés capables de
mimer une telle attaque (Van Loon ef al. 1994 ; Van Loon 1999). Elles constituent ainsi une
composante des réponses de défense actives chez les plantes. Elles sont produites aussi bien
lors de la mise en place des mécanismes de défense en réponse a des stress biotiques
(Hammond-Kosack et Jones 1996 ; Penninckx et al. 1996 ; Peltonen 1999) qu'a des stress
abiotiques (Schutzendubel et Polle 2002 ; Chinnusamy et al. 2004 ; Chinnusamy et al. 2006 ;
Verslues et al. 2006). Dans ce dernier cas elles peuvent étre appelées PR-like mais ce terme
n'est que peu utilisé (Van Loon ef al. 2006). La difficulté¢ a définir les différences entre les
protéines PR et les protéines "PR-like" a conduit a 1'adoption du terme protéines PR pour

I'ensemble de ces protéines (Van Loon et al. 2006).
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Tableau 6 : Les 17 familles de protéines PR (Van Loon et al. 2006).

Family Type member Properties
PR-1 Tobacco PR-1a Unknown
PR-2 Tobacco PR-2 [-1,3-glucanase
PR-3 Tobacco P, () Chitinase type I, I, IV, V[ VI, VII
PR-4 Tobacco 'R Chitinase type L, 11
PR-5 Tobacco § Thaumarin-like
PR-6 Tomato Inhibitor I Proteinase-inhibiror
PR-7 Tomato Pgy Endoproteinase
PR-8 Cucumber chitinase Chitinase type III
PR-9 Tobacco “lignin-forming Peroxidase

peroxidase”
PR-10 Parsley “PR1” Ribonuclease-like
PR-11 Tobacco “class V" chitinase  Chitinase, type 1
PR-12 Radish Rs-AFP3 Defensin
PR-13 Arabidopsis THIZ.1 Thionin
PR-14 Barley TP+ Lipid-transfer protein
PR-15 Barley OxOha (germin) Oxalare oxidase
PR-16 Barley OxOLP Ozxalate-oxidase-like
PR-17 Tobacco PRp27 Unknown
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Elles ont été découvertes dans des feuilles de tabac infectées par le virus de la
mosaique du tabac (Gianinazzi et al. 1970 ; Van Loon et Van Kammen 1970). Depuis, de
nombreux travaux ont montré que ces protéines s’accumulent suite a une infection (virus,
viroides, bactéries, champignons), divers traitements chimiques (AJ, AS, H202) et des stress
abiotiques tels que les blessures, le froid, un stress salin ou les UV (Van Loon 1999 ; Van
Loon et al. 2006). Elles ont méme été localisées dans le pistil et certains travaux relatent une
régulation développementale dans les fleurs et les fruits (Lotan et al. 1989 ; Liljeroth et al.
2005). Certaines protéines PR possédent une activité antifongique et parfois antibactérienne
(Schultheiss et al. 2003). Elles sont majoritairement acides et localisées dans 1’espace
extracellulaire. Les isoformes basiques sont localisées dans la vacuole (Stintzi ef al. 1993 ;
Bryngelsson et al. 1994 ; Kitajima et Sato 1999).

Chez le tabac, l'expression des genes codant les protéines PR acides est généralement
induite au cours de la résistance systémique acquise via I'AS (Friedrich et al. 1995 ; Dempsey
et al. 1999). Pour les génes codant les PR basiques, leur induction est indépendante de 1'AS
(Vidal ef al. 1997) mais dépendante de I’ET (Deikman 1997).

Dix sept familles (Tableau 6) de protéines PR ont été répertoriées a ce jour (Van Loon
et al. 2006). Elles sont classées en fonction de leur mécanisme d’action, de leur structure, de

leur parenté sérologique et de leurs homologies de séquence (Van Loon 1999).

1.4.3. Embryogenese pollinique et genes de défense

Nous avons vu que la réussite de l'embryogenese pollinique dépendait du
prétraitement. Ces derni¢res années, plusieurs travaux ont montré des variations d'expression
de genes ainsi que la production de différentes protéines durant 1'embryogenese pollinique
chez diverses espéces. Des comparaisons entre 1'embryogenese pollinique et 1'embryogenese
somatique ont permis de supposer l'implication de certains geénes dans le processus de
réorientation du programme de la microspore (Maraschin et al. 2005b).

Les génes dont l'expression est modifi¢e durant I'embryogenese pollinique sont :

- des genes intervenant en réponse a I'AAB (Reynolds et Crawford 1996 ; Van Bergen
et al. 1999 ; Maraschin et al. 2005b ; Tsuwamoto et al. 2007) ou aux cytokinines (Kyo et al.
2000) ;

- des genes codant des protéines intervenant dans la protection cellulaire telles que des
"Heat Shock Proteins" (Zivy et al. 1992 ; Devaux et Zivy 1994 ; Binarova et al. 1997 ;

Cordewener et al. 1997 ; Zhao et al. 2003) qui augmentent la thermotolérance (Schoffl et al.
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1998 ; Muioz-Amatriain et al. 2006) ou la Glutathion-S-Transférase (Vrinten et al. 1999 ;
Muioz-Amatriain et al. 2006 ; Joosen et al. 2007 ; Malik et al. 2007 ; Tsuwamoto et al. 2007)
qui est associée a la protection de la cellule contre les effets nocifs des EAO (Maraschin et al.
20006) ;

- des génes codant des protéines impliquées dans le métabolisme carboné voient leur
expression réprimée (Maraschin ef al. 2006 ; Mufioz-Amatriain et al. 2006) ;

- plusieurs travaux ont montré l'induction de genes codant des protéases durant
I'embryogenése somatique (Jamet et al. 1990 ; Thibaud-Nissen ef al. 2003 ; Mitsushashi et al.
2004). 11 apparait qu'il en est de méme pour I'embryogenése pollinique chez Brassica napus
(Boutilier et al. 2005) et 1'orge (Maraschin et al. 2006) ;

- des genes induits lors de la formation de I'embryon zygotique ou somatique peuvent
¢galement étre sur-exprimés lors de la formation de l'embryon pollinique (Boutilier et al.
1994 ; Toonen et al. 1997 ; Perry et al. 1999 ; Vrinten et al. 1999 ; Baudino et al. 2001 ;
Boutilier et al. 2002 ; Maraschin et al.2006 ; Joosen et al. 2007 ; Tsuwamoto et al. 2007), tels
que les génes BABY BOOM, LEAFY COTYLEDON 1 et 2 ou LIPID TRANSFER PROTEIN
(PR14) par exemple.

L'ensemble de ces travaux porte sur la culture de microspores, apres le prétraitement
ou durant la phase de culture. Quelques travaux récents commencent a préciser les
mécanismes induits lors de l'embryogenese pollinique. Durant la culture de microspores
isolées chez le mais, la formation de l'embryon engendre une sécrétion de protéines
glycosylées : des "ArabinoGalactan Proteins" ou AGP (Paire et al. 2003) et des
oligosaccharides sont secrétés dans le milieu (Borderies et al. 2004). Des travaux précédents
ont montré la sécrétion de chitinases dans le milieu lors de la culture in vitro de suspensions
cellulaires d'orge (Kragh ef al. 1991), de riz (Inui et al. 1996) et de carotte (Van Hengel et al.
1998). Les chitinases avaient ¢été identifiées comme responsables de la synthése
d'oligosaccharides dans les suspensions cellulaires d'orge (Kragh et al. 1991) et lors de
I'embryogenése somatique de chicorée sauvage (Helleboid ez al. 1998 ; Helleboid et al. 2000).
En conclusion de leurs travaux, Borderies ef al. (2004) proposaient alors que la production
des oligosaccharides était due au clivage des AGP par les chitinases, bien qu'ils n'aient pas
vérifié leur synthese lors de leurs expériences. Ces travaux étaient les premiers a démontrer la
syntheése de protéines spécifiques a I'embryogenése pollinique (Paire ef al. 2003 ; Borderies et
al. 2004).

L'utilisation de banques EST (Boutilier et al. 2005 ; Maraschin et al. 2006 ; Malik et
al. 2007) et de puces a ADN (Mufioz-Amatriain et al. 2006 ; Joosen et al. 2007) a permis
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d'identifier des modifications d'expression de nombreux génes et de confirmer les
suppositions émises précédemment. Les travaux de Maraschin et al. (2006) et de Mufioz-
Amatriain et al. (2006), menés sur culture de microspores d'orge suite a un traitement au
mannitol, ont confirmé la modification d'expression des génes impliqués dans le métabolisme,
le développement cellulaire ou la protection cellulaire, ainsi que des génes codant des facteurs
de transcription et des genes impliqués dans la réponse aux stress et la défense (Maraschin et
al. 2006 ; Mufioz-Amatriain et al. 2006). La réorientation de la microspore nécessite des
modifications d'expression de nombreux geénes et facteurs de transcritpions, engendrant
d'importants changements métaboliques. Ainsi chez l'orge le géne Bil/ (Bax inhibitor), qui
intervient dans l'inhibition de la mort cellulaire programmée est induit (Maraschin et al.
2006). Chez le colza, aucun gene impliqué dans la mort cellulaire programmée n'est induit
(Joosen et al. 2007 ; Malik et al. 2007). L'inhibition de la mort cellulaire programmée semble

donc nécessaire pour permettre la réorientation de la microspore.

L'ensemble des résultats montrent 1'expression de ces geénes pendant la phase de
culture des microspores, mais personne ne s'est encore intéress¢ a l'expression de ces genes

pendant le prétraitement, qui est, rappelons-le, la phase clé de la technologie HD.

-39 -



Objectifs

Objectifs du doctorat

- 40 -



0 -
ol 1
\ !

Plantules chlorophylliennes

STRESS CULTURE

Plantules albinos

Microspore Microspore
vacuolisée réorientée

Quels facteurs influent sur la réussite de I'embryogeneése pollinique ?

Comment améliorer le rendement en plantules chlorophylliennes ?

L application du stress induit-il une réponse de défense dans les anthéres ?




Objectifs

L'embryogenése pollinique conduit a la régénération de plantules albinos chez I'orge.
Ce frein a 'amélioration et a la sélection par cette technique est pour le moment mal compris
et non maitris€. Le doctorat a visé dans un premier temps a améliorer 1'obtention de plantules
HD chlorophylliennes chez les cvs. récalcitrants d'orge (Hordeum vulgare L.). Au plan
fondamental, nous avons cherché a comprendre les mécanismes déclenchés par le
prétraitement et permettant la réorientation de la microspore en focalisant sur les défenses
activées par le stress. Le cv. d'hiver Igri régénére une majorité de plantules chlorophylliennes
et le cv. de printemps Cork régénere une majorité de plantules albinos. Malgré cette
différence de pourcentage de plantules chlorophylliennes régénérées, ces deux cvs présentent
les mémes parametres de culture (Carreda et Clément 1999). Nous les avons donc utilisé
comme mod¢ele d'étude afin de tenter de mettre en évidence une différence de réaction

pouvant expliquer les variations de comportement obtenues en embryogenése pollinique.

La premicre partie de ce manuscrit est consacrée a I'amélioration et a 1'optimisation du
protocole de culture d'anthéres. Afin de favoriser la régénération de plantules
chlorophylliennes, nous avons testé :

- les effets du sulfate de cuivre sur la culture d'anthéres chez le cv. d'hiver Igri ainsi
que chez les cvs. de printemps Cork, Madras, Prisma, Douchka et Scarlett réputés
récalcitrants a la régénération de plantules chlorophylliennes. Les travaux
préliminaires (Wojnarowiez et al. 2002 - publication II) ayant montré une amélioration
de la régénération de plantules chlorophylliennes chez le cv. modéle Igri, nous avons
voulu tester 1'effet du sulfate de cuivre sur les cvs. récalcitrants ;

- l'influence de la saison a laquelle la technique est appliquée sur le rendement en

plantules chlorophylliennes. La bibliographie relatant l'influence de la saison sur

I'embryogenese pollinique (Ritala et al. 2001), il semblait opportun de tester ce

parameétre sur nos cvs. ;

- l'influence de la position de 1'épi sur le plateau de tallage. Les talles présentent des

différences au niveau de l'assimilation en azote et en carbone (Kirby et al. 1985) ainsi

qu'une différence d'exposition a la lumiere (Abeledo et al. 2004) selon leur position
sur le plateau de tallage. Nous avons donc voulu tester si les différences
physiologiques diies a la position de 1'épi sur le plateau de tallage influaient sur la

culture d'anthéres.
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Les résultats sont présentés sous forme de publications dont certaines sont déja parues

et les autres soumises ou en péparation pour soumission imminente.

Publication 2 :Wojnarowiez G, Jacquard C, Devaux P, Sangwan RS, Clément C (2002).
Influence of copper sulfate on anther culture in barley (Hordeum vulgare L.)

Plant Science 162 : 843 - 847. F1: 1,605
Nous avons testé différentes concentrations de sulfate de cuivre pour chacune des
étapes de 1'embryogenéese pollinique chez le cv. d'hiver Igri. La concentration de 10 uM dans
les milieux de prétraitement et de culture a donné les meilleurs résultats. En effet cette
concentration permet d'augmenter la survie des microspores durant le prétraitement, la
réponse des antheres, le nombre de plantules régénérées, ainsi que le pourcentage de plantules

chlorophylliennes régénérées.

Publication 3 : Jacquard C, Nollin F, Hécart C, Zuka A, Graudal D, Rashal I, Sangwan RS,
Devaux P, Mazeyrat-Gourbeyre F and Clément C. Microspore embryogenesis
and programmed cell death in barley: effects of copper on albinism in
recalcitrant cultivars. Soumise a Plant Biotechnology Journal.

Suite aux résultats positifs obtenus pour le cv. d'hiver Igri, nous avons testé l'effet du
sulfate de cuivre sur la culture d'antheres chez les cvs. de printemps. Une concentration de
10 uM permet d'induire la formation d'HD chlorophylliennes a partir de cvs. régénérant 100%
d'albinos et d'augmenter le pourcentage de plantules chlorophylliennes régénérées chez les

cvs. particulierement récalcitrants a 1'embryogenése pollinique.

Publication 4 : Jacquard C, Asakaviciute R, Hamalian A, Sangwan RS, Devaux P, Clément
C (2006). Barley anther culture: effects of annual cycle and spike position on
microspore embryogenesis and albinism. Plant Cell Rep 25 : 375-381. FI :
2,173

Nous avons suivi l'influence de la saison sur les résultats obtenus par culture d'anthéres
pendant deux ans, ainsi que l'effet de la position de 1'épi sur le plateau de tallage, chez les cvs.
de printemps Cork et d'hiver Igri. Pour les deux cvs., la période de janvier a juillet s'est avérée
optimale pour une régénération maximale de plantes mais le pourcentage de plantules
chlorophylliennes régénérées ne semble pas affecté par la saison. Par contre, il évolue en

fonction de la talle dont proviennent les anthéres. Les épis issus de la deuxiéme talle
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permettent d'obtenir des pourcentages de plantules chlorophylliennes bien supérieurs aux
autres talles, en particulier pour les cvs. connus pour régénérer essentiellement des albinos.

La deuxiéme partie du document concerne la caractérisation physiologique des
mécanismes induits par le stress du prétraitement. Nous avons étudié l'expression des génes
induits par le stress pendant la phase de prétraitement et la réorientation du programme de la
microspore par PCR quantitative temps réel. Une cinétique rapprochée nous a permis de
mettre en évidence des inductions et répressions plus ou moins précoces selon les genes. Nous
nous sommes intéressés a l'expression des génes impliqués dans la réponse aux stress et plus
particuliérement a ceux codant pour les protéines PR, ainsi que les protéines impliquées dans

les voies de synthése des phénylpropanoides, de 1'AJ, ou encore des EAO.

Publication 5 : Jacquard C, Mazeyrat-Gourbeyre F, Devaux P, Baillieul F, Clément C.
Microspore embryogenesis in barley: anther pretreatment stimulates plant
defence gene expression. En préparation

Nous avons étudi¢ 1'expression de plusieurs genes impliqués dans la réponse a divers
stress abiotiques durant le développement pollinique in vivo ainsi que pendant la phase de

prétraitement chez les deux cvs. d'orge Cork et Igri. Un burst oxydatif est détecté dés 48

heures aprés la mise en prétraitement dans les anthéres des deux cvs. Ceci permet de

confirmer la perception du stress par l'anthére et I'accumulation d'EAO en réponse a cette
perception. Le suivi de différents génes de réponse aux stress a confirmé l'induction de
l'expression des génes codant des protéines PR, ainsi que divers génes impliqués dans la voie
de synthése des phénylpropanoides et de 1I'AJ pendant le développement pollinique chez

'orge. Pendant la phase de prétraitement les génes PR ainsi que les génes codant des protéines

de détoxification des EAO sont induits. L'ajout de sulfate de cuivre dans le milieu de

prétraitement engendre également une induction des divers genes testés mais de facon plus

modérée.
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Abstract

In order to improve the yield of androgenesis in barley, copper sulfate was tested during the successive steps of anther culture at
various concentrations. The best results were obtained when copper sulfate was added at 10 uM (100 fold higher than the control)
during both the pretreatment and the culture phases. Under these conditions, the rate of responding anthers increased from 57.3 to
72.3%, the number of regenerated plantlets from 2.4 to 11.1 per responding anther and the proportion of albino plantlets was
reduced from 13 to 10.8%. The addition of copper sulfate during plantlet regeneration did not further improve the yield of
androgenesis. The positive influence of copper sulfate was characterized by an increase of microspore survival during anther culture
and by a synchronization of the first symetric division around the seventh day of culture. © 2002 Elsevier Science Ireland Ltd. All

rights reserved.

Keywords: Anther culture; Copper; Hordeum vulgare L.; Microspore behavior; Pretreatment

1. Introduction

The obtention of doubled haploid through anther or
microspore culture represents a modern tool for the
improvement of cultivated species enabling plant bree-
ders to produce homozygous lines in a few months. In
barley and other cereals, the use of androgenesis has
generated number of cultivars currently available and
cultivated in many countries. However, several lines
remain recalcitrant for microspore embryogenesis,
mostly for genotypic reasons [1]. Furthermore, numer-
ous cultivars cannot be used for improvement through
androgenesis, because, they produce exclusively albino
plantlets [2]. Therefore, the optimization of the micro-
spore/anther culture protocol remains of considerable
interest for plant breeders.

Abbreviations: cv., cultivar; cvs., cultivars; DAPI, 4’,6-diaminidino-
2-phenylindole dihydrochloride; FDA, fluorescein diacetate.

* Corresponding author. Tel./fax: +33-3-26-913339.

E-mail address: christophe.clement@univ-reims.fr (C. Clément).

Interestingly, several recent reports suggest the posi-
tive influence of copper during in vitro culture of
various explants in barley [3,4] and other cereals [5].
The increase of copper sulfate in the culture medium
increases the yield of plant regeneration from callus
cultures [6], allows the production of green plantlets
during more than 1 year from scutellum-derived callus
in recalcitrant lines [3], and improves the behavior of
polyembryonic cultures of scutellum [4]. In barley, the
optimal concentration of copper sulfate needs to be
adjusted according to the type of explant and the
cultivar used. For example, the optimal concentration
of copper for plant regeneration from callus cultures in
recalcitrant lines can reach up to 500 fold the one
commonly used in culture media [6].

In cereals, copper has key roles in the anther during
pollen development since it affects both tapetum and
pollen metabolism [7,8]. Copper deficiencies induces
tapetum dysfunctioning whereas pollen undergoes ab-
normal polyploidy and inhibiton of DNA synthesis. In
most cases, copper deficiency leads to pollen abortion
and male sterility. Moreover, copper is involved in many

0168-9452/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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other physiological processes, especially regarding chlor-
ophyll synthesis and photosynthesis [9].

Despite the beneficial influence of copper on regen-
eration during in vitro culture of Cereals and its
importance during both pollen development and plant
physiology, poor information is available concerning the
effect of copper on androgenesis. Owing to previous
observations regarding the role of copper in cereal
anther physiology [7,8] and the influence of copper on
in vitro plant physiology [3,4,6], we have investigated
the possible effect of copper during anther culture in
barley, focusing on both the yield of androgenesis and
the behavior of microspores during this process.

2. Material and methods
2.1. Plant material

The winter barley (Hordeum vulgare L.) cv. Igri was
used for this study since it has been used for years as a
model for the optimization of the anther culture
protocol. Plants were obtained as previously described
[10]. Spikes were collected when the microspores were at
the uninucleate stage.

2.2. Anther pretreatment

Spikes were sterilized in ethanol 70° and were
pretreated at 4 °C in the dark during 3-4 days in
mannitol (62 g/l) as described previously [11]. The
pretreatment medium was supplemented with various
concentrations of CuSO, - 5H,0 (1, 2, 5, 7, 10, 12, 15,
18, 20 uM).

In each spike, the anthers from proximal and distal
spikelets were removed. The anthers from the central
flowers were solely conserved for anther culture, repre-
senting approximately 30 anthers per spike. For each
test, at least 300 anthers were used from ten different
spikes.

2.3. Anther culture

After pretreatment, anthers were cultivated according
to Caredda et al. [11]. The medium including copper
sulfate at 0.1 uM was considered as the control whereas
the culture medium was supplemented with various
concentrations of CuSO, - 5H,O (1, 2, 5, 7, 10, 12, 15,
18, 20 uM) during the experiments.

2.4. Haploid plantlet regeneration

After 3-4 weeks of culture, microspore derived
embryos were treated as described previously for plant
regeneration [11]. Using the optimal concentration of
copper sulfate during the pretreatment and the culture

phase, various concentrations of CuSQOy4 - 5SH>O (5, 10,
15, 20 uM) were tested during the experiments. Green
and albino androgenetic plantlets were counted after 2
weeks on the regeneration medium. The G/A ratio
represented the proportion of green versus albino
regenerated plantlets.

2.5. Preliminary test

In order to check the influence of copper on
androgenesis, respectively, during the anther pretreat-
ment, anther culture and plant regeneration, a prelimin-
ary test was performed using CuSOy4 - 5SH,O at 5 uM
[3,4] separately during the successive phases of andro-
genesis and finally in all media.

