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Résumé

La culture in vitro d’anthères de blé dur (Triticum turgidum subsp. durum(Desf.) Husn.) donne habituellement un très f
taux d’albinisme chez les plantes régénérées, ce qui limite considérablement son utilisation. Seules les méthodes de
vitro d’ovaires immatures ou le croisement intergénérique avec le maïs permettent d’obtenir chez cette espèce des pla
haploïdes et, par là, des haploïdes doublés d’origine gynogénétique. La présente note concerne une autre méthode
d’haploïdes doublés, d’origine androgénétique : la culture in vitro de microspores isolées. On montre que cette métho
ciée à des prétraitements de quelques jours à plusieurs semaines, au froid seul on au froid avec du mannitol, des ép
laissés dans leur gaine foliaire, et avant l’isolement des microspores, permet non seulement d’améliorer l’embryogen
aussi, pour la première fois, d’obtenir des quantités relativement importantes de plantes chlorophylliennes. Ainsi, tou
tements et témoin confondus, un total de 16 490 embryons androgénétiques a été obtenu à partir de 17,4× 106 microspores de
deux variétés de blé dur, dont 9320 ont été repiqués et ont donné 150 plantes chlorophylliennes. Notamment, le pré
au froid à 4◦C de longue durée (cinq semaines) pourrait être prometteur pour la régénération chlorophyllienne chez le
Pour citer cet article : Z. Labbani et al., C. R. Biologies 328 (2005).
 2005 Académie des sciences. Publié par Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Chlorophyllian durum wheat plants obtained by isolated microspores culture: importance of the pre-treatments. In
Triticum turgidum subsp. durum(Desf.) Husn., the utilization ofin vitro anther culture is hampered by the very high freque
of albinism of the regenerated plants reaching in most cases 100%. Only in vitro ovary culture or intergeneric cros
maize produce gynogenetic green haploid and doubled haploid plants. This paper is concerned with another very i
method of androgenetic doubled haploid plant production, the in vitro isolated microspore culture. It is shown that this
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wheat.
associated with cold alone or cold plus mannitol pre-treatments, of the spikes kept within their sheath leaves, during
times, have significant positive effects, not only on embryo production, but also on chlorophyllian plant regeneration.
treatments and control taken together, a total of 16 490 embryos was obtained from 17.4 × 106 microspores of twoT. durum
varieties, among which 9320 embryos were transferred to regeneration medium and developed 150 chlorophyllian pla
a long-term (five weeks) 4◦C cold pre-treatment of the microspores could be promising for green regeneration in durum
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In Triticum turgidum subsp. durum(Desf.) Husn.,
the utilization of in vitro anther culture is hamper
by the very high frequency of albinism of the rege
erated plants, reaching in most cases 100%. Onl
vitro ovary culture or intergeneric crosses with ma
produce gynogenetic green haploid and doubled h
loid plants. In vitro isolated microspore culture is t
more recent method of doubled-haploid production
has the considerable advantage to allow the separ
of the microspore populations from the sporophy
tissues, leading to more true embryos and quick c
version of those into true haploid and doubled hapl
plants with a lower rate of somaclonal variations co
pared to in vitro anther culture. This method has b
extensively applied with success in crops such as
seed, barley and more recently bread wheat, but n
Triticum durum.

Our laboratory has decided to study the effects
different pre-treatments on the behaviour of in vi
isolated microspores populations of durum whe
In this publication, we used two durum wheat va
eties (Triticum turgidum subsp. durum(Desf.) Husn.),
tetraploid (2n = 4x = 28, AABB) Cham1 and Jenna
Khetifa (JK) and compared with the results obtain
with the cv. Pavon 76, which is a highly embryogen
bread wheat variety (Triticum aestivum subsp. ae
tivum), hexaploid (2n = 6x = 42, AABBDD), here
used as control. The reason of this choice is that u
today there is no available control genotype in dur
wheat for isolated microspore culture methods. T
two durum wheat varieties were previously tested
the laboratory as being recalcitrant in producing gr
plantlets with anther culture and preliminary stud
showing that pre-treatments of the spikes could be
vantageous for green plant production were publish
In the present work, tillers from each plant were h
vested when the microspores were predominantl
the mid or late uninucleate stage and then, exc
for the controls, were submitted to five different pr
treatments: cold pre-treatment during three days
during five weeks at 4◦C, pre-treatment using a 0.1-M
mannitol solution at 4◦C for three days, pre-treatme
combining first a cold phase (4◦C) during five weeks
followed by mannitol (0.1 M) during three days
4 ◦C and the reverse one, i.e. in mannitol (0.1 M) d
ing three days at 4◦C followed by a cold phase (4◦C)
during five weeks. Then the microspore population
traction was done using the protocol of De Buyse
al. (2002). The embryogenesis and plant regenera
were followed in both cultivars during the androgen
process and correlated with the proportion of regen
ated chlorophyllian plantlets.