2.6. Microspore viability and occurrence of the first
symetric division

The viability of microspores and microspore derived
structures was estimated during the whole androgenetic
process using the FDA test [12]. In order to check the
occurrence of the first symetric division, the pretreated
microspores were followed during the first 10 days of
culture using the DAPI test [I13]. Each test was
performed three times using three anthers from three
different spikes and from 500 microspores per anther.
The control was represented by the conditions described
previously [11], which corresponded to 0.1 pM of
CUSO4 . 5H20

3. Results
3.1. Preliminary test

In the control conditions, 57.3% of anthers responded
providing 276.7 plantlets per 100 responding anthers
and the green/albino ratio (G/A) was 6.7, meaning that
87% of regenerated plantlets were chlorophyllous (Table
1). Copper sulfate used at 5 uM separately during anther
pretreatment or anther culture had globally no influence

Table 1
Influence of copper sulfate during the different steps of anther culture

Copper sulfate (uM) RA (%) RP/100 RA GP/100 RA G/A ratio

Control 0.1-0.1-0.1  57.3 276.7 240.7 6.7
5-0-0 57 342.8 252.6 2.8
0-5-0 58 340 267.6 3.7
5-5-0 67 527.3 456 6.4
5-5-5 67 378.7 307.2 4.3

In the first column, the successive numbers correspond to the
respective concentration of copper sulfate (uM) in the pretreatment—
culture—regeneration media. RA, responding anthers; RP/100 RA,
regenerated plantlets per 100 responding anthers; GP/100 RA, green
plantlets per 100 responding anthers; G/A ratio, green/albino ratio.
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on the yield of androgenesis. In both cases, the anther
response was not significantly modified. The total
number of regenerated plantlets increased by 20% but
the G/A ratio decreased conversely, leading finally to
approximately the same number of green haploid
plantlets than the control. However, copper sulfate
had a beneficial effect on androgenesis when added in
both the preteatment and the culture media. The G/A
ratio was similar to the control but the anther response
thus increased by 10% and the number of regenerated
plantlets was enhanced two fold. Using copper sulfate 5
pM during the whole process including regeneration
generated better results than the control though less
efficient than in the previous case. The optimal combi-
nation was thus to add copper sulfate during anther
pretreatment and culture: the number of green haploid
plantlets was 456 for 100 responding anthers against
240.7 in the control experiment.

3.2. Influence of copper sulfate concentration during
anther pretreatment and culture

Adding copper sulfate from 1 to 20 uM during both
anther pretreatment and culture globally improved the
yield of androgenesis in the barley winter cv. Igri (Table
2). The anther response was increased when copper
sulfate was used at concentrations between 5 and 18 uM
reaching up to 73.6% at 15 uM. The quantity of
regenerated plantlets was the most affected parameter
by copper sulfate. All the tested concentrations of
copper sulfate enhanced the number of regenerated
plantlets when compared with the control. The optimal
concentration was 10 pM, allowing the formation of
1245 plantlets per 100 responding anthers.

The effect of copper sulfate on albinism varied
according to the concentration of copper in the media.
At low (1 and 2 uM) and high (15-20 uM) concentra-
tions, the G/A ratio was lower than 3. The best results
were obtained at 10 pM, since the G/A ratio increased

Table 2
Influence of copper sulfate concentration on the yield of anther culture

Copper sulfate (uM) RA (%) RP/100 RA GP/100 RA G/A ratio

Control 0.1 57.3 276.7 240.7 6.7
1 59.2 366 235.3 1.8
2 57 806 537.3 2
5 67 527.3 456 6.4
7 65 556 488.1 7.2
10 72.3 1245 1111.1 8.3
12 63 280.1 176.6 52
15 73.6 378 273 2.6
18 71.4 423.5 301.2 2.4
20 64.6 328 240.5 2.7

from 6.7 (control) up to 8.3, meaning that 89.2% of
regenerated plantlets were chlorophyllous. Finally, the
total yield of androgenesis was considerably enhanced
using copper sulfate at 10 uM. The number of chlor-
ophyllous haploid plantlets increased by 400%, reaching
1111.1 per 100 responding anthers against 240.7 in the
control conditions.

3.3. Effect of copper sulfate concentration during plantlet
regeneration

The addition of copper sulfate (5, 10, 15 or 20 pM) in
the regeneration medium did not improve the yield of
androgenesis when compared with the control, whatever
the concentration tested (Table 3). However, using
copper sulfate at 10 uM, the G/A ratio reached 10.8
(91.5% of green plants) though the number of green
regenerated plantlets per 100 responding anthers was
approximately the half (653.8) of the control (1111.1).

3.4. Effect of 10 uM copper sulfate on microspore
viability

The viablility of microspores was considered as 100%
at the time of sampling. After pretreatment, 34% of
microspores remained alive using 0.1 uM copper sulfate
(control) in the pretreatment medium whereas it was
higher than 50% whatever the concentration of copper
sulfate tested, with a maximum of 88.2% at 15 uM
(Table 4). After 1 week of culture, the microspore
survival was higher in the presence of copper sulfate,
reaching 26.3% at 15 uM against 3.7% in the control.
During the last 2 weeks of culture, the viability of
microspores/microspore derived structures decreased
drastically though it remained higher in the presence
of high concentrations of copper sulfate.

3.5. Effect of 10 uM copper sulfate on the timing of the
first symetric division

The first symetric microspore division took place
from the fourth to the eighth day of culture. In the

Table 3
Influence of copper sulfate during regeneration after anther pretreat-
ment and culture in the presence of 10 pM CuSO4 in the media

Copper sulfate (uM) RP/100 RA  GP/100 RA  G/A ratio

Control 0.1 1245 1111.1 8.3
5 355.8 290.6 4.5

10 748.4 653.8 10.8

15 358.4 297.4 49

20 378.5 308.9 4.4

RA, responding anthers; RP/100 RA, regenerated plantlets per 100
responding anthers; GP/100 RA, green plantlets per 100 responding
anthers; G/A ratio, green/albino ratio.

RP/100 RA, regenerated plantlets per 100 responding anthers; GP/
100 RA, green plantlets per 100 responding anthers; G/A ratio, green/
albino ratio.
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Table 4

Influence of copper sulfate on microspore viability (%) during anther culture
Copper sulfate (uM) Sampling After pretreatment 1d 2d 5d 7d 10d 15d 21d

Control 0.1 100 34 17 14.8 6 3.7 1.5 1.5 0.4

5 100 80 73.5 44 27.6 14.7 7 4.1 3.8

10 100 50.7 40 35 30 15.7 5.7 42 3.8
15 100 88.2 69.8 47.5 39.7 26.3 10 8.4 2.8
20 100 51.3 36 13.9 12.7 5.7 3.4 1.9 1.9

d, day of culture.

control experiment, the maximum intensity of micro-
spore division was registered at the fourth and the fifth
days of culture, corresponding, respectively, to 35.1+6
and 24.24+9% (Fig. 1). When copper sulfate (10 pM)
was added during both pretreatment and anther culture,
the first microspore division was delayed. Most of
microspore mitoses (92.6%) occurred between the sixth
and the eighth days of culture, and the maximum 55.3 +
8% was reached at the seventh day of culture.

4. Discussion

Copper has a beneficial effect on anther culture in the
barley winter cv. Igri, improving both quantitative and
qualitative yield of androgenesis. When copper sulfate is
added at 10 uM during anther pretreatment and culture,
the anther response is increased by 15% and the number
of green androgenetic plants by 400%. These results are
in accordance with data previously reported in barley
considering the interest of optimizing the copper con-
centration in culture media [3,4,6].

Two parameters of the in vitro culture seem to be
affected by copper: the step of the androgenesis and the
concentration used. The beneficial effect of copper is
optimal during pretreatment and culture, suggesting
that the physiological events leading to microspore
reorientation and green plant regeneration occur during
pollen development or during the earliest steps of
androgenesis [11]. Besides, the addition of copper sulfate

7079 moa
604 @10

% of first symetric division

Days of culture

Fig. 1. Occurrence of the first symetric division in the microspore
during anther culture in presence of various copper sulfate concentra-
tions (uM).

during regeneration has no positive effect following
androgenesis [5] in the contrary to polyembryonic
culture of scutellum [3,4].

The adjustment of copper concentration appears to be
a key point in promoting plant regeneration [6] but it
depends upon the type of in vitro culture and the cv.
tested. In barley, optimizing the anther culture protocol,
copper sulfate at 10 pM gives the best results whereas
the optimal concentration for somatic embryogenesis
from scutellum is 5 uM [3,4]. Anyway, it seems that
cereals have special needs concerning copper, especially
when cultivated in vitro [6]. Usual plant tissue culture
media contain low concentrations of copper. Regarding
androgenesis in barley, the control medium [11] contains
0.1 uM of copper whereas our results show that the
optimal concentration (10 pM) is 100 fold higher.
Similarly, performing embryonic culture from scutel-
lum, the optimized concentration of copper sulfate in
the media is increased 50 fold when compared with the
MS medium. This means that the copper content of
culture medium requires special attention in cereals.
Moreover, considering that some lines of barley regen-
erate exclusively albino plants following anther culture
[11], it is likely that various copper sulfate concentra-
tions may initiate the regeneration of green plants from
these cvs.

The addition of copper sulfate improves the behavior
of barley microspores during androgenesis, in particular
increasing their survival during the whole process.
Copper deficiency is known to drastically affect plant
reproduction [14—17]. In the anther of cereals, the lack
of copper alters tapetum physiology inducing cell
hypertrophy [7,18] and modifications of RNA metabo-
lism [8]. This results in disturbances of nucleus metabo-
lism in the microspore [8] and reduction of pollen
fertility [8,19]. Therefore, performing anther culture in
barley, the increase of both microspore viability and
anther response in the presence of high copper sulfate
concentrations is in accordance with previous data and
confirm the beneficial influence of appropriate concen-
trations of copper on pollen physiology.

In this study, though the production of haploid green
plants is considerably increased, the influence of copper
on albinism is not so spectacular. In the cv. used, the
albinism does not represent an obstacle to androgenesis
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but considering the role of copper in chlorophyll
synthesis and photosynthesis [9], the addition of copper
sulfate during anther culture may be of interest for the
obtention of green plants in albino producing lines.
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Nous avons testé 1'ajout de sulfate de cuivre dans les milieux sur les résultats obtenus
en culture d'anthéres chez le cv. d'hiver Igri. Nous avons constaté que l'addition de cuivre
dans les milieux améliore le pourcentage de réponse des anthéres, la viabilité des microspores
ainsi que la régénération de plantules.

Une concentration de 10 uM de sulfate de cuivre dans les différents milieux permet
d'améliorer de facon significative le pourcentage de plantules chlorophylliennes régénérées, le
faisant passer de 87 a 91,5%. Une concentration supérieure a 10 uM permet d'améliorer la
réponse et la régénération mais diminue trés fortement le pourcentage de plantules
chlorophylliennes.

L'augmentation de la concentration en cuivre dans le milieu de régénération abaisse le
pourcentage de plantules chlorophylliennes, sauf pour une concentration de 10 uM, et
diminue le nombre total de plantules régénérées de prés de 40%.

L'ajout de 10 uM de sulfate de cuivre dans les milieux de prétraitement et de culture
mais pas dans le milieu de régénération permet d'obtenir un nombre maximal de plantules
régénérées (5 fois plus que sans cuivre) avec un pourcentage de plantules chlorophylliennes
supérieur a 89%. Cette concentration semble donc étre la meilleure pour optimiser le
protocole d'embryogenese pollinique chez le cv. d'orge d'hiver Igri.

L'ajout de cuivre dans les milieux permet d'améliorer les rendements de la technique
pour le cv. Igri. Il nous a semblé intéressant de tester les effets du sulfate de cuivre pour des

cvs. récalcitrants ou produisant exclusivement des plantules albinos.
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Résultats - Discussion

Summary

In cereals, albinism in microspore-derived plants is a major problem, particularly in
the recalcitrant cultivars; however, the factors controlling it are not well understood. Here we
report the positive influence of copper on both the production of doubled haploid (DH) plants
through microspore embryogenesis in many well known recalcitrant cultivars of Hordeum
vulgare, and on the kinetic of programmed cell death (PCD) that developed during in vivo
development of microspores which could have interfered with the process of normal
microspore embryogenesis. In addition, we show that the presence of copper sulphate in the
anther pretreatment medium have permitted to obtain green doubled haploid plants from those
cultivars and F1 hybrids known to produce exclusively albino plants using classical
procedures. This should enable breeders in the future to exploit the genetic diversity of these
recalcitrant cultivars/hybrids using DH technology. Besides, examining the fate of nucleus in
the various anther cell layers, we could demonstrate that the kinetic of PCD was different in
anthers of barley chosen cultivars, which gave opposite results with regards to albinism.
However, there was no direct correspondence between the nucleus PCD degeneration
characteristic in the anther cell layers and the rate of albinism. Also, copper had no influence
on the PCD kinetic in these cultivars. It was thus concluded that the albinism following
microspore embryogenesis was not due to the nuclear degeneration in the anther but to
another unknown phenomenon that could affect specifically the plastids during

microspore/pollen development.
Keywords: albinism; anther culture; barley; copper; plastids; programmed cell death.

Abbreviations: cv.: cultivar; cvs.: cultivars; SE: standard error
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Introduction

Microspore embryogenesis (ME) consists in regenerating haploid plants from
microspores. The gametophytic pollen programme of the microspore is arrested by a stressing
pretreatment and reoriented towards a sporophytic embryo programme (Touraev et al. 1997).
The microspore thus behaves like a proper zygote that develops into an embryo that further
regenerates into haploid or spontaneous doubled haploid (DH) plants, as well as tri- or
tetraploid plants (Devaux and Pickering 2005; Kasha 2005). In haploid plants, chromosome
doubling is necessary to restore the diploid number of chromosomes and to get entirely
homozygous DH plants. DH technology using microspores can be performed either from
cultures of isolated microspores or from anther containing the microspores (Davies 2003;
Jacquard et al. 2003). The technology was first described at the mid sixties and was optimized
in the last three decades in most cultivated species. Studies carried out on DH technology
from microspores are mainly focused on two aspects.

The first one consists in understanding the fundamental aspects of microspore biology
that lead to stop its initial developmental programme and to develop according to another
programme. In this respect rapeseed and barley were used as model plants to study this
phenomenon. Most recent studies deal with transcriptome and proteome analysis of
microspores during the induction of the ME process (Hosp et al. 2006; Joosen et al. 2007). It
was shown that the stressing pretreatment blocks the expression of pollen-related genes
(Maraschin et al. 2006), whereas new sets of genes concerning various physiological aspects
are stimulated. In reoriented microspores of barley, genes involved in sugar metabolism,
stress response and proteolysis are up-regulated (Maraschin et al. 2006; Mufoz-Amatriain et
al. 2006), whereas in rapeseed protein synthesis, glycolysis, and ascorbate metabolism are
stimulated (Joosen et al. 2007). The microspore derived embryos are now used as a model
system to study both embryo development and plant cell totipotency.

Whatever, a number of genes can now be associated with the induction of ME. In
rapeseed several markers of ME induction were identified that can be co-regulated at both the
gene and protein expression level (Joosen et al. 2007; Malik et al. 2007). Following in parallel
gene expression in developing proper embryos and reoriented microspores, it was clearly
demonstrated that the microspores are fully established in the new zygotic programme after 7
days of culture (Malik et al. 2007). Afterwards and despite their haploid state the in vitro
reoriented microspores strictly follow the same pathways as the proper zygote obtained
through in vivo fertilization (Maraschin et al. 2006; Joosen et al. 2007; Tsuwamoto et al.

2007).
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The second aspect of ME research is devoted to optimize all the steps of the protocol
from the plant growth conditions up to the adjustment of culture media. Nowadays, ME has
been described for more than 250 plant species though efficient protocols are available for
only 20 of them (Maluszinsky et al. 2003). For a long time the stress inducing pretreatment
has been identified as the key point for the male DH technology. The main stresses used in
this purpose are carbon starvation, osmotic pressure, coldness, drug treatment or pH variations
(Touraev et al. 1997; Barinova et al. 2004; Shariatpanahi et al. 2006), alone or combined.
Many species still remain recalcitrant for ME, either because appropriate pretreatment is not
yet optimized, or because microspores are not sensitive to stress. Even within a successful
species, there are usually recalcitrant genotypes (Caredda and Clément 1999).

In cereals, albinism is an additional obstacle to the use of ME in some cvs. Cereals are
sensitive to albinism as soon as they are cultivated in vitro (Dahleen 1995; Cho et al. 1998;
Nuutila et al. 2000) and ME is no exception. All the cultivated cereals were tested for ME and
all of them revealed to be affected by albinism, the importance of the phenomenon depending
on the genotype (Caredda and Clément 1999). Barley has been the most investigated species
in this respect. Up to 100% of the regenerated haploid plants are albinos, devoid of
chlorophyll with undifferentiated pro-plastids (Caredda et al. 2000). Programmed cell death
(PCD) may be involved in albinism. Under normal conditions, pollen grains undergo
progressive PCD from the microspore stage (Wang et al. 1999a, 1999b) until the end of pollen
development (Varnier et al. 2005). In barley microspores and next pollen grains plastids are
likely affected by this phenomenon. Indeed, plastids progressively degenerate during pollen
maturation and next pollen tube growth, mainly maintaining the function of starch
accumulation restitution for pollen tube elongation (Mogensen 1996). The time when plastid
degradation is triggered in the microspore may interfere with albinism. In cvs. producing
exclusively albino plants following ME, plastids of the microspore are already affected as
early as the sampling uninucleate microspore stage (Caredda et al. 2000), meaning that the
initial state of the plastids at sampling is determinant for the regeneration of green plants.

Copper is involved in many physiological processes. Copper deficiency is known for a
long time to generate male sterility (Dell 1981), especially in cereals (Alloway et al. 1986;
Jewell et al. 1988; Azouaou and Souvré 1993). Copper is also required for chlorophyll
biosynthesis and photosynthesis (Maksymiec 1997). Besides, the influence of copper in the
ME process was tested using the model winter cv. Igri of barley with significant positive
effects: when 10 uM copper sulphate is added to the pretreatment medium, the number of DH

plants obtained through anther culture is drastically enhanced and the proportion of albino
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Table 1 Yield of anther culture response of 5 cvs. and 7 hybrids of barley in response to various concentrations
of copper sulphate during anther pretreatment. pretr.: pretreatment; reg.: regenerated; resp.: responding.

Reg. %
Cvs. or [CuSO4] Plated % resp  plantsper  green
hybrids UM pretr.  anthers  anthers 100 resp. reg.
anthers plants

0 825 54.7 259.8 1.4

Cork 10 800 62.7 298.9 20.1

20 600 51.3 287.7 8.8

0 375 235 296.2 0.0

Douchka 10 375 245 397.7 24

20 350 6.7 2131 41

0 425 428 263.1 9.9

Madras 10 850 46.1 336.5 18.1
20 350 453 3375 316

0 325 319 211.4 0.0

Prisma 10 375 29.7 2605 49
20 300 20.6 302.6 11.8

0 425 473 309.2 7.2

Scarlett 10 1000 45.3 401.8 20.1
20 400 34.7 552.9 17.0

Ansis/ 0 640 2.5 62.5 40.0
Dziugiai 10 600 9 48.2 92.3

Dziugiai/ 0 490 26.9 14.4 0.0
Ansis 10 600 115 232 100.0

Primus/ 0 600 11.0 727 0.0
Anni 10 620 9.1 214 333
Saana/ 0 600 6.0 25.0 44.4
Maja 10 610 6.6 20.1 100.0
Aura/ 0 610 4.6 50.0 14.3
Abava 10 600 25.0 40.0 80.0
v'\\;lfgggﬁj 0 300 50.3 14.8 185
anuta 10 360 46.1 249 53.0

Danuta/ 0 300 90.7 30.9 2.9
6131 10 300 44.0 274 18.2
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plants is significantly reduced. The beneficial effects are reflected by an improvement of
microspore survival during the process and by the synchronization of the first microspore
symmetric division (Wojnarowiez et al. 2002).

Altogether these data strongly suggest that copper sulphate may help in obtaining
green haploid plants from cvs./hybrids that usually produce low amounts of doubled haploids
or exclusively albino plantlets. In this paper, we attempted to get green haploid plants from
such cvs./hybrids through the ME process using various concentrations of copper sulphate
during the pretreatment. Moreover, in order to further understand the interference of copper
with the ME process and albinism, we followed the effect of copper on both plastid

ultrastructure and PCD in whole anthers.

Results

Effect of copper sulphate on the vield of ME

The use of 10 or 20 uM copper sulphate during the pretreatment allowed to regenerate
green microspore derived plants in all the tested cvs. and hybrids (Table 1). The results were
particularly spectacular with those producing exclusively albino plants with traditional media
such as Douchka, Prisma, Dziugiai/Ansis and Primus/Anni. In most cases, the optimal
concentration was 10 uM but it should be noticed that in Scarlett, Douchka and Prisma cvs.
the optimal concentrations of copper sulphate appeared to be 20 uM. The most spectacular
effects were registered in Dziugiai/Ansis and Primus/Anni, in which the percentage of green
plants reached respectively 33.3 and 100% despite the decrease in the proportion of
responding anthers. In the other cvs. and hybrids, this percentage was increased by 2 to 15
when compared to the control.

Copper sulphate concentrations higher than 20 uM lead to a decrease of all tested
parameters. Especially 40 and 80 uM resulted in the absence of any response and any plantlet
regeneration, these concentrations being toxic for anther and leading to their progressive
browning.

Overall, the improvement of green plant production was considerable. Indeed, the
increase of green plant percentage was accompanied by an increase of plant production in
most cases (except for the Primus/Anni and the Aura/Abava cvs.). For example in the Cork
cv., the combination of plant production and percentage of green plants resulted in the

obtaining of 1.4 to 20.1 green regenerated plants for 100 responding anthers.
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Fig. 1: Fluctuation of plastid density in microspores and microspore derived structures. Open circle: Igri cv. without
copper, full circle: Igri cv. with 10 uM copper sulphate, Open square: Cork cv. without copper, full square: Cork cv.
with 10 pM copper sulphate.

Fig. 2: Variations of plastid features during ME in the winter cv. Igri. A-E. Without copper sulphate in the
pretreatment medium. A. At sampling. Plastids (P) were elongated and had single thylakoid in the stroma
(arrowhead). X 33,000. B. After pretreatment. Some plastids divided (opposite arrowheads) and starch (star) may
accumulate. X 25,000. C. 7 days of culture. Type 1 plastids (P) characterized by elongated shape and thylakoid
(arrowheads) development. X 27,000. D. 7 days of culture. Type 2 plastid (P) characterized by spherical shape and
huge starch (star) accumulation. X 25,000. E. After 28 days of culture, both type of plastids coexisted. X 20,000. F-
H. Including 10 puM copper sulphate in the pretreatment medium. F. After pretreatment. Starch grains (star) were
more developed in the plastids (P). X 23,000. M: mitochondria. G. After pretreatment. Beside starch, some
thylakoids could be detected in the stroma (arrowhead). X 17,000. H. 7 days of culture, type 1 plastids were highly
provided with thylakoids (arrowhead), whereas type 2 plastids exclusively contained starch (star). X 10,000. I. 14
days of culture. Plastids divided (opposite arrowheads). Starch (star) was degraded in type 2 platids and thylakoids
(arrowhead) elongated in type 1 plastids. X 7,000. J. 28 days of culture. Most of plastids (P) were of type 1 with
elongated shape and developing thylakoids. X 12,000.
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Effect of copper on plastids

Using traditional concentrations of copper sulphate in the media, the plastid density in
microspores and further in microspore derived embryos was identical in both Igri and Cork
cvs.: it increased from 2 to an average of 3.5 plastids per 100 um® (Figure 1). When 10 pM
copper sulphate was added in the pretreatment medium, the density of plastids was enhanced
by 2 in the winter cv. Igri and by 3 in the spring cv. Cork, meaning that plastids divided more
intensely in the presence of copper.

In the Igri cv., plastids in the microspore at sampling exhibited elongated shape with a
few thylakoids but no starch (Figure 2A). After pretreatment without copper, starch appeared
in the stroma and some plastids begun to divide (Figure 2B). After 7 days of culture, two
types of plastids could be distinguished. The type 1 was characterized by an ellipsoidal shape,
a few thylakoids and small starch grains if any (Figure 2C). In the type 2, plastids were more
spherical and the stroma was mostly occupied by starch grains (Figure 2D). In microspore
derived embryos after 14 and 28 days of culture, both types of plastids coexisted but starch
had considerably increased in the stroma of type 2 plastids (Figure 2E). In the presence of
copper, the plastid structure was not affected during the pretreatment though starch grains
were bigger (Figures 2F, G). After 7 days of cultures plastids of both types 1 and 2 could be
detected but the proportion of type 2 decreased (Figure 2H). After 2 weeks of culture, plastid
division was stimulated in parallel with thylakoid development, whereas plastids of type 2 had
regressed in a greater extent (Figure 2I). After 28 days of culture, most of plastids were of
type 1 exhibiting elongated shape and developed thylakoids (Figure 2J).

The effects of copper sulphate on plastid shape was more drastic in the Cork cv. At the
time of sampling, most of plastids were dividing and included several starch grains, as well as
some thylakoids (Fig. 3A). After pretreatment, their feature was not modified so far (Figure
3B). In microspore derived structures (few cells) after 7 days of culture, plastids of both types
1 and 2 were detected, though starch was less developed in type 2 when compared to the Igri
cv. (Figures 3C, D). After 14 and 28 days of culture, both types of plastids were present. In
type 2 starch had considerably developed and occupied most of the plastid volume (Figure
3E). The presence of copper sulphate in the pretreatment medium favoured the accumulation
of starch in the stroma (Figure 3F). No significant differences were noticed at 7 and 14 days
of culture. After 28 days, microspore derived embryos were shared in two populations: (i)
those with plastids of both types, the type 2 being the most well represented (Figure 3G), (ii)
those in which plastids of type 2 were strongly modified. In the latter starch was reduced in

the stroma, thylakoids developed and prolamellar bodies (crystalline reserves of proteins and
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Fig. 3: Variations of plastid features during ME in the spring cv. Cork. A-E. Without copper sulphate in the
pretreatment medium. A. Sampling stage. Dividing (opposite arrowheads) plastids (P) including small starch (star)
grains. D: dictyosome. X 25,000. B. After pretreatment. Plastids (P) were not modified so far. M: mitochondria. X
20,000. C. 7 days of culture. Plastid of type 2 mainly containing starch (star). X 18,000. D. Plastid of type 1
characterized by the absence of starch and some thylakoids (arrowhead). X 18,000. E. 28 days. Starch occupied most
of the type 2 plastid volume. X 8,000. F-H. Including 10 pM copper sulphate in the pretreatment medium. F. After
pretreatment. Starch accumulated much more than without copper. X 25,000; G. 28 days. Type 2 plastid (P)
containing huge starch (star) grains and diluted stroma. X 5,000. H. 28 days. Evolution of type 2 plastids. Starch
(star) was reduced in the stroma whereas prolamellar bodies (pb) could be observed and new thylakoids (arrowhead)
appeared. X 15,000.
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Fig. 4: Detection of DNA laddering in anthers at
various stages of pollen development and during the
process of ME. A. During in vivo pollen development.
No DNA laddering in the leaves (control). DNA
laddering in the anthers of the Igri cv. at both the VM
and YPG stages. DNA laddering in the Cork cv. at the
YPG and MPG cvs. B. During ME without copper
sulphate. DNA laddering in the pretreated anthers of
both Igri and Cork cvs., but not in the microspore
derived embryos nor in the haploid green or albino
plantlets. C. During ME with copper sulphate during
the pretreatment. Similar results than in B. C: spring
cv. Cork, I: winter cv. Igri, MPG: mature pollen grain
stage, VM: vacuolated microspore stage, YPG: young
pollen grain stage.
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RNAs) could be detected (Figure 3H). The proportion of these microspore derived embryos

corresponded to the percentage of green regenerated plantlets.

Effect of copper on PCD in anthers and microspore derived structures

The kinetic of anther DNA fragmentation during pollen development was not the same
in the 2 tested cvs. At sampling (VM stage) DNA laddering could be detected in the Igri cv.
but not in the Cork cv. (Figures 4A, B, C). Just after pollen mitosis, DNA fragmentation could
be observed in anthers of both cvs., whereas at the mature pollen grain stage, DNA laddering
could be observed only in the Cork cv. At the end of pretreatment DNA ladders were obtained
from entire anthers of both cvs. whatever the pretreatment medium did contain copper
sulphate or not (Figure 4B). Later on, DNA from microspore derived embryos or from young
microspore derived plantlets did not exhibit DNA ladders. The presence of copper sulphate in

the pretreatment medium had no influence on this parameter (Figure 4C).

Location of PCD affected nuclei

The use of Hoechst 33342 stain on cytological anther sections enabled to identify
which cell type was affected by PCD DNA cleavage as revealed by chromatin condensation.
At the microspore mother cell stage, none of the anther cells showed any sign of PCD (Figure
S5A). The first hallmarks of PCD appeared in the tapetum of the Igri cv. at the young
microspore stage (Figure 5B), but not in the Cork cv. During microspore vacuolation
(sampling stage), the chromatin of tapetum nuclei was condensed in the Igri cv. (Figure 5C)
but not in the Cork one (Figure 5D). After pollen mitosis, tapetal cells of the Igri cv. were at
the final stage of hydrolysis (Figure 5E), whereas those of the Cork cv. presented the first
signs of nucleus degradation (Figure 5F). At the mature pollen grain stage, both tapetum and
middle layers had disappeared in the Igri cv. (Figure 5G). At the same moment in the Cork cv.
the tapetum nucleus was still present and the middle layers were not affected by chromatin
condensation (Figure SH).

As revealed in Figure 4, the presence of copper sulphate in the pretreatment medium
did not modify the feature of nucleus chromatin in the microspore nor in the other anther cell
types of the Igri cv. but accelerated the occurrence of PCD in the anther of the Cork cv.

although microspores were still at the microspore stage (data not shown).
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Fig. 5: Detection of nuclei affected by PCD. A. In the anther of the Igri cv. at the microspore mother cell (MMC)
stage. Anther locule containing the microspore mother cells surrounded by 4 cell layers including the binucleate
tapetum (T), the middle layers (ML), the endothecium (End) and the epidermis (Ep). X 30. B. Young microspore
(YM) stage in the Igri cv. Chromatin condensation (arrowheads) in the tapetum. X 200. C. Microspore (Micr)
vacuolation in the Igri cv. Progressive shrinkage of tapetal (T) cells. X 150. D. Vacuolated microspore (Micr) stage
in the Igri cv. Disorganization of tapetal cells and intensification of chromatin condensation (arrowhead). X 100. E.
Young pollen grain (YPG) stage in the Igri cv. Tapetal (T) cells entirely degraded. X 200. F. Young pollen grain
(YPG) stage in the Cork cv. Nuclei of the tapetum (T) showing the first signs of chromatin condensation
(arrowheads). X 200. G. Mature pollen grain (MPG) stage in the Igri cv. Both tapetum and middle layers had
disappeared. X 200. H. Mature pollen grain (MPG) stage in the Cork cv. Tapetum (T) and middle layers (ML) with
high chromatin condensation. X 200.
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Discussion
Effect of copper on the vield of ME

The results presented here show that copper considerably increases the yield of
microspore embryogenesis in barley. The positive effects are reflected by the increase in most
cases of both the number of regenerated plantlets and the proportion of green versus albino
plantlets. For the first time it was possible to regenerate green DH plants through anther
culture using copper sulphate in cvs./hybrids known to regenerate exclusively albino plants.
This may reinforce the potential of DH technology in breeding programmes in the future by
making available the genetic diversity of these cvs.

The influence of copper on the ME process has been already observed, but only in the
model winter cv. Igri (Wojnarowiez et al. 2002). In this work the positive effect mainly
consisted in increasing the number of regenerated plantlets but had slight effects on the
proportion of albino regenerated plantlets that is quite high (88.7%) with low concentrations
of copper sulphate. The results presented here demonstrate that increasing copper
concentration helps overcoming albinism following ME in recalcitrant cvs.

Whatever the biotechnological purpose, all cereals are sensitive to albinism when
cultivated in vitro. This was illustrated using ME (Caredda and Clément 1999) or other in
vitro culture systems (Dahleen 1995). Usual plant tissue culture media contain low
concentrations of copper i.e. the MS medium includes only 0.1 uM of copper sulphate. Our
results confirm that the optimal concentration (10 uM) for the regeneration of green DH
plantlets in barley after anther culture is 100 fold higher. Similarly, performing embryonic
culture from scutellum, the optimized concentration of copper sulphate in the media is
increased 50 fold when compared to the MS medium (Cho et al. 1998).

The optimization of copper sulphate concentration in the culture media may be
combined with other parameters to further improve the rate of green DH plants in recalcitrant
cvs. Indeed numerous parameters were optimized separately such as the period of the year
(Jacquard et al. 2006), the growth conditions of the donor plant (Cistué et al. 2003, Szarejko
2003), the position of the spike on the tillering plate (Jacquard et al. 2006), the regulation of
the osmotic pressure, the use of isolated microspore culture instead of anther culture (Li and
Devaux 2005) and the nature of the osmolites (Li and Devaux 2001, Wojnarowiez et al.

2004).
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Effect of copper on plastids

The presence of copper sulphate in the pretreatment results in (i) progressive starch
hydrolysis in type 2 plastids, (ii) plastid divisons and (iii) synchronous development of
internal membranes. The presence of prolamellar bodies in microspore derived embryos after
4 weeks of culture further indicates that copper sulphate induces amyloplast dedifferentiation
into proplastids before entering chloroplast development. Similar results were obtained using
in vitro culture of grapevine tissues (Romeu-Moreno et al. 1999) or soybean cells (Bernal et
al. 2000).

The effect of copper sulphate is delicate to interpret since copper is both an essential
(Henriques 1989) and toxic (Zengin et al. 2007) element depending on the concentration
(Cook et al. 1997). In our case copper may act either as a required element for chlorophyll
synthesis (Henriques 1989, Maksymiec 1997) that is lacking in albino plants or as a toxic
stressing compound (Drazkiewicz et al. 2004) which effect results in microspore proplastid
development into chloroplast. Whatever, the state of plastid in the microspore at sampling is
closely correlated to the regeneration of albino plants through ME (Caredda et al. 2000).
Since it is known that copper deficiency induces chlorosis in barley leaves as revealed by a
decrease of chlorophyll content (Deriu et al. 2007), it is logical to conclude from our results
that the formation of albino plants is due, at least partly, to a lack of copper at the time of

sampling.

Microspore embryogenesis and programmed cell death

For the first time, we could demonstrate that a developmental process such as PCD in
the anther has different kinetic of development in two cvs. of the same species. PCD in the
anther wall sporophytic tissues permits to progressively remove useless cell layers beginning
with tapetum at the onset of meiosis and next extending to other cell types (Varnier et al.
2005). PCD is also involved in anther opening by degrading the stomium cells (Sanders et al.
2005), allowing pollen release at maturity. In our case, both DNA laddering and nucleus
chromatin condensation indicate that PCD is triggered as early at the young microspore stage
in the winter cv. Igri and only at pollen mitosis in the spring cv. Cork. This may be an
adaptive process linked to the annual cycle of each cv.

However, the differential triggering of PCD in the anther of both Igri and Cork cvs.
cannot be associated with the greater proportion of albino plants following ME in Cork.
Indeed, we have previously shown that plastids in Cork microspores have entered a

degeneration process at the young microspore stage, whereas those in the Igri cv. are still
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functional (Caredda et al. 2000), allowing to regenerate higher proportion of green plants.
Using traits linked to the state of the nucleus, we have shown in this work that the anther of
the Igri cv. is affected by PCD earlier than the anther of the Cork cv. This suggests that the
progressive degradation of plastids in the microspores and next in the pollen grains of barley
(Mogensen 1996) is independent of the PCD that occurs in the anther diploid cells.

Further it is known that pollen is affected by PCD that begins in the microspores
(Wang et al. 1999a, 1999b) and continues after pollen mitosis in the vegetative cell (Varnier
et al. 2005). It is thus plausible to conclude that the occurrence of PCD in the gametophytic
haploid microspore/pollen grain is not regulated following the same pathway than the
sporophytic diploid anther wall tissues.

The anther pretreatment generates the synchronization of PCD in the whole anther of
both cvs. as previously described (Wang et al. 1999a, 1999b). The presence of copper
sulphate during the pretreatment does not modify this process when looking at the genomic
DNA in the whole anther. However the difference in the response in terms of albinism
indicates that copper acts on microspore plastids, enabling them to provide green plants in
fine.

Further studies are necessary to deepen two aspects of this work. It should be known
whether the sporophytic diploid or the gametophytic haploid part of the anther is affected by
the pretreatment in particular by copper sulphate. Besides, elucidating the differential
triggering of PCD in the anther wall and the microspores/pollen grains may help further

understanding the kinetic of plastid degradation and thus the origin of albinism.

Experimental procedures
Plant material

Several cvs. and F1 hybrids were used in this work. For fundamental studies about
PCD, two cvs. of two-rowed barley (Hordeum vulgare L.) were used, the winter cv. Igri and
the spring cv. Cork. The first was considered as the positive control and the latter as a
negative control regarding the expected percentage of green plant regeneration (Carreda et al.
2000).

In order to test the effects of copper sulphate in the pretreatment medium on the yield
of ME following anther culture four other spring cvs. were used from Florimond Desprez
France (Madras, Prisma, Scarlet and Douchka) and seven F1 hybrids from Latvia

(Ansis/Dziugiai, Primus/Anni, Aura/Abava, Danuta 6/131, Dziugai/Ansis, Saana/Maja and
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MerlinSW129/Danuta). These cvs. and F1 hybrids were chosen because they had low rates of

DH production or because they produce exclusively albino plants.

Growth conditions

Plants were obtained as described previously (Jacquard et al. 2003). The vigour of the
donor plant is a crucial point for the success of ME. Therefore, during plant growth, any form
of stress such as pesticide treatment, dehydration or important temperature variations was
avoided. The sole preventive treatment against disease consisted in sulphur evaporation
during two consecutive nights and applied once a month.

Seeds were germinated on moistened filter paper in a closed Petri dish for 4 days at
room temperature. Seedlings were planted in 20 cm diameter pots containing a mixture of
peat moss and soil (1:1). Plantlets were grown in the greenhouse at 25°C (night and day) for a
week under a 16 h photoperiod (300-350 pE m > s ') at approximately 80% of relative
humidity. Five NPK (12.12.17) granules were added in each pot the 4th and the 8th week for
the 12 spring cvs./hybrids and the 10th and 14th week for the Igri cv. For the winter cv. Igri,
seedlings were vernalized for 8 weeks at 4°C (night and day) using a 12 h photoperiod at low
light intensity (100 pE m > s '). Both Igri (vernalized) and spring cvs. seedlings were strictly
grown in the same conditions, i.e. in the greenhouse at 25°C. Natural light was provided
between May and August (without shadow equipment) and it was supplemented, from
September to April, with artificial sodium lighting (400 Watts Sodiclaude) to maintain a
photon flux density of 300-350 uE m ™ s ' at the soil surface.

Spike sampling and sterilization

Spikes were collected when the awns appeared outside the upper leaf. This
corresponded to the mid to late uninucleate stage (Jacquard et al. 2003). The developmental
stage was checked for each spike by collecting three anthers from flowers located in the
middle of the spike. The anthers were squashed in acetic carmine (5% carmine (w/v) in 45%
(v/v) acetic acid boiled for 1 h and filtered) on a glass slide. Acetic carmine binds to DNA and
delineates the location and the number of nuclei in the microspore. Spikes were then sterilized
in ethanol 70% for 5 min and rinsed in sterile distilled water for 5 min. In each spike, the
anthers from proximal and distal spikelets were removed because the developmental stage of
microspores is not synchronous with the others. The anthers from the central flowers were
solely conserved for anther culture, representing approximately 30 anthers per spike (Szarejko

2003).
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Anther pretreatment

Thirty anthers collected from the same spike were incubated in a 5.5 cm diameter Petri
dish in 10 ml of a medium containing mannitol (62 g/l) providing an osmotic pressure of 180
mosm/l. Anthers were pretreated at 4°C in the dark for 4 days at 80% relative humidity. The
pretreatment medium was supplemented with various concentrations of CuSO4-5H,0 (10, 20,

40 and 80 uM).

Anther culture

After pretreatment, anthers were transferred, without rinsing, onto the culture medium
(Jacquard et al. 2003): KH4NO3 (0.166 g/1), KNOs (1.9 g/l), MgS0O4-7H,0 (0.374 g/1), H,PO4
(0.17 g/1), CaCl, (0.022 g/l), HsBO; (6.2 mg/l), ZnSO44H,O (8.6 mg/l), KI (0.83 mg/l),
Na;MoO42H,0 (0.25 mg/l), CuSO45H,0 (2.5 mg/l), MnSO44H,0 (22.3 mg/l), Fe-Na—
EDTA (40 mg/l), glutamine (752 mg/l), maltose (60 g/l), mannitol (32 g/l). The pH was then
adjusted at 5.6. Then agarose (7 g/l), myoinositol (0.1 mg/l), thiamine—HCI (0.4 g/1), as well
as filter sterilized IAA (2mg/l) and BAP (1mg/l) were added.

Twenty-five anthers were plated per 5.5 cm diameter Petri dish. The dishes were
sealed with 1 layer of parafilm and maintained in the culture chamber at 26+2°C, with 85%

relative humidity, in the dark for 21-28 days.

Plantlet regeneration

As soon as microspore-derived embryos measured approximately 1-2 mm, responding
anthers were collected and transferred onto a regeneration medium (Jacquard et al. 2003). The
differences between the regeneration and the culture medium corresponded to the replacement
of maltose (60 g/l) to sucrose (30 g/l), the replacement of agarose (7 g/l) to agar washed (6
g/1) and the lower concentrations of plant growth regulators (0.4 mg/1 for both IAA and BAP).
The Petri dishes were maintained in the culture chamber at 26+2°C and 85% of relative
humidity with a 16 h photoperiod, at 100 pE m™> s '. After 2 weeks on the regeneration

medium, the number of green and albino plantlets was counted.

Microscopy

The effects of copper was only investigated in the spring cv. Cork that provides low
amount of green plants and compared to the winter cv. Igri that was used as a control

according to Caredda et al. (2000). Anthers were fixed for 24 hours at room temperature in
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2% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) with 1% (w/v) sucrose and 1%o (v/v)
Tween 20. Then the samples were rinsed three times for 5 min in distilled water before being
dehydrated in an alcohol series and embedded in historesin.

To identify cells affected by PCD, semi-thin (1 um) sections were cut with a Leica®
Jung RM 2055 microtome. Sections were stained with 5 uM Hoechst 33342 for 15 min in the
dark, washed with a phosphate buffer saline Na,HPO4/NaH,PO, 0.1 M, NaCl 9%, and
examined under an Olympus BH-2 fluorescence microscope.

To follow the ultrastructure of plastids during the ME process, ultra-thin sections were
harvested on 150-mesh copper grids with a diamond knife on a Reichert OM U2 ultratome,
stained with uranyl acetate/lead citrate, and examined on a JEOL JEM 100S electron

microscope at 80 kV.

DNA extraction and analysis

DNA was extracted according to Varnier et al. (2005). Anthers were ground with
liquid nitrogen into a fine powder which was stored at — 80°C until use. The powder (200 mg)
was suspended in B-mercaptoethanol (5 pl) and Sarkosyl 20% (100 pl). Next, 300 pl of
extraction buffer (EDTA 25 mM, NaCl 250 mM, SDS 0,5% (w/v), Tris 200 mM, pH 8) were
added and the whole mixture was incubated at 65°C for 10 min. Polyvinylpolypyrrolidone
(6%, 24 mg) and acetate ammonium 7,5 M (200 pl) were added. Samples were mixed and
incubated for 15 min in ice before centrifugation at 10,000 g during 10 min. The supernatant
was mixed with an equal volume of chloroform/isoamyl alcohol (24:1, v/v) and centrifuged
for 10 min at 10,000 g. DNA was precipitated by adding an equal volume of isopropanol to
the supernatant. Samples were centrifuged for 10 min at 10,000 g. The pellet was washed with
70% ethanol and resuspended in distilled water (30 pl). Contaminating RNAs were removed
by incubation at 37°C for 30 min in the presence of RNAse (1 mg ml™). After addition of
ammonium acetate 4 M (35 pL) and 95% ethanol (175 pl), samples were mixed and
immediately centrifuged 20 min at 10,000 g. The pellet was washed with 80% ethanol and
centrifuged 10 min at 10,000 g. The pellet was next dried and resuspended in distilled water.
DNA samples (500 ng) were run on a 1% (w/v) agarose gel at 110 V for 45 min. The DNA
was stained with SYBR Green I (1/10,000) and revealed under UV. As a control, 500 mg of

leaves were treated according to the same protocol.
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Statistical analyses

For ME at least 300 anthers from 12 different spikes were used for each test.
Cytological features (Figure 1) were the results of 12 independent counts performed for each
condition with the standard error (SE) calculated. The data presented are means (+SE) of at
least 12 measurements performed on 12 different spikes from different donor plants. A
difference was considered significant at P=0.05. For DNA analysis, the experiments were

performed at least three times on samples collected from three different plants.
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Nous avons testé 1'ajout de sulfate de cuivre dans les milieux de prétraitement et de
culture chez quelques cvs. de printemps et hybrides régénérant principalement des plantules
albinos. Nos résultats indiquent qu'une concentration de cuivre trop importante est 1étale pour
les anthéres. La concentration optimale varie selon les cvs., mais dans tous les cas une
concentration supérieure a 40 pM est néfaste. Pour tous les cvs. testés, ce sont les
concentrations de 10 uM ou 20 uM qui donnent les meilleurs résultats.

Au niveau de la régénération et notamment du pourcentage de plantules
chlorophylliennes, les résultats bénéfiques du cuivre observés chez le cv. modéle Igri
(publication II) se sont confirmés chez les cvs. de printemps (publication III). L'ajout de
sulfate de cuivre engendre une augmentation du nombre de plantules chlorophylliennes
régénérées mais peut engendrer une diminution du nombre total de plantules régénéres chez
les hybrides. Un ajout de 10 uM de cuivre chez le cv. Cork engendre une régeénération de
plantules chlorophylliennes 20 fois supérieure a celle obtenue sur milieu classique. Autre
résultat spectaculaire, les cvs. Douchka et Prisma ainsi que les hybrides Dziugiai/Ansis et
Primus/Anni régénérent des plantules chlorophylliennes lorsque du cuivre est ajouté. C'est la
premiére fois que des plantules HD chlorophylliennes sont obtenues avec ces cvs.

Nos résultats recommandent donc 1'ajout de sulfate de cuivre dans les milieux de
prétraitement et de culture pour 1'embryogenése pollinique chez I'orge. La concentration est a
définir en fonction du cv. utilisé¢ mais semble étre comprise entre 10 et 20 uM. L'utilisation de
sulfate de cuivre semble donc étre une bonne solution pour optimiser 1'embryogenese
pollinique et améliorer les rendements en plantules chlorophylliennes chez les céréales.

Nos travaux ont montré que le processus de MCP intervient dans les anthéres lors du
développement pollinique ainsi que durant le prétraitement. Le cv. Igri présente une MCP
plus précoce que le cv. Cork. Les travaux de Caredda et al. (2000) avaient montré une
altération précoce des chloroplastes chez le cv. Cork qui pourrait étre a l'origine de la
régénération de plantules albinos chez ce cv. Nos résultats permettent de penser que cette
dégradation chloroplastique ne semble pas liée au processus de MCP impliqué dans la
maturation de I'anthére et qu'un autre phénomene est impliqué affectant spécifiquement les
plastes.

L'orge étant une céréale annuelle, il semblait important d'analyser les résultats obtenus
en culture d'antheéres en fonction de la saison a laquelle la technique était appliquée, ainsi

qu'en fonction de la position de 1'épi sur le plateau de tallage.
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Abstract The effect of donor plants annual cycle and
anther/spike position on the production of microspore-
derived plants and albinism were studied. We used the
winter cv. Igri and the spring cv. Cork, known to respond
similarly in anther culture but to produce 78% and 2%
of green plants, respectively. In both cvs. the number of
microspore-derived plants was significantly higher when
the anthers were collected from January to July than from
August to December. However, during this period the pro-
portion of albino plants was not altered. Conversely, the
anther response decreased from 76.6 to 31.5% in Igri and
from 58.8 to 32.0% in Cork when the donor spike orig-
inates from the main shoot or the fourth tiller. Signifi-
cantly, anthers collected from spike of the second tiller
enabled us to drastically increase the proportion of re-
generated green plantlets, by 16% in Igri and 1800% in
Cork.

Keywords Albinism - Anther culture - Barley - Seasonal
variation - Tillering effect

Communicated by H. Lorz

C. Jacquard - A. M. Hamalian - C. Clément (D<)
Université de Reims Champagne-Ardenne, UFR Sciences,
Stress Défenses et Reproduction des Plantes,

51687 Reims Cedex 2, France

e-mail: christophe.clement@univ-reims.fr

R. Asakaviciute

Voke branch of Lithuania Institute of Agriculture,
Zalioji a. 2, Traku Voke,

LT-02232 Vilnius, Lithuania

R. S. Sangwan

Université de Picardie Jules Verne, Androgenese et
Biotechnologies,

33, rue Saint-Leu,

80039 Amiens, France

P. Devaux

Florimond Desprez, Laboratoire Biotechnologies,
BP 41,

59242 Cappelle en Pévele, France

Abbreviations BBCH: Biologische Bundesamstalt fiir
Land und Forstwirtschaft Bundessortenamt und
CHemische Industrie - cv.: cultivar - cvs.: cultivars - MS:
main shoot - SE: standard error

Introduction

The obtention of doubled haploid plants provides a useful
tool, enabling plant-breeding cycles to be reduced in time
(Devaux and Pickering 2005). Two systems have been de-
veloped for the large-scale production in barley: microspore
embryogenesis (anther and microspore culture) and inter-
specific hybridation with Hordeum bulbosum L. (Devaux
2003; Hayes et al. 2003; Kasha et al. 2003; Szarejko 2003).
The use of microspore embryogenesis and interspecific hy-
bridization in barley has generated a number of cultivars
(cv.) currently available and cultivated in many countries
(Devaux et al. 1996; Cistué et al. 2003; Szarejko 2003).
However, several cultivars cannot be used for improvement
through this technique because of albino plantlet regener-
ation (Caredda and Clément 1999). In some genotypes,
up to 100% of microspore-derived plants may be albinos
according to the protocol used (Caredda et al. 2000), pre-
venting breeders improving the cultivar using microspore
embryogenesis. Thus, optimization of the protocol aiming
at increasing the regeneration of green plantlets remains of
considerable interest.

Many factors influence the androgenic response in bar-
ley and are mostly related either to the physiological con-
ditions during the development of the donor plant or the
in vitro growth conditions at each step of the process.
In this respect, anther pretreatment is the most important
phase. A stress is necessary to switch the gametophytic pro-
gram of the microspores to the sporophytic developmental
pathway, giving rise to haploid embryos (Jdhne and Lorz
1995; Touraev et al. 1996a). This microspore reorientation
is most often provided by imposing stress such as coldness
(Olsen 1987), osmotic stress (Hoekstra et al. 1992), lack of
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nutrients (Touraev et al. 1996a), heat-shock (Touraev et al.
1996b), ph variation (Barinova et al. 2004), or any combi-
nation of these stresses (Carreda and Clément 1999). The
composition of both culture and regeneration media is also
critical in terms of green plant regeneration, especially con-
sidering the carbon source (Scott and Lyne 1994; Caredda
et al. 1999; Naegeli et al. 1999; Wojnarowiez et al. 2004).

Recent reports suggest a positive effect of copper during
in vitro culture of various explants in barley (Cho et al.
1998; Nuutila et al. 2000) especially using anther culture
(Wojnarowiez et al. 2002). The increase of copper sulphate
in the culture medium increases plant regeneration from
callus culture (Dalheen 1995), allows the production of
green plantlets from scutellum-derived callus in recalci-
trant lines (Cho et al. 1998) and significantly increases the
percentage of green plant regeneration in the winter cultivar
Igri (Wojnarowiez et al. 2002).

The growth conditions of the donor plant development
regulate the physiology of the anther in the spike and thus
greatly influences microspore response in anther culture
(Cistué et al. 2003; Szarejko 2003). Both winter and spring
cvs. of barley are annual plants, meaning that their develop-
ment fluctuates during the annual cycle. In Europe, winter
cultivars are sown between September and November be-
cause of the requirement for vernalization (Kirby et al.
1985). For spring cvs. mid-February to mid-March is the
optimum date for sowing especially when particular malt
quality is required (Le Bail and Meynard 2003).

The annual cycle also influences flower physiology and
biotechnology. In safflower the flowering cycle fluctuates
within the year. Most of the nitrogen nutrition occurs during
pre-anthesis and when grains are sown in autumn or spring.
The accumulation of nitrogen reserve is thus affected and
flowering is delayed (Koutroubas et al. 2004). Similarly
in barley (Hordeum vulgare L. cv. Kymppi), the compe-
tence of isolated microspores for embryogenesis varies all
through the year (Ritala et al. 2001). The annual clock may
thus have an influence on various biotechnological pro-
cesses using ephemerous organs such as flowers or anthers.
These data thus suggest to further investigate the effect of
the annual cycle on plant production from anther culture.

Another aspect that may impact spike physiology, and
subsequently the production of anther culture, is the posi-
tion of the spike on the donor plant. Some cereal shoots
develop a plate of tillering, meaning that the shoot base
generates several reproductive shoots throughout the year.
The formation of the tiller is related to the development
of the leaves (Kirby et al. 1985). This developmental pro-
cess is of importance since it conditions the capacity of
the plant to collect solar radiation and further determines
plant growth and total yield (Garcia del Moral et al. 1984;
Dofing and Karlsson 1993). Most reports regarding tillering
deal with the relationship between tillering and leaf emer-
gence, i.e. the leaf number and the tillering are correlated
and dependent on both the photoperiod and the tempera-
ture (Slafer and Rawson 1995; Abeledo et al. 2004). How-
ever no data are available regarding the effect of the spike
position on the plate of tillering on microspore reactivity
following anther culture.

In this paper, we attempted to take into account the en-
dogenous physiological parameters of the spike optimizing
the yield of microspore embryogenesis in barley using an-
ther culture. For this aim, we accurately followed the results
obtained throughout the year and according to the position
of the spike (tiller number) on the plant. To further appre-
ciate the effects of those two parameters on albinism, we
used the winter cv. Igri and the spring cv. Cork known to
produce 87% and less than 2% respectively of green plants
following anther culture (Caredda et al. 2000).

Materials and methods
Plant material

Two cultivars of two-rowed barley (Hordeum vulgare L.)
were used for this study, the winter cv. Igri and the spring cv.
Cork. The first was considered as the positive control and
the latter as a negative control regarding the expected per-
centage of green plant regeneration (Carreda et al. 2000).

Growth conditions

Plants were obtained as described previously (Jacquard
et al. 2003). The experiments were carried out for two
consecutive years by the same experimentor. Plants were
sown twice a month using seeds from Florimond Desprez.
The dates reported in the Results section corresponded to
the time of anther sampling.

The vigor of the donor plant is a crucial point for
the success of microspore embryogenesis. During plant
growth, any form of stress such as pesticide treatment,

dehydration  or  important  temperature  varia-
tions was avoided. The sole preventive treatment
against disease consisted in sulphur evaporation

during two consecutive nights and applied once a
month. Seeds were germinated on moistened filter paper
in a closed Petri dish for 4 days at room temperature
and ambiant light. Seedlings were planted in 20 cm
diameter pots containing a mixture of peat moss and earth
(1:1). Plantlets were grown in the greenhouse at 25°C
(night and day) for a week under a 16 h photoperiod
(300-350 WE m~2 s!) at approximately 80% of relative
humidity. Five NPK (12.12.17) granules were added
in each pot the 4th and the 8th week for the Cork cv.
and the 10th and 14th week for the Igri cv. Plants were
examined each day in order to detect the appearance of
tillers. The number of leaves on the main shoot (MS)
and each tiller were counted according to BBCH scale
(Lancashire et al. 1991). For the winter cv. Igri, seedlings
were vernalized for 8 weeks at 4°C (night and day) using
a 12 h photoperiod at low light intensity (100 WE m? s).
Both Igri (vernalized) and Cork seedlings were strictly
grown in the same conditions, i.e. in the greenhouse at
25°C. Natural light was provided between May and August
(without shadow equipment) and it was supplemented,
from September to April, with artificial sodium lighting
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(400 Watts Sodiclaude) to maintain a photon flux density
of 300-350 pE m~2 s~ at the soil surface.

Spike sampling and sterilization

Spikes were collected when the awns appeared outside the
upper leaf. This corresponded to the mid to late uninucleate
stage (Jacquard et al. 2003), which corresponded to the
optimal stage of microspore competence (Cistué etal. 2003;
Szarejko 2003). The developmental stage was checked for
each spike by collecting three anthers from flowers located
in the middle of the spike. The anthers were squashed in
acetic carmine (5% carmine (w/v) in 45% (v/v) acetic acid
boiled for 1 h and filtered) on a glass slide. Acetic carmine
binds to DNA and delineates the location and the number
of nuclei in the microspore. Spikes were then sterilized in
ethanol 70% for 5 min and rinsed in sterile distilled water
for 5 min. In each spike, the anthers from proximal and
distal flowers were removed because these flowers are not
synchronous with the others (Szarejko 2003).

Anther pretreatment

Thirty anthers collected from the same spike were incu-
bated in a 5.5 cm diameter Petri dish in 10 ml of a medium
containing mannitol (62 g/l) providing an osmotic pressure
of 180 mosm/l. Anthers were pretreated at 4°C in the dark
for 4 days at 80% relative humidity.

Anther culture

After pretreatment, anthers were transferred, without rins-
ing, onto the culture medium (Jacquard et al. 2003):
KH4NO;s; (0.166 g/1), KNO; (1.9 g/l), MgSO4-7H,0
(0.374 g/1), KH,PO4 (0.17 g/1), CaCl, (0.022 g/1), H;BO;
(6.2 mg/l), ZnSO4-4H,O (8.6 mg/l), KI (0.83 mg/l),
NapMoO4-2H,0 (0.25 mg/l), CuSO4-5H,0 (2.5 mg/l),
MnSO4-4H,0 (22.3 mg/l), Fe—Na—-EDTA (40 mg/l), glu-
tamine (752 mg/l), maltose (60 g/l), mannitol (32 g/l). The
pH was then adjusted at 5.6. Thus agarose (7 g/l), myo-
inositol (0.1 mg/l), thiamine—HCI (0.4 mg/l), as well as
filter sterilized NAA (2 mg/l) and BAP (1 mg/l) were added.

Twenty-five anthers were plated per 5.5 cm diameter Petri
dish. The dishes were sealed with parafilm and maintained
in the culture chamber at 264+2°C, with 85% relative hu-
midity, in the dark for 21-28 days.

Plantlet regeneration

When microspore-derived embryos measured approxi-
mately 1-2 mm, responding anthers were collected and
transferred onto a regeneration medium (Jacquard et al.
2003). The differences between the regeneration and the
culture medium corresponded to the replacement of mal-
tose (60 g/l) to sucrose (30 g/1), the replacement of agarose
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Fig.1 Percentage of responding anthers throughout the year. Results
were scored after 28 days of culture. J: January; F: February; M:
March; A: April; M: May; J: June; J: July; A: August; S: September;
O: October; N: November; D: December. B Winter cv. Igri; O spring
cv. Cork

(7 g/1) to agar washed (6 g/l) and the lower concentrations of
plant growth regulators (0.4 mg/l NAA and BAP). The Petri
dishes were maintained in the culture chamber at 26£2°C
and 85% of relative humidity with a 16 h photoperiod, at
100 WE m? s. After 2 weeks on the regeneration medium,
the number of green and albino plantlets were counted.

Statistical analyses

At least 300 anthers from 12 different spikes were used for
each test. Twelve independent counts were made for each
condition and the standard error (SE) calculated. The data
presented are means (+SE) of at least 12 measurements per-
formed on 12 different spikes from different donor plants.
Mean comparisons were made with the Student’s 7 test. A
difference was considered significant at P=0.05.

Results

Influence of the annual cycle

The data presented were collected during two successive
years and provided similar results each year. All through
the year, the anther response was higher in the winter cv.
Igri than in the spring cv. Cork, though not statistically
significant (Fig. 1). In the winter cv. Igri, the response
varied from 55.3+7.3 to 72.84£19.5% whereas it fluctuated
between45.7+9.76 and 58.61+18.1% in the spring cv. Cork.
It should be noted however that in the winter cv. Igri, two
peaks of higher anther response were registered in March
and August, whereas in the spring cv. Cork, three peaks
were identified in March, July and November.

Regarding plantlet regeneration, the number of haploids
was two- to threefold higher in the winter cv. Igri, but both
cvs. exhibited a similar profile within the year (Fig. 2).
A progressive increase of regeneration occurred from
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Fig.2 Plantlet regeneration throughout the year. Results were scored
after 15 days of regeneration. Means for a considered parameter were
not significantly different when followed by the same letter (P>0.05).
J: January; F: February; M: March; A: April; M: May; J: June; J: July;
A: August; S: September; O: October; N: November; D: December.
B Winter cv. Igri; O spring cv. Cork

January to July, followed by a regular decrease from August
to December. The most favourable period was registered
between April and August in both cvs. The maximum was
reached in June and corresponded to 1009.8£76.6 regener-
ated plantlets per 100 responding anthers in the winter cv.
Igri, against 392.64-30.9 in the spring cv. Cork.

The quality of the regenerated plantlets has to be taken
into account in the final yield, in particular regarding the
proportion of albinism. The percentage of green plants was
also affected by the annual cycle. In the winter cv. Igri, the
percentage of green plants fluctuated between 70.9+4.0
and 87.6+1.8% with a maximum 87.6£1.8% in August
(Fig. 3a). In the spring cv. Cork green plants were scarce
all over the year and the registered differences were not sig-
nificant (Fig. 3b), though two peaks appeared in February
and in August, corresponding to 3.24+1.7 and 3.4£2.8%
respectively.

Influence of spike position on the tiller

In accordance with the previous data, this set of experiments
was carried out between June and September in order to get
the optimal response. In both cvs. the number of responding
anthers decreased when the donor spike was far from the
main shoot on the plate of tillering (Fig. 4). In the winter
cv. Igri, the number of responding anthers progressively
decreased from 76.6410.6% when anthers were collected
on the main shoot, down to 31.54+14.2% when anthers
were collected on the fourth tiller. Similarly, in the spring
cv. Cork, the percentage of responding anthers decreased
from 58.84+10.3 to 32.0£13.3%.

The number of regenerated plantlets following anther
culture fluctuated similarly (Fig. 5). Whatever the position
of the donor spike on the plant, the number of regenerated
plantlets was threefold better in the winter cv. Igri when
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Fig.3 aGreen plantlet regeneration in the winter cv. Igri throughout
the year. Results were scored after 15 days of regeneration. Means
for a considered parameter were not significantly different when
followed by the same letter (P>0.05). J: January; F: February; M:
March; A: April; M: May; J: June; J: July; A: August; S: September;
O: October; N: November; D: December. b Green plantlet regenera-
tion in the spring cv. Cork throughout the year. Results were scored
after 15 days of regeneration. Means for a considered parameter were
not significantly different when followed by the same letter (P>0.05).
J: January; F: February; M: March; A: April; M: May; J: June; J: July;
A: August; S: September; O: October; N: November; D: December

compared to the spring cv. Cork. In both cvs. the highest
number of plantlets was obtained when the anthers were
harvested from the main shoot, reaching 1205.34+-135.0
plantlets per 100 responding anthers in the winter cv. Igri
and 396.1£29.5 in the spring cv. Cork. Using anthers from
the fourth tiller, the number of haploid plantlets per 100
responding anthers was 509.14150.5 in the winter cv. Igri,
against 191.1429.6 in the spring cv. Cork.

The most striking result was obtained when looking at the
proportion of albino plantlets (Fig. 6a and b). In both cvs.
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Fig. 5 Fluctuation of plant regeneration according to the spike po-
sition on the plate of tillering. Results were scored after 15 days
of regeneration. Means for a considered parameter were not signif-
icantly different when followed by the same letter (P>0.05). M.S.:
Main Shoot; T1: Tiller no 1; T2: Tiller no 2; T3: Tiller no 3; T4:

Tiller no 4. M Winter cv. Igri; O spring cv. Cork

the proportion of green plants was homogeneous when the
anthers were collected either from the main shoot or from
the first, third or the fourth tiller. It corresponded to 78%
in the winter cv. Igri and to 2% in the spring cv. Cork. The
most notable data were obtained when the anthers were
collected from the second tiller. Indeed, the percentage of
green plants thus significantly increased from 78.8+2.4
to 89.2+3.5% in the winter cv. Igri and from 1.8+1.0 to
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Fig. 6 a Green microspore-derived plantlets regeneration in the
winter cv. Igri according to the spike position on the tillering plate.
Results were scored after 15 days of regeneration. Means for a con-
sidered parameter were not significantly different when followed by
the same letter (P>0.05). M.S.: Main Shoot; T1: Tiller no. 1; T2:
Tiller no. 2; T3: Tiller no. 3; T4: Tiller no. 4. b Green microspore-
derived plantlets regeneration in the spring cv. Cork according to
the spike position on the tillering plate. Results were scored after
15 days of regeneration. Means for a considered parameter were not
significantly different when followed by the same letter (P>0.05).
M.S.: Main Shoot; T1: Tiller no. 1; T2: Tiller no. 2; T3: Tiller no. 3;
T4: Tiller no. 4

38.7£12.6% in the spring cv. Cork, known to produce al-
most exclusively albino plantlets following anther culture.

Discussion

The data presented here provides further evidence that the
physiology of the donor spike is a crucial point for the
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success of anther culture in barley. Both the annual cycle
and the position of the spike on the plant interfere not only
with the yield of anther culture but also with the quality of
regenerated plantlets in terms of albinism. These results are
of importance since they may contribute to the regeneration
of green haploid plants from recalcitrant cvs. of barley
previously known to produce mostly albino plants.

Annual cycle and anther culture

Considering the total yields derived from anther culture,
the best results were obtained in both cvs. when the spikes
were sampled from April to August. These results are in
agreement with previous studies performed using either
anther culture (Jihne et al. 1991) or isolated microspores
in barley (Ritala et al. 2001). In this respect, it should be
noticed that there are no differences between anther and
isolated microspore culture, meaning that the annual clock
affects both the anthers and the microspores. In this case,
the sporophytic tissues of the anther does not protect the
microspores against external influence (Pulido et al. 2005).

We suggest that the percentage of green plant regenera-
tion is affected differently by the annual clock in the two
cvs. Indeed, the best sampling period for the winter cv. Igri
extended from May to October. In the spring cv. Cork, de-
spite the low percentage of green plants reported, the best
sampling months corresponded to February and August.
Since no information is available on this topic in the litera-
ture to date, further studies might focus on other recalcitrant
CVS.

Influence of tiller position

For the first time, we demonstrated that the position of
the tiller on the plate of tillering has an impact on both
the number of regenerated plantlets and the percentage of
green plants. Information about the differential physiology
of tillers in barley and in other cereals (i.e. wheat and rice)
is scarce. The plate of tillering is a part of shoot growing
horizontally on the soil. One trait that has been improved
in the recent years by barley breeders is the increase of
tillering and the ability of tillers to catch photosynthetically
active radiations, aiming at improving photoassimilation
(Abeledo et al. 2004).

Nevertheless, it is likely that there is a negative gradient
of assimilates in the plate from the main shoot to the fourth
tiller, especially considering nutrients originating from the
roots. This is supported by previous work demonstrating
that tillering is affected by internal factors, due to an in-
crease in competition among the plant organs for carbon
assimilate or nitrogen compounds (Kirby et al. 1985).This
means that the spike on the fourth tiller is less supplied
with nutrients than the one on the main shoot. Owing to the
importance of the physiological state of the spike for the
success of microspore embryogenesis in barley (Mouritzen
and Holm 1994; Jacquard et al. 2003), the progressive star-
vation of the spikes along the tillering plate could explain
that the yield of anther culture is lower when the donor
spike is far away from the main shoot.

The enhanced positive effect of the second tiller on the
rate of green regeneration is much more difficult to in-
terpret. The appearance of tillers is dependant on the de-
velopment of the vegetative organs, especially the roots
(Friend 1965). It has been demonstrated in Arabidopsis
thaliana that there is a gradient of plant growth regulators
(auxin) along the root, with a higher concentration in the
middle (Stals and Inzé 2001; Casimiro et al. 2003). Sim-
ilarly, the second tiller in the centre of the plate could be
the site of special concentration for plant growth regula-
tors transferred to the spike, promoting the regeneration
of green plantlets from anthers collected from this spike.
In the spring cv. Cork, it has been demonstrated that the
androgenic albinism is due to early degradation of plas-
tids in the microspores (Caredda et al. 2000). A particular
hormonal balance in the spike of the second tiller could
influence plastid behaviour in the microspores (Reinbothe
et al. 1993) and thus the rate of albino plant formation.

The tiller effect on androgenetic albinism may be deep-
ened thoroughly in all the cereal crops producing mostly
albino plantlets following anther culture. Further, it has
been shown recently that the use of appropriate concen-
trations of copper sulphate in the anther culture media
is effective in reducing the proportion of albino plantlets
(Wojnarowiez et al. 2002). This suggests undertaking a fur-
ther experimental design to test the effect of copper sulphate
on anthers originating from the second tiller in recalcitrant
cultivars.
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Afin d'optimiser le protocole de culture d'anthéres chez 1'orge, nous avons suivi les
résultats obtenus en fonction des saisons. L'orge étant une céréale, elle posséde un plateau de
tallage. Nous nous sommes donc également intéressés a l'impact de la position de 1'épi sur le
plateau sur les résultats obtenus en embryogenése pollinique.

L'embryogenese pollinique donne des résultats qui fluctuent en fonction de la saison a
laquelle la technique est utilisée, bien que les conditions de culture des plantes meéres et des
anthéres soient fixées. Les épis prélevés sur des plantes cultivées durant les 7 premiers mois
de l'année produisent plus de plantules que ceux prélevés sur des plantes d'automne ou
d'hiver. Seule la quantité totale de plantules régénérées varie en fonction de la saison car le
pourcentage de plantules chlorophylliennes ou le pourcentage de réponse des anthéres reste
plus ou moins constant.

La position de I'épi sur le plateau de tallage influe également sur les résultats obtenus
par culture d'antheres. Plus 1'épi prélevé se trouve sur une talle éloignée du brin maitre et plus
la réponse et le nombre de plantules régénérées diminuent. Le résultat le plus surprenant
réside dans le fait que les anthéres des épis issus de la deuxiéme talle produisent un
pourcentage de plantules chlorophylliennes beaucoup plus élevé que les autres épis. Chez le
cv. Cork, ce pourcentage atteint 39% contre 2% de moyenne avec les autres talles. Les raisons
biologiques de ce phénomene restent indéterminées et doivent étre éclaircies.

Ces différents résultats fournissent donc de nouvelles pistes d'amélioration des
rendements obtenus par embryogenése pollinique chez les céréales. Ainsi l'utilisation de la
technique durant les mois les plus favorables couplée a une attention particuliere portée a la
position de 1'épi sur le plateau de tallage, permettraient I'obtention d'un maximum de plantules
exploitables.

Les résultats obtenus avec les publications II, III et IV ont donc montré que les
rendements en embryogenése pollinique peuvent étre améliorés et qu'il est possible
d'envisager l'utilisation de cette technique sur des cvs. jusqu'a présent récalcitrants. A ce
niveau, nous avions donc optimis¢ le protocole, mais nous ne connaissions toujours pas la
cause des différences observées entre les cvs. au niveau de la régénération de plantules
chlorophylliennes.

Nous avons donc décidé d'étudier l'expression des geénes impliqués dans la réponse au
stress pendant le prétraitement afin de mieux comprendre les mécanismes déclenchés par le

stress initial.
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Abstract. Microspore embryogenesis (ME) consists in reorienting the gametophytic pollen
programme of the microspore towards a new embryo sporophytic programme. This process
requires a stressing pretreatment that is usually performed in the anther for several days.
Despite the universal use of the stress, there are only poor investigations about the
physiological processes that occur in the anther during this step. In order to further understand
the mechanisms triggered by stressing conditions, we followed the anther reaction by
measuring the expression of stress related genes in two cvs. of barley (Hordeum vulgare L.)
differing in their response to ME. Genes encoding enzymes involved in the oxidative stress, in
the synthesis of jasmonic acid and those encoding PR proteins were up-regulated in the whole
anther, indicating that the anther perceives the stress and reacts by triggering general plant
defence mechanisms. In particular, both GST and Chit 2b genes can be considered as good
markers of anther reactivity owing to their kinetic and rate of induction. Besides, the effect of
copper sulphate was characterized by a moderation in the expression of up-regulated genes,
which may be correlated with its positive effect on the yield of ME. The relationships
between the anther wall layers and the developing microspores appeared as a key point in the

understanding of the ME process.

Keywords Anther culture - Barley - Copper - Defence mechanisms - Pretreatment - Stress

Abbreviations

AGPs Arabinogalactan proteins
DH  Doubled haploid

JA Jasmonic acid

ME  Microspore embryogenesis
NBT Nitro blue tetrazolium

ROS Reactive oxygen species

-80 -



Résultats - Discussion

Introduction

The production of doubled haploid (DH) plants is a useful tool for breeding many crop
species (Devaux and Pickering 2005, Forster et al. 2007). This technology has generated a
number of cultivars currently available and cultivated all over the world (Devaux et al. 1996;
Cistué et al. 2003; Szarejko 2003). The most used system for large-scale DH production in
barley is microspore embryogenesis (ME) through either anther or isolated microspore culture
(Davies 2003; Kasha and Maluszynski 2003; Szarejko 2003). Microspores are initially
destined to develop into pollen grains but can be reprogrammed and behave like a zygote,
thus, developing into a haploid embryo (Kimber and Riley 1963).

A stress is necessary to switch the gametophytic pollen program of the microspore towards a
new sporophytic embryo developmental pathway (Touraev et al. 1996a; Maraschin et al.
2005a; Shariatpanahi et al. 2006a). The success of the DH technology from male
gametophytes depends on stress quality (Heberle-Bors 1985), meaning that the pretreatment is
the key step of ME. Several abiotic stresses alone or in combination can be used to trigger ME
such as coldness (Kiviharju and Pehu 1998; Gonzalez and Jouve 2005; Labbani et al. 2005),
heat-shock (Custers et al. 1994; Touraev et al. 1996a; Touraev et al. 1996b; Rimberia et al.
2005), osmotic shock (Hoekstra et al. 1992; Caredda et al. 2000; Touraev et al. 2001; Li and
Devaux 2003; Wojnarowiez et al. 2004), pH variation (Barinova et al. 2004), lack of nutrients
(Touraev et al. 1996a), heavy metals like lithium (Zonia and Tupy 1995), or copper sulphate
(Wojnarowiez et al. 2002). Nevertheless, many species remain recalcitrant to microspore
embryogenesis and regenerate albino plantlets (Caredda and Clément 1999). For example, in
barley, the winter cv. Igri regenerates approximately 90% of green plantlets whereas the
spring cv. Cork produces exclusively albino plantlets (Caredda and Clément 1999; Caredda et
al. 2000). This problem may be overcome by the addition of copper-sulphate during anther
pretreatment and culture (Wojnarowiez et al. 2002; Jacquard et al. 2008).

In plants, abiotic stresses induce physiological changes (Knight and Knight 2001;
Langridge et al. 2006), as revealed by modifications in cellular and molecular processes
(Chinnusamy et al. 2006; Langridge et al. 2006; Verslues et al. 2006; Talame et al. 2007). The
application of stress is followed by adaptive mechanisms including water uptake,
accumulating of solutes, modifying of cells properties or accumulation of protective proteins,
allowing to restore the initial state and to limit stress damages to plant tissues (Netting 2002;
Verslues et al. 2006). Several regulation pathways are usually triggered in such process,

involving calcium, abscissic acid, ethylene, jasmonic acid, salicylic acid or reactive oxygen
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species (Netting 2002; Verslues et al. 2006). These signal molecules induce modifications in
the expression of many genes that represent the cell response enabling to overcome the stress
(Chinnusamy et al. 2004; Langridge et al. 2006). In the case of ME, it has been shown that the
expression of transcription factors common with zygotic and somatic embryogenesis are also
induced during the process (Vrinten et al. 1999; Baudino et al. 2001; Boutilier et al. 2002;
Joosen et al. 2007; Malik et al. 2007; Tsuwamoto et al. 2007).

In this respect the transcriptome of barley reoriented microspores following mannitol
pretreatment was recently studied in details. It could be shown that the stressing pretreatment
blocks the expression of pollen-related genes (Maraschin et al. 2006), whereas new sets of
genes related to sugar metabolism, stress response and proteolysis are stimulated (Maraschin
et al. 2006; Munoz-Amatriain et al. 2006). These results enabled to identify molecular
markers associated with the induction of ME in barley. However these works only deal with
microspores collected at the end of pretreatment and which are already reoriented. The
various events that occur in the whole anther during the early steps of pretreatment and that
really trigger the change of microspore programme were not yet investigated.

In order to understand in details the physiological effects of the stressing pretreatment in
the anther, we decided to follow the occurrence of stress responses at various steps of the
process. In this optic, we followed both the O,* generation in the anther tissue and the
expression of 11 stress-related genes. The work was performed (i) in both the winter cv. Igri
and the spring cv. Cork, which represent a nice model for the investigation of ME in barley
(Caredda et al. 2000) and (i1) in the presence/absence of copper sulphate owing of its effect on

the process of ME (Jacquard et al. 2008).

Materials and methods

Plant material, growth conditions and anther pretreatment

We used two-rowed barley (Hordeum vulgare L.) cvs., namely the winter cv. Igri and the
spring cv. Cork from the Florimond Desprez company. Plants were obtained as described
previously (Jacquard et al. 2003; Jacquard et al. 2006). Spikes were collected at the
uninucleate microspore stage (Cistu¢ et al. 2003; Szarejko 2003). The stage of pollen
development was followed using the Hoechst 33342 nucleus staining accorting to Varnier et

al. (2005).
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Table 1: Primers used for real-time RT-PCR. Optimal oligonucleotide sequences for real-time RT-PCR were
predicted by primer express program to prevent faint PCR products as primer dimer and false amplicon

Accession Primer sequence forward Primer sequence reverse
Genes
number 5'- -3' | 5- -3
Actin U21907 TGG GTCAACTATGTTCCCGG GTGCCACCACCTTGATCTTCA
Elongation factor 1 L11740 GATAGTTGTTTTAGTCGCTTGGGTTATT CACCAACACAACCGAACGATAC
alpha (efla)
13 'Lllzzxy § enase AJ507212 CTGCACGGATTATGCACTGG TACAAGGCGTCGATGGAGG
0X
Allene O(JdeS)Sy nthase | 1osoges GCATGCATCTTGTTCGGTTCT GGCTTATTACACTGGGCAAGATTG
Allene ?j’odg)cy clase AJ308488 ATCTGCATCCTGATCCAGCAC CTGATGTGGCCGTAGTCGC
Oxalate Oxidase
(0x0) Y14203 CGAGATCGGCATGGTGATG CACGCACCACCCTGGAGTA
X
Glutathion-S- AF109194 CAGTGCGTGCGTTTGGATATT GCCGCAAGCCTACCAACA
Transferase (GST)

Barwin Y10814 ACTGGGACACCGTCTTCGC AATCTAGTCGCGGCAGTCGA
Chitinase X78672 CGATCGGGAAGGACCTTGT GCCGTCATCCAGAACCAAA
(Chit2b)

Gl(zgf””)”e M62907 GCCATGTTCAACGAGAACCAG CGACTTGTCCGGGTTGAAGA
uc
PRI X74939 GTCTGCAACAACAACGGCG TTCTGTCCAACAACATTCCCG
PRIO AY2207346 ATGAGCAAGTAGCCCGGTGTT GAAAAACTCAATACACACCCCAAAC
Phenylalanine X97313 CGCAAACCGAGCTTGGACTA TCACTGGGTTGGCAAGGTATT

Ammonia Lyase (PAL)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=25809275
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We followed the expression of stress related-genes during both in vivo development and in
vitro pretreatment. For in vivo development, we collected anthers at the sampling stage (T0),

48 h and 96 h later (young pollen grain stage).

For in vitro culture, spikes were collected at the uninucleate microspore stage, then
sterilized in ethanol 70% and rinsed in sterile distilled water. In each spike, the anthers from
proximal and distal flowers were removed because these flowers are not synchronous with the
others (Szarejko 2003). Thirty collected anthers from the same spike were incubated in a 5.5
cm diameter Petri dish in 10 mL of a medium containing mannitol (62 g/l), providing an
osmotic pressure of 180 mosm/L, and copper sulphate (10 uM) or not. Anthers were
pretreated at 4°C in the dark at 80% of relative humidity and sampled after 0, 3, 6, 9, 15, 24,
36, 48, 72 and 96 h for RNAs extraction.

NBT Staining

0,* was detected in situ as described by Doke (1983) with some modifications. Before the
pretreatment and after 48 h and 96 h, anthers were immersed in 0.1% NBT (yellow nitroblue
tetrazolium), 10 mM NaN3; and 50 pM NADPH. After 20 min staining at room temperature
under light, the NBT-treated anthers were placed in 95% (v/v) ethanol to stop the reaction,

remove pigments, and preserve the tissue integrity.

RNA extraction, RT-PCR and quantitative Real-Time RT-PCR analysis

One hundred and eighty anthers (approximately 50 mg), collected from 6 different spikes,
were collected for each sample and ground in liquid nitrogen. Total RNAs were isolated with
Extract All® protocol (Eurobio) according to the manufacturer's instructions.

RNAs were reverse transcribed with SuperScript III First-Strand Synthesis System
(Invitrogene™) according to the manufacturer's instructions. We used barley actin and efla
genes to normalyse the different samples for differences in the amount of plant RNA (Gjetting
et al. 2004). We followed expressions of 11 genes involved in the different plant stress
response pathways (Table 1).

PCR conditions were those described by Bézier ef al. (2002): 95°C for 15 s (denaturation)
and 60°C for 1 min (annealing/extension) for 40 cycles on a GeneAmp 5700 Sequence
Detection System (PE Biosystems). Transcript level was calculated using the standard curve
method and normalized against barley actin and efla genes as an internal controls (Gjetting et
al. 2004). The sample at the sampling stage (TO) was used as a reference sample for each

cultivar. Experiments were repeated 5 times in duplicate.
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Fig. 1: A. Young microspore (Y M) characterized by its round shape nucleus (arrowhead). X 450. B. Vacuolated
microspore (VM) with typical lens shape nucleus (arrowhead). X 450. C. Young pollen grain (YPG) including
the 2 nuclei (arrowheads), one in the vegetative and one in the generative cell. X 450. D. Mature pollen grain
(MPG) with two sperm cells (arrowheads) and the vegetative cell (star). X 450.

TO T48 T96

Fig. 2: Histochemical localization of O,® generation in anthers at sampling (T0), after 48 h (T48) and after 96 h
(T96) of pretreatment by nitroblue tetrazolium (NBT) staining. NBT forms a blue-dark formazan precipitate
upon reduction by superoxide. F: filament ; Aw: anther wall ; C: connective. A. Cork anther at sampling (T0).
Typical blue staining was detected in the filament (arrowhead). X 15. B. Igri at TO. Blue staining was visible in
the filament (arrowhead). X 15. C. Focus on Igri microspore at TO. No staining was visible in vacuolated
microspores. X 150. D. Cork at T48. Anther wall exhibited moderate blue staining (arrowhead). X 20. E. Igri at
T48. Dark-blue staining was visible in the upper part of the filament, in the connective tissue and in a less extent
in the anther wall (arrowheads). X 20. F. Focus on Cork microspore at T48. Dark coloration was detected on
microspore wall (arrowhead). X 150. G. Cork at T96. Dark-blue staining was visible in filament and anther wall
(arrowhead). X 20. H. Igri at T96. Anther wall exhibited dark staining (arrowhead). X 20. I. Focus on Igri
microspore at T96. Dark staining was detected on microspore wall (arrowhead). X 150.
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Fig. 3: Expression levels of OxO and GST genes
were quantified by real-time RT-PCR during anther
20 pretreatment (3, 6, 9, 15, 24, 48, 72 and 96 hours)
o and in vivo development. --3-- Igri mannitol
601 GST pretreated anthers ; —m— Igri mannitol and copper
sulphate pretreated anthers - @ Igri pollen
development ; --<--- Cork mannitol pretreated
anthers ; —— Cork mannitol and copper sulphate
pretreated anthers - - O Cork pollen
development
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Results
Kinetic of pollen development

We have defined the kinetic of pollen in vivo development in order to compare the data with
the duration of anther pretreatment. Pollen development was synchronous in the 2 cvs. At the
time of sampling, microspores were at the uninucleate stage, as revealed by the round shape
nucleus (Fig. 1A). Most of the microspores reached the late uninucleate stage 48 h afterwards
(Fig. 1B), the young pollen grain stage after 96 h (Fig. 1C) and the mature pollen grain stage
one day later (Fig. 1D).

Superoxide radical detection

At the time of sampling, no reaction was visible in the anther wall or in the microspores,
except in the upper part of the filament of the both cvs. (Figs. 2A, B, C). After 48 h of
pretreatment, dark blue typical stain was observed in the anther wall of the Cork cv. (Fig. 2D),
in the connective tissue of the Igri cv. (Fig. 2E) and the staining was positive on the pollen
wall (Fig. 2F). The staining was more intense at the end of anther pretreatment, especially in
the spring cv. Cork (Figs 2G, H). At that time the reaction was also positive in the pollen wall
(Fig. 2I).

Genes encoding enzymes protecting against oxidative stress
Both OxO and GST genes were studied (Fig. 3). The transcript level of both genes did not
fluctuate significantly in the anther during in vivo pollen development. In Igri the expression
of the OxO gene was similar in anthers pretreated with and without copper. The expression
was stimulated after 15 h of treatment and slowly increased thereafter until the end of
pretreatment to reach a 200-fold induction factor. In Cork transcript accumulation was much
higher than in Igri, reaching up to 1,000 fold at 96 h, but the expression profile depended on
copper sulphate. In the absence of copper sulphate, there was a regular increase of expression
between 24 and 96 h of pretreatment. With copper sulphate a strong induction was observed
after 6 h of pretreatment (induction factor close to 400), followed by a more progressive
increase until 48 h. The induction factor thus reached 800 and next slightly augmented until
the end of pretreatment.

The expression of the GST gene was similar in presence or absence of copper sulphate
except at 48 h in the Cork cv. In Igri, the expression increased during the first 24 h and thus

remained constant. In Cork without copper, a first peak was noticed after 15 hours and a
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Lox

Fig. 4: Expression levels of Lox, AOS and AOC genes
were quantified by real-time RT-PCR during anther
pretreatment (3, 6, 9, 15, 24, 48, 72 and 96 hours) and in
vivo development. --ox-- Igri mannitol pretreated
anthers; —m— Igri mannitol and copper sulphate
pretreated anthers - -—@-- Igri pollen development ;
--<---  Cork mannitol pretreated anthers ;
—— Cork mannitol and copper sulphate pretreated
anthers - O~ Cork pollen development
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Fig. 5: Expression levels of selected five PR-genes
were quantified by real-time RT-PCR during anther
pretreatment and in vivo development. ---o-- Igri
mannitol pretreated anthers; —m— Igri mannitol and
copper sulphate pretreated anthers - -@-- Igri pollen
development ; --<>-- Cork mannitol pretreated anthers
—— Cork mannitol and copper sulphate pretreated
anthers - Q- Cork pollen development
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second one at 48 h. In the presence of copper, the first peak appeared after only 3 h and a

second one at 9 h. In both cases, the induction factor was in the range of 30 at 48 and 96 h.

Genes encoding enzymes involved in JA biosynthesis

Here again the expression of the 3 Lox, AOS and AOC genes were only poorly or not induced
in the anthers during in vivo pollen development (Fig. 4). When the medium was devoid of
copper sulphate the Lox gene expression was induced in the anthers of both cvs. within 6 h
after the onset of pretreatment. The transcript level next increased during the whole of
pretreatment with a final induction factor slightly higher in Igri than in Cork. Globally the
induction profile of this gene was similar to the one above in copper sulphate treated anthers
but at a lower level. In Igri anthers the expression of the 40S gene progressively increased
during pretreatment whether the medium contained copper sulphate or not. In Cork anthers, a
peak of expression was observed after 36 or 48 h depending on the presence of copper.
Regarding the AOC gene, its expression was slightly stimulated in the first hours of
pretreatment whatever the cv. and the presence of copper and then decreased to the basal

level.

Genes encoding PR proteins
In this respect PRI, Gluc, PR10, Barwin and Chit 2b were followed and appeared as the most
responsive genes to the pretreatment conditions (Fig. 5). During in vivo pollen development
their expression was stimulated but with low induction factors. It should be noticed however
that in Cork, the transcript level of the PR/ gene was similar to the level in copper sulphate
treated anthers.

During pretreatment the anthers of the 2 tested cvs. did not react in the same way (Fig. 5).
In Igri, the transcript level of the 5 genes augmented during anther pretreatment. The increase
was regular considering both PRI and Gluc genes. In the case of PRI0, Barwin and Chit 2b,
the expression suddenly augmented at 24 h and continued to increase regularly thereafter until
the end of pretreatment. Despite a global similar profile, some differences among various
gene expressions could be noticed. First the induction factor was in the same range
considering PRI, Gluc or PRI0 genes, reaching 20-30 after 4 days of treatment. In the
meantime, the expression of the Barwin gene was enhanced by 270. The most spectacular
induction was registered following the Chit 2b gene since the expression was multiplied by up
to 5,300 at the end of pretreatment without copper sulphate. Second the presence of copper

sulphate did not modify PRI/ or Gluc transcript levels when compared to the treatment
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Fig. 6: Expression levels of PAL were quantified by
real-time RT-PCR during anther pretreatment (3, 6, 9,
15, 24, 48, 72 and 96 hours) and in Vvivo
development.- - &+ - - Igri mannitol pretreated anthers ;
—&— Igri mannitol and copper sulphate pretreated
anthers - -—@-— Igri pollen development ;
--<-- Cork mannitol pretreated anthers ;
—&— Cork mannitol and copper sulphate pretreated
anthers - O~ Cork pollen development
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without copper but it generated a lower induction of expression for PR10, Barwin and Chit 2b
genes.

In Cork gene expression in anthers treated without copper could be compared to the one in
Igri, except the Chit 2b and the Barwin genes for which the maximum of induction was
measured at 48 h and remained stable thereafter. When compared to in vivo pollen
development, the addition of copper sulphate in the pretreatment medium resulted in the
absence of significant stimulation of PR/ and PRI(0 gene expression and a lower induction
(only 3 fold) of the Gluc gene expression. In the meantime the Barwin transcript level was
similarly to the one in Igri, whereas, there was no significant difference in the transcript level

of the Chit 2b gene related to the presence of copper sulphate.

Gene encoding an enzyme involved in the phenylpropanoid biosynthesis pathway

In both cvs. the expression of the PAL gene was not significantly stimulated during in vivo
pollen development (Fig. 6). In absence of copper sulphate, the PAL transcript level remained
stable during the first 24 h but next increased 5 fold in Igri and up to 10 fold in Cork until the
end of the pretreatment. In the presence of copper, there was weak or no stimulation of the

PAL gene expression either in Igri or in Cork.

Discussion

Our results show that barley anthers are able to perceive abiotic stressing conditions very

early during pretreatment and to respond by triggering various aspects of stress related

physiology.

An oxidative burst occurs in anthers during pretreatment

The pretreatment induces an oxidative burst in anthers as revealed by the formation of O,*
that gives rise to hydrogen peroxyde H»O,. This result indicates that the anther is sensitive to
pretreatment. Indeed oxidative burst is one of the earliest response of plant cells to various
types of stresses (Bolwell et al. 2002; Rentel et al. 2004) and leads to reactive oxygen species
(ROS) accumulation (Bhattacharjee 2005). Among ROS, H,0O, may have a central role in the
anthers as diffusible signal molecule allowing selective induction of defence-related genes
(Varnova et al. 2002). Since the NBT positive reaction was mainly detected in the anther wall
layers and poorly in the microspores, the question remains however whether the microspores,
which represent the targets of the process, also develop an oxidative burst and thus react to the

stress of pretreatment.
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In addition, the pretreatment stimulates the OxO expression. Oxalate oxidase is a germin-
like protein which degrades oxalate into H,O, and CO, (Woo et al. 1998). The expression of
OxO gene is either constitutive in some reproductive tissues (Dunwell et al. 1998), or induced
following pathogen attack (Dunwell et al. 1998) and upon environmental stresses (Hurkman
et al. 1994; Zhang et al. 1995; Zhou et al. 1998), especially in barley (Hurkman and Tanaka
1996). In our system, the production of ROS during the pretreatment is coherent with the
expression of this gene (Woo et al. 1998).

Our results also show that there is an induction of GST expression in the anther during
pretreatment. The stimulation of this gene expression may be correlated with 3 processes that
occur in the anther. First GSTs are involved in cell protection against the harmful effect of
ROS (Marrs 1996; Kampranis et al. 2000). It is likely that ROS represents a secondary stress
factor responsible for the induction of antioxidant enzymes. Indeed many types of biotic and
abiotic stresses are known to cause oxidative stress (Gong et al. 2005), the promoter region of
many plant GST genes contains elements responsive to ROS (Chen and Singh 1999; Garreton
et al. 2002) and O,* is produced in barley anthers during pretreatment. It should be noticed
that GST gene expression is also stimulated under stress that do not lead to ME (Maraschin et
al. 2006), meaning that its expression is stimulated upon stressing conditions whatever the
fate of microspores. Second, it has been reported that GST gene expression is spatially and
temporally regulated during plant development (Marrs 1996, Bailly et al. 2004), especially in
barley during both in vivo microspore development and following in vitro stress pretreatment
(Maraschin et al. 2006). Third, GST gene expression is associated with in vitro morphogenesis
(Holmberg and Biilow 1998; Gong et al. 2005) although the mechanism whereby stress
enhances morphogenesis is not clear. So far, the up-regulation of the GST gene in microspore
derived embryos is considered as a precocious marker of microspore embryogenesis in barley

(Vrinten et al. 1999; Maraschin et al. 2006).

The pretreatment stimulates defence and stress-related gene expression

The expression of the 3 genes encoding the first enzymes involved in JA biosynthesis is
stimulated in the anther during stressing pretreatment. This is in accordance with the literature
since JA is known to be involved in plant reaction to biotic or abiotic stresses (Czapski and
Saniewski 1992; Ozturk et al. 2002; Afitlhile et al. 2005; Lorenzo and Solano 2005). The
anther pretreatment inducing microspore reorientation is a typical abiotic stress caused by
coldness and high osmotic pressure. The presence of copper sulphate in some experiments

may also be considered as an abiotic additional chemical stress. In greater details, our data
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show that the peak of 4OC transcripts is over after 24 h in Igri and 36 h in Cork, while the
levels of both Lox and 4OS trancripts continued to increase. We thus suppose that (i) the
stress of the pretreatment stimulates the expression of the 3 Lox, A0S and AOC genes within a
few hours and leads to the synthesis of JA and (ii) after a few hours, a negative feedback
leading to the reduction of 4OC expression occurs, although both Lox and A0S expression
remains stimulated.

Genes encoding PR proteins are known to be expressed during the end of both flower and
pollen development (Lotan et al. 1989; Worrall et al. 1992; Van Loon et al. 2006), especially
in barley anthers (Liljeroth et al. 2005). It is thus not surprising to measure their expression
during in vivo pollen development, i.e. PRI, which expression at the young pollen grain stage
is higher than in copper sulphate stressed anthers of Cork.

Beside their developmental regulation, genes encoding PR proteins have their expression
stimulated by pathogens but also by abiotic stresses such as drought, salinity, wounding or
elicitor treatments (Hanfrey et al. 1996; Thomma et al. 1998; Yeh et al. 2000). Our study
confirms that abiotically stressed anthers of barley also react by inducing the expression of
genes encoding PR proteins. PRI, Gluc and PRI(0 gene expression is stimulated during the
whole of pretreatment. These genes are known to respond to fungal infection in barley
(Gjetting et al. 2004; Leah et al. 1991; Steiner-Lange et al. 2003) but no information is
available about their involvement in response to abiotic stress. Similarly, Barwin encodes a
protein similar to the antifungal chitin-binding protein hevein from rubber tree latex and its
expression has been described as induced in response to ethylene stimulus or virus infection
(Pritsch et al. 2000; Wu et al. 2004). It seems that all these genes may also be regulated in the
anthers of barley undergoing the abiotic stress of pretreatment.

The expression profile of the Chit2b gene is of particular interest in the context of ME, and
this for several reasons. First it is the most stimulated among the 11 tested genes, the
induction factor reaching up to 5,300. Second chitinases are known to play a nursing role in
carrot somatic embryogenesis by providing somatic embryogenesis-promoting factors (Van
Hengel 1998) and are next required for the process of carrot embryogenesis itself (Kragh et al.
1996). Third, chitinases catalyse the hydrolysis of arabinogalactan proteins (Van HenGel et al.
2001), which are accurately regulated during the process of ME in maize and other species
(Thompson and Knox 1998; Paire et al. 2003; Borderies et al. 2004). Fourth, in addition to its
implication in plant reaction to pathogen attack (Kruger et al. 2003; Gjetting et al. 2004),
Chit2b gene seems to be also involved in cold resistance (Yeh et al. 2000) which coincides

with the anther pretreatment that is performed at 4°C. We can suppose that the induction of
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Chit2b gene expression is correlated to both the anther reaction to pretreatment stress and the
triggering of microspore reorientation through the regulation of AGPs.

Similarly to PRI, the expression of the PAL gene encoding the PAL first enzyme in the
synthesis of phenylpropanoids (Kervinen et al. 1998; Wen et al. 2005) is slightly stimulated in
the in vivo developed anthers. This is coherent with previous findings demonstrating the
requirement of phenylpropanoids for normal pollen development (Van der Meer et al. 1992;
Matsuda et al. 1996). However the pretreatment without copper results in a higher stimulation
of PAL gene expression in barley anthers, which is in accordance with the literature indicating
this gene as responsive to abiotic stresses (Peltonen and Karjalainen 1995; Kervinen et al.

1998).

Copper sulphate seems to limit induction of defence-related gene expression

The presence of copper in the pretreatment medium has not the same effects in the two tested
cvs. The stimulation of gene expression is poorly modified in Igri whereas the one in Cork is
much more limited, especially considering PRI, Gluc and PRI0 genes. However, the
stimulation of Chit2b and Barwin gene expression is lower in the presence of copper for both
cvs. In this respect copper sulphate at 10 pM acts as a "stress buffer" and limits defence gene
expression in response to pretreatment stress, especially in the Cork cv. The reason of this
differential reaction remains to be elucidated. However, a weaker reaction of the Cork anthers
to the stress of pretreatment due to copper may be correlated to a better response of
microspores to the ME process (Jacquard et al. 2008).

High copper concentrations are known to generate stress leading to the production of ROS
in wheat (Navari-1zzo et al. 1998) or in Arabidopsis thaliana (Drazkiewicz et al. 2004). In the
barley cv. Nure, copper alone stimulates the expression of more defence genes than the
combination of cold and copper stress (Atienza et al. 2004). Our results are in agreement with
these latter data. To date, our pretreatment additionally contains mannitol which represents a

third source of osmotic stress that may interact with this reaction.

Whatever anther or isolated microspores culture is used for DH production, the stressing
pretreatment that induces the arrest of microspore gametophytic programme and reorientes
towards a zygote programme occurs in complete anthers, even though efficient protocol
avoiding pretreatment was recently optimized (Sahariatpanahi et al. 2006b). Thus the
understanding of the biological process that leads to this huge phenomenon must take the

whole organ into account and the physiological processes that occur within the anther. The
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mRNAs were extracted from the whole anthers including anther wall layers and the target
microspores. The variation in gene expression may thus be related to this situation.
Especially, it is difficult to estimate whether genes are expressed in the sporophytic or
gametophytic tissues of the anther. This point should be further deepened in the future using
either in situ hybridization or differential measurement of gene expression separating anther

wall and microspores.
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Conclusions

L'utilisation de 1'embryogenése pollinique chez les céréales, en perticulier chez 1'orge,
est limitée par la régénération d'une proportion plus ou moins importante de plantules albinos
selon les especes et les cvs. Afin d'améliorer les rendements en plantules chlorophylliennes,
nous avons abordé ce probléme d'un point de vue fondamental et appliqué. Nous nous
sommes fixés comme objectifs d'optimiser les rendements de la culture d'anthéres et
d'améliorer nos connaissances sur les mécanismes impliqués dans la réorientation de la

microspore a l'intérieur de 'anthere.

3.1. Impact de différents parametres sur la culture d'anthéres

3.1.1. Effets du sulfate de cuivre

La phase de prétraitement permet la réorientation de la microspore grace a
l'application d'un stress, servant de facteur déclenchant (Touraev ef al. 1996¢ ; Maraschin et
al. 2005a ; Shariatpanahi et al. 2006a). Le prétraitement constitue donc 1'étape clé de la
technique. De précédents travaux au laboratoire ont montré qu'un stress osmotique couplé a
un stress froid permet d'améliorer les rendements en plantules chlorophylliennes chez I'orge
(Caredda et al. 1999).

Le cuivre est connu pour avoir un réle important pendant le développement pollinique
chez les céréales (Jewell ef al. 1988 ; Azouaou et Souvré 1993). De plus il est impliqué dans
la chaine de synthése de chlorophylle et dans la photosynthése (Maksymiec 1997 ; Caspi et al.
1999). Plusieurs travaux suggerant un effet positif du sulfate de cuivre sur la culture in vitro
de différents explants chez 1’orge (Dahleen 1995 ; Cho et al. 1998 ; Nuutila et al. 2000b ;
Wojnarowiez et al. 2002), nous nous sommes intéressés a l'effet du sulfate de cuivre dans les
milieux utilisés en culture d'anthéres chez l'orge (Figure 12).

L'utilisation du cv. d'hiver modele Igri et de cinq cvs. de printemps régénérant
majoritairement des plantules albinos nous a permis d'appréhender au mieux l'impact de
l'addition de sulfate de cuivre dans les milieux. Le sulfate de cuivre permet d'améliorer la
réponse des anthéres, le nombre de plantules régénérées, ainsi que le pourcentage de plantules
chlorophylliennes chez le cv. d'hiver Igri (Publication II). La concentration de 10 pM fournit
les meilleurs résultats pour ce cv. Les essais menés sur les cvs. de printemps indiquent que la
concentration optimale varie selon les cvs (Publication IIT). Une trop forte concentration de

cuivre s'aveére nocive puisque pour tous les cvs. étudiés, les concentrations supérieures ou
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¢gales a 40 uM engendrent une trés forte altération de tous les paramétres étudiés. Les
concentrations de 10 uM et 20 uM ont donné les meilleurs résultats. L'ajout de sulfate de
cuivre engendre une augmentation du nombre de plantules régénérées de pres de 50% et
surtout un pourcentage de plantules chlorophylliennes plus fort. Ce dernier parametre peut
étre multiplié¢ d'un facteur 20 selon les cvs. Les deux cvs. Douchka et Prisma produisent
respectivement 4 et 12 % de plantules chlorophylliennes avec 20 uM de cuivre dans les
milieux. De méme les hybrides Primus/Anni et Dziugiai/Ansis, qui ne régénerent que des
plantules albinos avec un prétraitement mannitol, présentent un pourcentage respectif de
plantules chlorophylliennes de 33 et 100% lorsque 10 uM de sulfate de cuivre sont ajoutés au
milieu. Ces deux cvs. n'avaient pour le moment jamais régénéré de plantules
chlorophylliennes. Le cuivre a donc permis de débloquer le systeme et de régénérer des
plantules chlorophylliennes chez ces cvs. L'exploitation génétique de la biodiversité de ces
cvs. devient possible pour les sélectionneurs.

De précédents travaux avaient montré une altération des chloroplastes lors du
développement pollinique plus précoce chez le cv. Cork que chez le cv. Igri (Caredda et al.
2000). Les auteurs avaient émis 'hypothése que cette dégradation pourrait étre a 1'origine de
la régénération de plantules albinos. Afin de caractériser le processus impliqué dans cette
dégradation chloroplastique, nous avons suivi la MCP lors du développement pollinique ainsi
que suite au prétraitement. Le cv. Igri présente une MCP plus précoce que le cv. Cork. En
effet, le cv. Igri présente une altération du tapis des le stade jeune microspore alors que le cv.
Cork ne présente ces symptomes qu'a partir du stade microspore vaccuolisée. Le processus
responsable de la dégradation chloroplastique semble étre indépendant du phénoméne de
MCP observé lors du développement pollinique dans les cellules staminales. Aprés le
prétraitement, avec ou sans ajout de cuivre, nous pouvons détecter de la MCP dans les deux
cvs. Le prétraitement ne stoppe donc pas la MCP et 1'effet bénéfique du sulfate de cuivre ne
semble pas li¢ a une action sur la MCP.

Nos expériences montrent donc que I'ajout de sulfate de cuivre dans les milieux de
prétraitement et de culture améliorent de fagon significative l'ensemble des paramétres étudiés
en embryogenese pollinique chez l'orge. L'albinisme est encore majoritaire chez certains cvs
mais 'apport de cuivre permet la régénération de plantules chlorophylliennes méme chez les

cvs. récalcitrants.
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3.1.2. Effets de la saison

Jihne et al. (1991) et Ritala et al. (2001) avaient constaté que les conditions
climatiques et environnementales peuvent influer sur la réussite de I'embryogenése pollinique
chez l'orge. La culture de nos plantes et des anthéres in vitro sont réalisées en conditions
(température, hygrométrie, photopériode) standardisées. Cependant nous avons voulu tester si
la saison a laquelle les plantes étaient cultivées pouvait avoir un effet sur les parameétres de
I'embryogenése pollinique (Figure 13).

Le pourcentage de réponse des anthéres ne varie pas de maniere significative en
fonction de la saison a laquelle la technique est appliquée (Publication IV). Ce paramétre est
proche de 60% pour le cv. Igri et 55% pour le cv. Cork. Par contre la régénération semble étre
dépendante de la saison. En effet l'utilisation d'épis prélevés sur des plantes cultivées d'Avril a
Aolit permet la régénération de deux fois plus de plantules que pendant les autres mois de
l'année. Le pourcentage de plantules chlorophylliennes régénérées ne présente pas de
variation significative en fonction de la saison chez le cv. Cork, mais le cv. d'hiver Igri
présente une plus forte proportion de plantules chlorophylliennes de Mai a Septembre.

Nos résultats prouvent que, malgré l'attention portée aux différents parametres de
culture, la saison a laquelle les plantes meres sont ¢levées influe sur les résultats obtenus en
embryogenése pollinique. La saison a laquelle les plantes sont cultivées doit donc étre prise en

compte afin d'évaluer au mieux la réussite et le rendement de la technique.

3.1.3. Effets de la position de 1'épi sur le plateau de tallage

Les céréales ont la caractéristique de présenter un plateau de tallage (Moule 1971). Ce
plateau représente la zone, sous la surface du sol, de laquelle partent toutes les ramifications.
Cette caractéristique des Poacées influencant les rendements agrnonomiques (Moule 1971),
nous avons ¢étudié les résultats obtenus en embryogenése pollinique en fonction de la position
de I'épi sur le plateau de tallage (Figure 14).

La réponse des antheres est affectée par la position de 1'épi sur le plateau de tallage
(Publication IV). En effet, la réponse la plus importante est obtenue avec les épis prélevés sur
les brins maitres avec pres de 80% pour le cv. Igri et 60% pour Cork. Par ailleurs, plus les
€épis se trouvent sur une talle éloignée du brin maitre et plus la réponse diminue. Avec les épis

de la quatriéme talle, a peine plus de 30% des antheres produisent des embryons.
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La régénération des plantules est également dépendante de la position de 1'épi sur le
plateau de tallage. Les anthéres issues des épis prélevés sur les brins maitres forment un
nombre maximal de plantules chez les deux cvs. Ce nombre de plantules décroit ensuite
progressivement avec 1'¢loignement de la talle et se retrouve diminué de moitié lorsque les
anthéres sont issues des €pis des quatriémes talles.

Pour conclure cette étude, nous avons éxaminé 1'impact du plateau de tallage sur le
pourcentage de plantules chlorophylliennes régénérées. Les épis issus des brins maitres ainsi
que des premicres, troisiemes et quatricmes talles ne présentent pas de variation significative
de ce paramétre. En effet, les anthéres récoltées sur les épis provenant de ces talles régénérent
en moyenne 2% de plantules chlorophyllienes chez le cv. Cork et 80% chez le cv. Igri. Les
épis prélevés sur la deuxiéme talle engendrent des pourcentages de plantules
chlorophylliennes régénérées bien plus importants. Ainsi, les antheres issues de la deuxiéme
talle permettent la régénération de 35% de plantules chlorophylliennes chez le cv. Cork et
90% chez le cv. Igri. Les hormones sont réparties selon un gradient de concentration dans le
systeme racinaire (Casimiro et al. 2003). Nous pouvons donc supposer que la deuxieme talle
présente une balance hormonale optimale qui permet une régénération de plantules
chlorophylliennes plus importantes. Le dosage des différentes hormones, par spectroscopie de
masse par exemple (Edlund et al. 1995), au niveau de chaque talle permettrait peut-étre de
confirmer cette hypothése.

La position de 1'épi sur le plateau de tallage influence donc les résultats obtenus en
embryogenese pollinique. L'utilisation des épis issus du brin maitre est préférable pour
I'obtention d'un maximum de plantules. Mais pour obtenir un pourcentage optimal de
plantules chlorophylliennes c'est la deuxieme talle qui doit étre privilégiée.

Nos travaux prouvent que les rendements en embryogenése pollinique, notamment au
niveau de la régénération de plantules chlorophylliennes, peuvent encore étre améliorés.
L'utilisation du sulfate de cuivre, une attention particuliére portée a l'origine de 1'épi, ainsi
qu'une culture aux périodes propices sont autant de facteurs qui peuvent contribuer a

l'optimisation de la technique.

3.2. Suivi de divers marqueurs de défense

Face aux divers stess auxquels la plante est confrontée, elle met en place des stratégies

d'adaptation et de défense (Netting 2002). Comme nous 'avons déja signalé précédemment, la
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réussite de I'embryogenése pollinique dépend de la qualité du stress appliqué. Pour la culture
de microspores isolées (Li et Devaux 2003) comme pour la culture d'antheres (Jacquard et al.
2003), le prétraitement s'applique toujours aux antheéres complétes. Nous avons donc voulu
comprendre les mécanismes biologiques qui sous-tendent la réorientation de la microspore
suite a un stress de I'anthére compléte. Pour ce faire, nous avons vérifi¢ si l'application du

stress lors de la phase de prétraitement induisait une réponse au niveau de 'anthére.

3.2.1. Burst oxydatif

Nous avons suivi la production d' O,*" durant la phase de prétraitement (Publication
V). Au moment du prélévement de l'anthére, nous avons constaté une production accrue au
niveau du filet et plus précisément a I'endroit de la blessure causée par le prélevement. Cette
production confirme qu'un stress tel que la blessure engendre une synthése d' O,° au niveau
de l'anthére. Aprés 48 et 96 heures de prétraitement, nous avons constaté la présence d' O,
dans les différents tissus de I'anthére. Le burst oxydatif nous permet donc de confirmer que les
anthéres pergoivent bien le prétraitement comme un stress et y répondent en mettant en place

une synthése d'EAO.

3.2.2. Genes de réponse aux stress

Afin de mieux appréhender les mécanismes impliqués dans la réorientation de la
microspore, nous avons ¢étudié l'expression de plusieurs geénes pendant la phase de
prétraitement ainsi que durant le développement pollinique (Publication V). Les différents
genes codant des protéines PR présentent une induction de leur expression durant le
prétraitement 10 a 5000 fois supérieure a celle observée in vivo. Les génes codant des
protéines de détoxification sont fortement induits (facteur 10 a 1000) pendant le prétraitement.
A ce niveau nous n'avons pas constaté de différences significatives entre les deux cvs étudiés.

L'ajout de cuivre dans le milieu de prétraitement semble agir comme un "tampon" au
niveau des anthéres, notamment chez le cv. Cork. Ces derniéres présentent en effet des
inductions de génes plus progressives et moins fortes d'un facteur 5 en moyenne que celles
prétraitées sans cuivre. Carreda et al. (1999) ont montré qu'un choc osmotique affectait moins
la structure plastidiale qu'un choc au froid. Le stress osmotique pourrait géncrer des
mécanismes de défense différents de ceux induits par une exposition longue au froid. L'ajout

\

de cuivre pourrait limiter 'effet du choc osmotique et mener a un effet moins brutal du
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prétraitement au niveau des antheéres. Le stress est donc nécessaire a la réorientation de la
microspore, mais la réussite de la technique, chez l'orge, réside peut-étre dans la capacité de
l'anthére a limiter 1'impact de ce stress au niveau de ses microspores.

Les travaux que nous avons menés ont permis de mettre en évidence l'activation de
mécanismes de défense dans les anthéres pendant la phase de prétraitement chez les deux cvs
testés. Nous pouvons supposer que les différentes voies de réponse aux stress sont activées
puisque nous avons suivi des génes impliqués dans la syntheése de protéines PR, dans la voie
des phenylpropanoides, ainsi que dans la voie de I'AJ et dans la réponse au burst oxydatif.
Dans tous les cas, nous avons pu constater une induction de I'expression de ces genes.
Cependant nous ne savons pas si les geénes sont exprimés dans la microspore ou bien au
niveau des tissus de I'anthére qui transmettent ensuite 'information a la microspore. Dans tous
les cas, la perception du stress par les anthéres engendre une cascade de mécanismes de

défense qui pourraient étre en partie responsables de la régénération de plantules albinos.
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L'embryogenése pollinique chez les cvs. de printemps d'orge est améliorée mais n'est
pas encore totalement maitrisée. L'utilisation de sulfate de cuivre ayant donné de trés bons
résultats sur les différents cvs récalcitrants testés, il semble judicieux d'étendre son utilisation
aux autres cvs, voire aux autres céréales récalcitrantes.

Les résultats obtenus montrant un effet selon la saison, il semble intérressant d'utiliser
I'embryogenése pollinique durant les mois les plus favorables de 1'année.

La position de 1'épi sur le plateau de tallage influe sur les résultats obtenus. Si cet effet
est confirmé chez les autres céréales, l'utilisation des épis provenant des talles les plus
prolifiques permettrait I'optimisation des rendements en plantules chlorophylliennes et donc
l'utilisation plus aisée de la technique pour les cvs. produisant exclusivement des plantules
albinos.

La sélection de 1'épi, le choix de la saison et l'apport de sulfate de cuivre permettent
d'améliorer les rendements de 1'embryogenese pollinique chez 1'orge. L'utilisation combinée
de ces trois paramétres permettrait peut-étre de cumuler leurs effets bénéfiques sur les
rendements en plantules chlorophylliennes.

L'é¢tude de l'expression de différents génes de réponse aux stress nous a permis
d'identifier des marqueurs de réponse au prétraitement chez l'orge. Les récentes études
menées par d'autres équipes chez Brassica napus L. (Joosen et al. 2007 ; Malik et al. 2007 ;
Tsuwamoto et al. 2007), I'orge (Maraschin et al. 2006 ; Mufioz-Amatriain et al. 2006) et le
tabac (Hosp et al. 2006 ; Hosp et al. 2007) ont montré 'activation de divers geénes marqueurs
de I'embryogenése pollinique. Ces études ne rapportent cependant aucun résultat sur les génes
codant les protéines PR et trés peu sur les génes de défense en général. La reprogrammation
de la microspore ne pouvant s'effectuer que par l'application d'un stress, il est probable que les
mécanismes de défense soient activés pendant la phase de pretraitement. La poursuite et
l'approfondissement de notre étude sur 1'expression des génes de réponse aux stress semblent
donc nécessaires pour une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués
dans la réorientation de la microspore, et donc pour comprendre le lien entre le stress appliqué
et la réorientation de la microspore.

Nos résultats actuels portent sur 1'anthére enti¢re, nous ne savons donc pas si les génes
sont induits dans les tissus sporophytiques de 1'anthére, dans les microspores ou les deux. Des
¢tudes d'hybridation in situ (Jones et al. 1990) nous permettraient de localiser les lieux de
synthése des ARNm et par conséquent de répondre a cette question. La culture de microspores
isolées permet la régénération d'un plus grand pourcentage de plantules chlorophylliennes que

la culture d'antheres (Cistué et al. 1995 ; Luckett et Smithard 1995 ; Li et Devaux 2003). La
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localisation in situ de I'expression des divers génes permettrait peut-étre d'¢lucider la cause de
ces différences de régénération.

Le burst oxydatif étant un évenement précoce de la réponse aux stress il est nécessaire
de le caractériser afin de mieux cibler les génes a étudier par la suite. Des tests de suivi de
synthése d'H,0,, d'oxyde nitrique ou encore de radicaux libres pourraient étre envisagés afin
de mieux caractériser le burst oxydatif.

Nos résultats ont montré 1'activation des mécanismes de défense lors de la phase de
prétraitement. Il serait intéressant d'utiliser des mutants des diverses voies de signalisation
afin d'affiner ces résultats. Chez 1'orge il n'y a pas encore de mutants identifiés pour toutes les
voies métaboliques impliquées dans la signalisation et la réponse aux stress. Ces mutants sont
identifiés chez Arabidopsis. 11 semble donc nécessaire de développer un protocole de culture
d'anthéres chez cette espece, afin de pouvoir étudier les mécanismes moléculaires impliqués
lors de la phase de prétraitement et donc dans la réorientation de la microspore. L'utilisation
des divers mutants permettra d'identifier les voies impliquées dans la réponse au stress et
nécessaires a la réorientation de la microspore.

Nous avons démontré que le cuivre ajouté dans les milieux de prétraitement et de
culture conduisait a 'amélioration du pourcentage de plantules chlorophylliennes régénérées.
Le cuivre est impliqué dans la synthése de chlorophylle et dans la photosynthése (Maksymiec
1997 ; Caspi et al. 1999). L'étude des différents geénes codant les protéines impliquées dans la
synthése de chlorophylle nous permettrait peut-étre d'observer des différences d'expression
entre les échantillons cultivés sur les milieux enrichis ou non en cuivre. La régénération de
plantules chlorophylliennes est peut-étre diie a une activation de certains de ces génes par
l'ajout de cuivre.

La chaine de syntheése de chlorophylle est un processus comprenant de nombreuses
¢tapes. La chlorophylle est synthétisée a partir de la forme activée du glutamate (GLU-
tRNASY). Ce substrat est réduit en acide 1-semialdéhyde-glutamique (GSA) puis en acide &-
aminolévulinique (ALA). Dix étapes supplémentaires sont ensuite nécessaires pour former de
la chlorophylle a et onze pour former la chlorophylle b. Si une des enzymes impliquées dans
ce long processus manque, la formation de chlorophylle est impossible. Des travaux
préliminaires que nous avons menés montrent que l'incubation de plantules albinos dans de
l'acide o6-aminolévulinique permet la formation de protochlorophyllide (Jacquard et al. non
publiés). La protochlorophyllide est l'avant-dernier précurseur de la chlorophylle. Ces
premiers résultats suggérent donc I'existence d'au moins deux points de blocage dans la chaine

de synthése de chlorophylle, responsables de la régénération de plantules albinos.
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L'approfondissement de ces travaux est nécessaire pour identifier le nombre de points de
blocage et leur raison. En effet, nous ne savons pas si le blocage est di a I'absence des
enzymes responsables de la formation des différents précurseurs, ou bien a I'absence de co-
facteurs de ces enzymes. Des analyses HPLC permettraient d'identifier et de quantifier les
différents pigments présents dans nos plantules albinos. Ces analyses permettraient peut-étre
aussi d'¢lucider I'effet du cuivre sur la régénération de plantules chlorophylliennes.
L'utilisation de puces a ADN Affymetrix® (Mufioz-Amatriain ef al. 2006) permettrait
d'obtenir des informations sur l'expression des geénes dans les anthéres ou les microspores
isolées pendant le prétraitement avec et sans sulfate de cuivre. L'analyse de ces résultats
permettrait peut-étre d'identifier des différences d'expression de geénes a l'origine de la
réorientation de la microspore d'une part, et responsables de la régénération de plantules
albinos d'autre part. La comparaison entre les échantillons traités avec et sans cuivre
permettrait de comprendre l'effet du cuivre et d'identifier les mécanismes moléculaires

affectés par I'ajout de cuivre.
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Embryogenese pollinique et albinisme chez I'orge

1. Résumé

L'embryogenése pollinique est une technique d'amélioration des espéces qui permet de
former de nouvelles plantes en utilisant les grains de pollen. Cette technique intéressante, car
elle permet de diminuer le temps et le colt de la sélection classique, voit son utilisation
réduite chez les céréales a cause de la régénération de plantes albinos. Ces plantes sont
blanches car elles sont dépourvues de chlorophylles et sont donc incapables de réaliser la
photosynthese. Elles sont par consequent inexploitables pour les sélectionneurs car n'étant pas
autonomes elles ne peuvent pas se développer. Leur culture est donc impossible.

Ma thése a pour but d'étudier et de comprendre les mécanismes impliqués dans la
régénération des plantes albinos afin de faire disparaitre ce frein a la sélection.

2. Les enjeux

L'objectif de mon travail était de comprendre les mécanismes impliqués dans la
régénération de plantes albinos afin d'y remédier chez I'orge et plus généralement chez les
céréales. Le but ultime était d'obtenir 100% de plantes vertes

Si cela fonctionne le laboratoire, et plus généralement la région, deviendrait leader
dans la production variétale et notamment dans la création de lignées résistantes naturellement

(agriculture durable).

3. Le contexte

Jai réalise ma these au laboratoire de Stress Défenses et Reproduction des Plantes
appartenant a I'Unité de Recherche Vigne et Vins de Champagne. Mon projet était plut6t en
marge du projet du laboratoire qui est plus tourné sur la vigne et notamment la lutte
biologique ainsi que les mécanismes de défense de cette espéce.

Trés peu de laboratoires sont en concurrence sur mon sujet aussi bien au niveau
national qu'international. Je me suis de plus intéressé a une partie non explorée jusqu'ici, ce
qui m'a permis de me retrouver "pionnier" dans le domaine. Un laboratoire letton, un autre
lithuanien et enfin des espagnols ont demandé a collaborer avec nous afin de bénéficier de nos

avanceées.
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4. Les moyens

4.1. Ressources humaines

Du point de vue de I'encadrement, mon comité de pilotage était composé de deux
professeurs d'université, d'un directeur de recherche CNRS et du directeur de recherche des
établissements Florimond Desprez (également Correspondant a I'Académie d'Agriculture de
France).

Mon directeur de thése, mais également plusieurs collégues professeurs ou maitres de
conférences m'ont beaucoup apporté sur la réflexion et I'interprétation de mes résultats.

Le sujet de ce projet étant ambitieux, les établissements Florimond Desprez se sont
chargés de me fournir une grande quantité de matériel. Le suivi des cultures était assuré par
un agent technique.

Le sujet de ma these étant ambitieux, il a servi de support a plusieurs stages de L2, L3,
et M1 que j'ai encadrés. Les stagiaires m'ont ainsi apporté une aide manuelle non négligeable

et m'ont permis de développer des aptitudes d'encadrement et de gestion de personnel.

4.2. Moyens techniques

Le premier outil mis a disposition fut la base de données Internet de 'URCA qui m'a
permis de réaliser ma bibliographie et de suivre I'évolution des recherches des autres équipes
tout au long de ma these.

Sur le plan purement technique, j'ai pu disposer de I'ensemble des équipements du
laboratoire et des collaborations m'ont permis de disposer de moyens inexistants au labo.

Jiai ainsi pu bénéficier pour la partie physiologie d'une serre, d'une chambre de culture,
d'une hotte a flux laminaire, d'un Imaging PAM et d'un LICOR. Pour la partie cytologie tout
I'appareillage nécessaire était a ma disposition, de I'inclusion a la réalisation des coupes et leur
observation. Pour la partie biologie moléculaire jai utilisé I'ensemble de l'appareillage
permettant de réaliser des extractions d'/ADN ou d'ARN, la RT-PCR quantitative temps réel
ainsi que des transformations et des clonages bactériens.

Les collaborations m'ont permis d'obtenir une plus grande quantité de matériel végétal
grace aux serres de Florimond Desprez et de réaliser des HPLC et des spectres de
fluorescence de pigments gréace a la collaboration avec les Universités de Dijon et de Liege.
Une collaboration avec I'Université d’Amiens devait me permettre de réaliser la technique
d'Hybridation In Situ mais le manque de temps ne me I'a pas permis, donc les échantillons

sont préts et j'espére pouvoir conclure ce travail aprés ma soutenance.
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4.3. Réseau

Le laboratoire noue de nombreuses collaborations avec des laboratoires de I'URCA
(laboratoires d'oenologie, de biochimie, de biologie cellulaire) mais également d'autres
Universités nationales (Amiens, Bordeaux, Lille, Tours, Dijon, Strasbourg). Sur le plan
international, le laboratoire travaille avec I'Académie des Sciences de Sofia (Bulgarie),
I'Institut de Génétique et Microbiologie de Vienne (Autriche), le laboratoire de Génétique et
Physiologie de I'Institut Lithuanien d'Agriculture, Le Nova Scotia Agricultural College
(Canada) et les Universités de Caroline du Nord (U.S.A.), Chiayi (Taiwan), Leiden
(Hollande), Liege (Belgique), Sienne (ltalie) et Wirzburg (Allemagne). Il existe également
des liens avec des entreprises : B2B, Florimond Desprez, Goémard, Moet et Chandon ainsi
qu'avec des instituts régionaux (CIVC) ou nationaux (INRA / CNRS / INA-PG).

Le laboratoire est également impliqué dans plusieurs réseaux : le Réseau Inter-régional
Alsace-Bourgogne-Champagne “Vignes et Vins Septentrionaux” (Dijon), le Réseau
“Biotechnologie” (Picardie), le Réseau coulure et calamités agricoles (Ministere de
I’ Agriculture) et le Réseau Européen sur le chéne (Allemagne, Angleterre, Autriche, France).

Tous ces liens m'ont permis d'étre impliqué dans des collaborations et d'avoir des
contacts avec les établissements Florimond Desprez de Cappelle en Pévele et des laboratoires
des Universités francgaises de Dijon et Amiens ainsi que des Universités étrangéres de Vilnius
(Lituanie), Vienne (Autriche), Riga (Lettonie), Liege (Belgique) et Grenade (Espagne).

5. Préparation et cadrage du projet

5.1. Préparation

Mon directeur a établi le projet global de ma thése qu'il m'a présenté puis que l'on a
discuté avant qu'il ne soit présenté a la région Champagne-Ardenne afin d'obtenir un
financement. J'ai tout de suite accepté ce projet qui était la suite de mon travail de DEA qui

m'avait passionné.

5.2. Avantages et contraintes

L'avantage de poursuivre mes travaux de DEA était que je connaissais le sujet et les
directions a prendre. La technique en elle-méme n'est pas nouvelle et est utilisée largement
chez les céréales, il me suffisait donc de partir de ce qui existait et de I'améliorer pour que

cela fonctionne sur mes plantes.
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En travaillant sur le végétal, il y a toujours les contraintes liées aux cultures avec les
maladies ou les insectes qui peuvent ravager trés rapidement les plantes. De plus le végétal est
un matériel vivant qui peut également répondre de facon aléatoire si des parametres
extérieurs, tel que la saison ou l'apport d'eau, changent. Pour diminuer ces risques, j'ai mené
une veille approfondie, et cultivé mes plantes en serre et en chambre de culture ou les
conditions étaient fixées. Le suivi quotidien des cultures m'a permis de repeérer toutes attaques

carences ou anomalies et d'y remédier au plus vite.

5.3. Restitution des résultats

Les résultats obtenus ont été restitués sous forme de rapports annuels a la région et a
I'université et sous forme de publications ou articles scientifiques quand cela fut possible. J'ai

également presenté six communications orales et un poster lors de congreés internationaux.

6. Gestion du projet

Jiai eu des réunions tous les 5 a 6 mois avec mon directeur de thése et j'ai eu deux
réunions avec l'ensemble de mon comité de pilotage. J'ai pu m'entretenir avec les différents
membres de mon comité de pilotage a divers moments selon les disponibilités de chacun.

Les décisions quant a mes manips ont été prises en concertation avec mon directeur de
these. Je n'ai pas eu besoin de réorienter mon projet que j'ai simplement optimisé en adoptant
les voies favorables en fonction des résultats que j'obtenais.

Jiai entretenu de tres bonnes relations avec mon directeur ainsi qu'avec les diverses
personnes (collégues ou collaborateurs) que j'ai eu la chance de cotoyer tout au long de ma

thése. Je n'ai rencontré aucun souci relationnel durant ces trois ans.

7. Codt consolidé du projet

Jiai tenté de réaliser une estimation la plus juste possible du codt total de mon projet.
Pour cela je me suis rapproché des services centraux de I'Université et plus particulierement
de Madame Céline Collet qui m'a trés gentiment aidé en me fournissant les informations
nécessaires et en calculant les colts d'amortissement des différents appareils utilisés.

Le colt estimé de mon doctorat suite a la prise en compte de ces données s'‘éleve a
environ 235000 € (tableau 1). Il apparait que ce sont les ressources humaines qui représentent
la majorité des dépenses avec un co(t total de 141609 euros. Le fonctionnement représente
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pres de 89000 euros et le reste des colts est dii a I'achat d'un ordinateur portable et aux

différentes formations que j'ai suivies (et financées pour la majeur partie) durant ma theése.

Tableau 1 : Codt total du projet - Les cots sont exprimés en euros.

Ressources humaines
Salaire du doctorant 67194
Frais de déplacement 3931
Encadrement 45937
Aide d'un ingénieur d'étude 24547 141609
Infrastructure et fonctionnement
PCR quant[tatlve 8308
temps réel
Hottes flux laminaire 1721
Consommables 29377
Autoclave 431
Chambre de culture 21822
Serre 26437
Bureau 173
Manipulations Liége 625 88893
Formation
DUOP 1384
Achat livres 170
Inscription université 888
PC Portable 1000
NCT 600 4042
TOTAL 234544

Pour ce projet jai bénéficié d'une allocation regionale versée par la région
Champagne-Ardenne. L'URCA et les établissements Florimond Desprez sont les 2 autres

principales sources de financement. La figure 1 détaille la répartition de la charge financiere.

Figure 1 : Sources de financement

0,3% OURCA
O Fonds propres

419 OUniversité de Liége

ORégion Champagne-Ardenne
B Université d'’Amiens

0,6% O Florimond Desprez
Ml Université de Dijon

OEcole doctorale STS

28,6%
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8. Compétences, savoir-faire, qualités professionnelles et personnelles

8.1. Domaines scientifiques et techniques

Mon travail étant pluridisciplinaire, il m'a permis dacquérir de nombreuses
connaissances et techniques différentes. De formation initiale de biologie cellulaire et
physiologie animales, jai d0 m'initier et m'adapter au domaine végétal. Mon sujet m'a permis
de devenir un spécialiste de I'embryogenese pollinique. Les diverses manipulations que j'ai
effectuées m'ont conduit a réaliser une synthése bibliographique sur la chaine de synthése de
la chlorophylle, ainsi que sur les défenses des plantes suite a un stress abiotique, me
permettant ainsi d'acquerir une certaine expertise dans ces domaines.

Le fait de travailler sur la physiologie et la biologie moléculaire, m'a permis d'acquérir
et de maitriser diverses techniques tel que la culture In Vitro, la culture en serre, la RT-PCR,
la PCR quantitative temps reel, le Northern Blot et la microscopie.

La these m'a appris a restituer des données sous forme de rapports, posters, exposés
oraux ou encore publications scientifiques. Toutes ces formes de restitution sont finalement
autant de formes de communication différentes. Il est important de savoir synthétiser et
présenter ses résultats différemment selon la forme demandée et surtout de savoir répondre
aux observations ou interrogations des personnes a qui nous les présentons.

Les vacations ainsi que mon poste d'ATER m'ont fait découvrir I'enseignement. Je sais
a présent préparer et dispenser un cours, un TD ou un TP. Enfin, les différents stagiaires que

j'ai cdtoyés m'ont permis d'appréhender I'encadrement et le management de personnel.

8.2. Compétences

Le suivi de la bibliographie m'a permis de maitriser la veille et d'etablir une étude de
faisabilité. J'ai également appris a gérer le temps et a tenir un planning.

Le fait de ne pas avoir de financement pour le fonctionnement de ma these, et donc de
dépendre du financement global du laboratoire, m'a obligé a toujours évaluer les colts des
éventuelles manipulations et a étre le plus économe possible.

L'élaboration de mes enseignements m'a permis d'apprendre a vulgariser mes résultats
afin de les rendre plus accessibles a des non-spécialistes.

Le fait de dépendre de I'université m'a initié a la rédaction de courriers administratifs
et a apprehender au mieux I'organisation pyramidale de I'administration.

Le travail en équipe m'a beaucoup appris sur la gestion et I'organisation des taches. Il
faut en effet gérer l'espace qui nous est attribué, respecter celui des autres et ne pas étre

égoiste. Le fait de travailler avec des stocks communs impose une certaine discipline car si un

-7-
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maillon ne respecte pas les régles de travail, c'est toute I'équipe qui en pati. Par exemple si un
membre de I'équipe termine un stock ou finit un produit chimique mais ne re-commande pas
pour le remplacer, on se retrouve au chémage technique. Il faut donc anticiper et prévoir ses
propres manips mais également anticiper celles des autres.

La thése est donc un projet qui nécessite une planification et une prévision

rigoureuses.

8.3. Savoir-faire

J'ai appris a élaborer un plan de travail et notamment a établir et respecter un planning.

De gros soucis administratifs avec un retard de salaire de 5 mois au début de mon
poste d'ATER, ainsi que la complexité du systeme administratif, m'ont permis d'exceller dans
la rédaction de courriers et mails de réclamation. La multiplication des coups de téléphone
allant presque jusqu'au "harcelement” dans le but d'obtenir I'information recherchée est
également devenue une de mes spécialités.

La langue scientifique étant I'Anglais, jai di me perfectionner a ce niveau afin de
pouvoir lire, comprendre mais également me faire comprendre pendant un échange avec
d'autres scientifiques ou la rédaction de publications. La restitution des résultats sous ses
différentes formes m'a permis d'approfondir mes connaissances des logiciels Word, Excel et
Powerpoint.

J'ai également appris a réaliser une veille stratégique. En effet, dans le cadre de ma
formation avec I'lPROB, j'ai réalisé une veille stratégique sur la technologie clé 111 : les
outils d'aide a la créativité. Afin de mener au mieux ce travail je me suis rapproché de la
Chambre de Commerce et d'Industrie de Reims et d'Epernay et plus particulierement de
Messieurs Vincent Terny et Michel Clary qui m'ont guidé et aidé dans cette tache. Suite a ce
travail j'ai eu I'honneur d'avoir en charge d'organiser une conférence sur ce théme et de

présenter ce projet dans le cadre du salon Innovact 2005.

9. Impacts des résultats

Suite a mon travail, le laboratoire reste a la pointe de la technique en France et
augmente son expertise grace aux publications obtenues. Il conserve également des liens
privilégiés avec les différents organismes avec qui j'ai travaillé.

Les publications permettent a la région Champagne-Ardenne de justifier son

implication dans le financement de la recherche. Les établissements Florimond Desprez ont
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pu utiliser mes résultats avant qu'ils ne soient publiés et les partenaires académiques
béneficient des publications qui prouvent leur implication dans le travail.

Comme tout sujet de thése, mes résultats obtenus ont fait avancer le sujet et par la
méme ont contribué aux avancées de la recherche.

Mes résultats n'ont pas d'impact économique pour le moment. La poursuite du sujet
pourrait cependant permettre la création de nouvelles variétés cultivées et avoir un impact

économique pour le monde agricole.

10. Incidences en termes d'acquisition de compétences

J'ai réalisé mon projet au sein d'un laboratoire et j'ai eu I'opportunité de travailler avec
plusieurs équipes par l'intermédiaire de plusieurs collaborations. Cette expérience m'a donc
permis d'appréhender le travail en équipe et de m'adapter aux infrastructures et moyens
disponibles.

Mon doctorat m'a permis de gérer des stagiaires francais et étrangers, de différents
niveaux (BAC+3 a BAC+5), jai donc une premiere expérience d'encadrement et de
management de personnel.

La thése est un projet qu'il faut prévoir, gérer et planifier. Je pense donc avoir une
certaine expertise en gestion de projet.

Les contraintes et les obligations du doctorat nous conduisent a toujours réfléchir et
nous interroger sur les choix a prendre. La remise en question réguliere en fonction de
I'avancée des travaux m'a permis d'exploiter au mieux mes résultats.

Mes capacités d'adaptation, de persévérence et de curiosité n'étaient pas toujours
suffisantes pour progresser, j'ai donc acquis le godt pour le changement et la nouveauté. En
effet il faut savoir tourner la page et continuer a avancer quand une partie est terminée ou ne
mene a rien.

Enfin I'enseignement et les divers séminaires auxquels j'ai participé m'ont permis de
mieux appréhender la prise de parole en public et de vulgariser mes expériences et résultats

pour les rendre accessibles a un public non spécialiste.
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11. Projets professionnels

11.1. La recherche

La recherche continue de me passionner et je souhaite pouvoir continuer a l'avenir que
ce soit dans le privé ou dans le public. Avec I'accumulation de I'expérience et la gestion de
plusieurs projets, je pourrai manager une équipe et pourquoi pas prétendre a un poste de

directeur de recherches.

5a10ans 5a10ans
Gestion de projets ———» Gestion d'équipes ——»  Directeur de recherches
d'expérience d'expérience
29 ans 37 ans 45 ans

11.2. L'expertise

La these apporte une expertise certaine et permet de réveler nos aptitudes d'analyse et
de réflexion. Je pense que mon expérience doctorale, mon aptitude a la veille et mon godt
pour le changement me permettraient d'intégrer un cabinet de consultants si jamais il ne
m'était pas possible de continuer la recherche. Apres quelques années et plusieurs missions
meneées a bien, je pourrai élargir mon domaine d'expertise et peut-étre méme créer mon propre
cabinet. Ayant une premiere expérience d'enseignement et qui plus aimant cela, il me serait

possible d'assouvir cette passion en intervenant dans le cadre de modules professionnalisants a

I'université.
Postes de consultant 10a15ans Consultant avec expertise
Accumulation des expériences d'expérience Création de mon propre cabinet
29 ans T 42 ans

Enseignement

-10 -
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11.3. L'académique

Le doctorat permet évidemment d'accéder aux postes académiques, ce qui constitue
pour moi une autre possibilité. Un passage par un post-doctorat d'un ou deux ans pourrait
faciliter mon recrutement a un poste de maitre de conférence. L'expérience et la gestion de
plusieurs projets me permettraient de soutenir mon habilitation & diriger les recherches et de
conclure ma carriére par un poste de Professeur. La carriere universitaire me permettrait de

m'épanouir pleinement en exercant a la fois la recherche et I'enseignement.

Post - Maitre de Habilitation a Professeur
— — —
Doctorat conférences diriger des recherches Directeur de labo
29 ans 3lans 38 ans 45 ans

En résumé, ma these m’a passionné et s’est déroulée dans de treés bonnes conditions
matérielles et relationnelles. J’espére que ce projet, que j’ai su mener a bien avec la
publication de plusieurs articles internationaux, me permettra de m’épanouir pleinement par la
suite et qu’il me permettra de prouver mes qualités professionnelles et humaines aux futurs

recruteurs.
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6.3. Publication VI

Programmed cell death and microspore embryogenesis.

Varnier AL, Jacquard C, Clément C (2007). In : A. Touraev, BP.
Forster and S. Mohan Jain. (éds).Advances in haploid production in

higher plants. Kluwer Academic Publishers. (Sous presse)
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CHAPTER

PROGRAMMED CELL DEATH AND MICROSPORE
EMBRYOGENESIS

A key point in the achievement of the process

A.L. VARNIER, C. JACQUARD & C. CLEMENT

Plant Stress Defense and Reproduction, University of Reims, France

1. INTRODUCTION

Programmed cell death (PCD) is the genetically controlled cell death that consists in
cell suicide. PCD was first reported in animal cells and next progressively described
in plant cells during the last decade. In plants PCD is triggered under two main
circumstances: (i) in response to environmental variations resulting in biotic or
abiotic stresses or (ii) during developmental processes when removing useless cells
is required.

Following stress such as climatic change (Chen, Yan, Jiang, & Dai, 1999), toxic
compounds (Yao et al., 2001), oxidative stress (Pennel & Lamb, 1997) or pathogen
attack (Hoeberichts, Ten Have, & Woltering, 2003), the plant kills a number of cells
around the wounding place or pathogen penetration site, thus making a protection
zone for inner tissues. During development PCD has been observed in several
processes, including leaf shape modelling, disappearance of aleurone cells,
removing of root cap cells or differentiation of specialized cell types such as
tracheary elements (Pennel & Lamb, 1997; Jones, 2001; Kuriyama & Fukuda, 2002;
Gunawardena, Greenwood, & Dengler, 2004).

Additionally, PCD is essential to ensure the achievement of sexual reproduction
in angiosperms (Pennell & Lamb, 1997; Wu & Cheung, 2000). For example the
process of self incompatibility is mediated through the triggering of PCD in the
pollen tube by the female tissues (Jordan, Franklin, & Franklin-Tong, 2000; Rudd &
Franklin-Tong, 2003). In flowers PCD mainly consists in the deletion of cells or
tissues with temporary functions, including both sterile and fertile organs (Buckner,
Janick-Buckner, Gray, & Johal, 1998; Xu & Hanson, 2000). In female organs, PCD
occurs in restricted cells at accurate stages of development. Apart from the 3
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megaspores disappearing soon after meisosis (Buckner, Janick-Buckner, Gray, &
Johal, 1998), PCD was mainly identified after fertilization in respect to embryo
development, i.e. the disappearance of suspensor (Pennel & Lamb, 1997),
endosperm (Young & Gallie, 2000) or nucellus (Xu & Chye, 1999; Dominguez,
Moreno, & Cejudo, 2001).

The situation is different in the male organs since most of the anther tissues are
affected by PCD, which interacts with the process of microspore embryogenesis.

2.PCD IN THE ANTHER DURING POLLEN DEVELOPMENT

2.1. In the sporophytic tissues

All the anther diploid tissues are affected by a wave of PCD. The first hallmarks are
detected in the tapetum when the sporogenous cells are at the premeiosis stage
(Varnier, Mazeyrat-Gourbeyre, Sangwan, & Clément, 2005). The occurrence of
PCD is characterized by both the typical DNA degradation in 180 kbp fragments (or
multiple) and by changes in the cytological traits of organelles, such as the
invagination and the appearance of apoptotic like body from the nucleus or the
alteration of mitochondria (Wang et al., 1999a; Balk & Leaver, 2001; Varnier,
Mazeyrat-Gourbeyre, Sangwan, & Clément, 2005). Serine protease is a putative
marker of PCD. It has been shown that its activity increased in the tapetum at
precocious stages of pollen development with a maximum at the tetrad stage.
Afterwards, a progressive degeneration of the tapetum takes place (Clément,
Laporte, & Audran, 1998) until the final disappearance of the tapetal cell layer, more
or less early during pollen development depending on the species.

The middle layers are next affected by a degeneration process that corresponds
to PCD. Progressively, the nucleus gets invaginated and internal unusual vacuoles
develop into mitochondria. Soon after tapetum degradation, their cytoplasm
disappears and middle layers only persist by their cell wall (Varnier, Mazeyrat-
Gourbeyre, Sangwan, & Clément, 2005).

The endothecium has a special function in the anther. From meiosis up to the
first pollen mitosis, the endothecium is mostly devoted to reserve accumulation and
mobilization. At the late vacuolated microspore stage, the metabolism of the
endothecium turns to the development of cell wall thickenings that will represent the
mechanical layer around the anther locule. During this latter process, all the
cytological features of PCD can be detected in the cytoplasm, though the
endothecium cells remain alive until the anther opening (Varnier, Mazeyrat-
Gourbeyre, Sangwan, & Clément, 2005). The PCD related ZmMADS2 transcription
factor whose expression is known ot be related to PCD, is strongly expressed in the
endothecium at that time (Schreiber, Bantin, & Dresselhaus, 2004).

Apart from the synthesis of cell wall thickenings, the behaviour of the epidermis
is the same than the endothecium regarding the timing of PCD development
(Varnier, Mazeyrat-Gourbeyre, Sangwan, & Clément, 2005).

Anther dehiscence is also a consequence of PCD. The process has been
extensively studied in tobacco (Sanders et al., 2005). The first signs of cell
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hydrolysis in the dehiscence zone appear during late microspore vacuolation, in
concomitance with PCD in the middle layers (Varnier, Mazeyrat-Gourbeyre,
Sangwan, & Clément, 2005). Again, all the cytological features coincide with the
PCD process. The disappearance of the affected cells creates a frailty zone between
adjacent anther locules that opens under the tension provided by the mechanical
layer in the endothecium. It is of interest to note that male sterile mutants and those
defective in anther dehiscence have defects in the PCD process (Yang et al., 2003;
Sanders, Bui, Le, & Goldberg, 2005), indicating that PCD is required for normal
pollen development, anther dehiscence and release of pollen grains at flower
opening (Sanders et al., 2000; Wu & Cheung, 2000).

The radial extension of PCD in the anther cell layers from the tapetum to the
peripheral layers including the dehiscence zone suggests that a PCD hormonal signal
is conveyed from the internal towards the peripheral cell layers (Kuriyama &
Fukuda, 2002). Both jasmonic acid and ethylene may be good candidates for the
spread of PCD in the anther. Using mutants of Arabidopsis thaliana mutants a role
for jasmonic acid signaling in controlling the time of anther dehiscence was revealed
(Sanders et al., 2000; Ishiguro, Kawai-Oda, Ueda, Nishida, & Okada, 2001).
Arabidopsis mutants that are defective in either jasmonic acid biosynthesis (e.g.,
ddel, dde2, dal) or perception (e.g., coil) are male sterile and have anthers that
dehisce too late for successful pollination to occur (Ishiguro, Kawai-Oda, Ueda,
Nishida, & Okada, 2001; Sanders, Bui, Le, & Goldberg, 2005). Other
phytohormones, such as ethylene have also been shown to play a role in anther
dehiscence. In Nicotiana tabaccum ethylene is involved in the final process of
anther dehiscence and could act in synergy or in concurrence with jasmonic acid
(Rieu, Wolters-Arts, Derksen, Mariani, & Weterings, 2003).

When the pollen is released, all the remaining anther sporophytic tissues
disappear rapidly. It means that during the whole of its development microspore and
next pollen is surrounded by cells that undergo PCD.

2.2. Gametophytic tissues

There is only poor evidence that microspore or pollen grain is affected by PCD
during development. In the pollen grain in fine, only the sperm cells have a long
term fate through fertilization and zygotic embryogenesis. In the opposite, the
vegetative cell, which function is to build the pollen tube, dies soon at fertilization.
Microspores are temporarily affected by a wave of PCD-like traits during the
early steps of vacuolation after meiosis. In barley microspores exhibit a positive
reaction to the tunnel staining (Wang et al., 1999a). At the same moment both
endonuclease gene expression and activity are stimulated (Marchetti, Zaina, Chiaba,
Pappalardo, & Pitotti, 2001; Zaina, Morassutti, De Amicis, Fogher, & Marchetti,
2003), indicating that the genome undergoes some rearrangements. Most likely these
features do not reflect PCD but rather chromatin remodeling, following the
transition from the diploid to the haploid state. This point is a key step for the
reprogramming of transcription associated with development and cell differentiation
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(Farrona, Hurtado, Bowman, & Reyes, 2004). This is of importance for microspore
embryogenesis because the microspore corresponds to the stage of sampling.

In the pollen grains after mitosis, the vegetative cell exhibits clear signs of PCD.
During pollen maturation its nucleus progressively invaginates, leading to the
appearance of some nuclear bodies that separates from the nucleus (Varnier,
Mazeyrat-Gourbeyre, Sangwan, & Clément, 2005). Also, mitochondria are
progressively hydrolysed as revealed by the loss of their DNA (Sato, Saito, &
Handa, 2004) and the appearance of internal vacuoles (Varnier, Mazeyrat-
Gourbeyre, Sangwan, & Clément, 2005). In the meantime, the presence of DNA
laddering in pollen fraction is an additional argument to conclude that PCD affects
the wvegetative cell during pollen maturation (Varnier, Mazeyrat-Gourbeyre,
Sangwan, & Clément, 2005). In the end, sperms are the sole cells in the pollen
grains and in the whole anther that are not affected by PCD.

Later on, during pollen tube elongation, the expression of the MADS box gene
indicates that PCD is still active in the pollen tube (Heuer, L6rz, & Dresselhaus,
2000), which is consistent with the fate of pollen tube elements.

Figure 1. Nucleus feature in a young microspore (a) and in the vegetative cell (b) of a pollen
grain in Lilium. Note the invaginations of the nucleus in the vegetative cell and the
formations of apoptotic-like bodies (arrows). Hoechst 33342 staining for DNA.

3. INTERFERENCE OF PCD WITH MICROSPORE EMBRYOGENESIS

3.1. At the time of sampling

In crops, the most suitable stage of sampling for microspore embryogenesis is the
uninucleate microspore. As explained just before, at that time the microspore
remodels its chromatin which may be wrongly understood as PCD. After pollen
mitosis, the vegetative cell of the pollen grain undergoes PCD, which may explain
why it is quite impossible to get microspore embryogenesis from pollen after
mitosis.

However, one should keep in mind that the microspores are surrounded by the
tapetum which is fully affected by PCD at the same moment. As a consequence,
some information could transit from the tapetum through the locular fluid that may
influence the microspore towards a PCD process. For example, plastids begin to
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degrade in the young microspores in some barley cultivars (Carreda, Doncoeur,
Devaux, Sangwan, & Clément, 2000), showing that organelle degeneration is
initiated as early as the young microspore stage. It means that the collected
microspores for doubled haploid production are already affected by the PCD process
at the time of sampling. The remaining question is then whether PCD can be
reversed or not, which is indispensable for the microspore to behave like a zygote.

3.2. PCD and the reorientation of the microspore following the pre-treatment

In the last few years, the transcriptome of microspore during anther pre-treatment
(Mufioz-Amatriain et al., 2006) and the first steps of embryogenesis (Maraschin et
al., 2006) was analysed in details. These studies are the source of considerable
information about the changes of microspore physiology related to the triggering of
microspore embryogenesis.

The pre-treatment is a key step in the process of microspore embryogenesis. It
consists in stressing the microspores in order to arrest their gametophytic
development programme (Maraschin et al., 2006) and thus to reoriente them towards
a sporophytic embryo programme (Touraev et al., 1997). In barley anthers, up to
4,300 genes have their expression modified following the mannitol pre-treatment
(Mufioz-Amatriain et al., 2006). The stress pre-treatment accelerates the course of
PCD process in the sporophytic tissues of the anther but not in the microspores
(Wang et al., 1999a; Wang, van Bergen, Lamers, Oppedjik, & Schilperroort, 1999b).

3.3. In the reoriented microspore and microspore derived multicellular structure

The competent reoriented microspores may develop into haploid embryos (Wang et
al., 1999a). Within these microspores, the induction of embryogenesis by stress is
marked by the upregulation of transcripts involved in several metabolic pathways
including the inhibition of PCD, especially the bax inhibitor Bil gene (Maraschin et
al., 2006). Such a regulation is specific of embryogenic microspores and does not
occur in naturally developing pollen grains. This confirms that PCD is induced in
developing pollen grains and indicates that the arrest of the PCD process is
necessary to the embryogenic development of the microspore.

After pre-treatment, the reoriented microspores spend a few days before entering
the first symmetric division whatever they are isolated or cultivated in the anther. In
rapeseed, both the transcriptome and proteome were recently analysed in details and
no sign of gene expression nor proteins related to PCD were identified in the
embryogenic microspores and derived structures (Joosen et al., 2007, Malik et al.,
2007). It may indicate that the PCD programme that is initiated in the
microspore/pollen during development under natural conditions is definitely arrested
in the reoriented microspores that are willing to develop into an embryo.

Nevertheless, obtaining an embryo from a microspore derived multicellular
structure further requires cell death. In barley, by combining viability studies with
cell tracking, it was shown that release of embryo-like structures is preceded by a
decrease in viability and next death of the cells positioned at the site of exine wall
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rupture. These results indicate that a position-determined cell death process marks
the transition from a multicellular structure into an embryo-like structure
(Maraschin, Vennik, Lamers, Spaink, & Wang, 2005). However, it is not yet
determined whether this type of cell death is programmed or not.

3.4. PCD and albinism in cereals

One specific trait of microspore embryogenesis in cereals is the appearance of albino
haploid plants that cannot be used for further selection. In albino plants plastids are
devoid of internal membrane and chlorophyll (Carreda, Doncoeur, Devaux,
Sangwan, & Clément, 2000). This phenomenon may be linked to the precocious
occurrence of PCD in the microspores. Indeed, plastids undergo degeneration during
the whole of pollen development (Mogensen, 1996). In cultivars producing
exclusively albino plants, plastids in the microspore lack internal membranes and are
poor in DNA when compared to plastids in microspores of cultivars producing green
plants (Carreda, Doncoeur, Devaux, Sangwan, & Clément, 2000). It was then
suggested that the triggering of PCD in microspores occurs more or less early
depending on the cultivars and affect plastids as first targets. It further means that
the pre-treatment contributes to arrest PCD traits that are governed by the nucleus
but not those affecting plastids.

4. CONCLUSIONS

PCD interferes with microspore embryogenesis because (i) it naturally occurs in all
the tissues of the organ surrounding the microspores and (ii), microspores/pollen
grains are also the site of PCD more or less early during development. PCD must
then be overcome to allow the microspore to develop into an embryo. PCD may be
an obstacle to microspore embryogenesis when the pre-treatment does not arrest this
programme in the microspore. PCD related genes specifically expressed in
embryogenic microspores such as bax inhibitor Bil thus represent reliable ‘bio-
markers’ (Maraschin et al. 2006) of the microspore competency to embryogenesis.
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