Our results clearly show that the microspore c
ture response varies within the species and dep
also on the pre-treatment. The two durum cultiv
showed a great difference in their embryogenic
tentialities. The cv. Cham1 has a poor response
embryo formation for all pre-treatments. However,
cv. JK has shown a good embryogenesis for all p
treatments, principally when mannitol 0.1 M is us
for three days at 4◦C. Under this condition, we ob
tained 0.71% of embryo production, which exceed
the level of Pavon 76.

As far as green plant regeneration is concerned
cold pre-treatment during 5 weeks at 4◦C was the bes
one. It gave a net improvement of microspore cult
responses particularly for embryo production but a
for green plant release. All pre-treatments and con
taken together, a total of 16 490 embryos was obtai
from 17.4 × 106 microspores of twoT. durumvari-
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eties, among which 9320 embryos were transfer
to the regeneration medium. Thus, the proportion
embryos giving green plantlets was increased from
to 7.38% and 0 to 3.42% respectively in Cham1 a
JK and a total of 150 androgenetic green plant
were obtained, which is the higher number of gre
androgenetic plants ever published concerning du
wheat. The majority of these plants are spontaneo
doubled haploid (85%) and the other haploid. Fina
we may conclude that the production of androgen
embryos in tetraploid wheat depends on the geno
as well as on the treatment, and that, in spite of th
encouraging results, the problem of albino regenera
plants is only partially solved.

1. Introduction

Maîtriser l’obtention et l’utilisation de lignées ha
ploïdes doublées chez une espèce de grande cu
comme le blé dur est un enjeu important pour
programmes d’amélioration variétale de cette esp
L’haplodiploïdisation est en effet une méthode de fi
tion rapide du matériel génétique après la méiose,
mettant l’obtention de lignées homozygotes en
seule étape, alors que, dans les méthodes classi
la fixation des lignées requiert plusieurs cycles d’au
fécondation. Elle permet donc un gain de temps ap
ciable, également un gain en efficacité de la sélec
et une diminution du coût de production des ligné
pures[1]. Parmi toutes les méthodes possibles d’
tention de plantes haploïdes, la culture de microsp
isolées in vitro s’est développée à partir des ann
1990. Cette méthode est caractérisée notamment p
séparation des microspores des tissus sporophyti
de l’anthère avant ou dès le début de la culture in
tro, par l’obtention en général d’une embryogen
plus rapide et plus conforme et, en ce qui conce
la production de plantes, par des variations indu
par la culture in vitro moins nombreuses. En rais
de ses avantages, cette méthode de culture de m
spores isolées a donc été largement appliquée pa
établissements de sélection chez les espèces où
s’est révélée efficace tout de suite, telles que le co
l’orge et, plus tard, le blé tendre pour l’obtention
nouvelles variétés[2–4]. Sur un plan plus fondamen
tal, cette méthode permet une observation cytologi
des stades de l’embryogenèse ex ovulo, l’étude
s,

s

-

e

léculaire des gènes impliqués dans l’embryogen
la simulation de la gamétogenèse in vitro, la tra
formation génétique et l’analyse des produits de
méiose. Le blé dur est resté, en revanche, une es
récalcitrante à l’androgenèse in vitro, y compris à
culture de microspores isolées, avec une faible p
duction d’embryons, une régénération difficile et t
faible en plantes chlorophylliennes, ainsi qu’un ta
de production élevé de plantes albina[5,6]. On sait que
cet albinisme correspond à une dégradation précoc
l’ADN des plastes, favorisant ainsi la formation exc
sive de plantes albina chez les Poacées[7]. Seules les
méthodes de croisement intergénérique avec le m
[8] ou de culture in vitro d’ovaires immatures[9] per-
mettent d’obtenir, chez cette espèce, des plantes v
haploïdes et haploïdes doublées d’origine gynogé
tique. Notre laboratoire a choisi, depuis plusieurs
nées, de mener des recherches pour diminuer le
d’albinisme des plantes androgénétiques de blé du
utilisant la culture de microspores isolées et en é
diant notamment l’effet des prétraitements. Quelq
résultats prometteurs ont été ainsi obtenus[10,11]. La
présente note relate l’étude comparative de l’effet
plusieurs prétraitements et montre, pour la prem
fois, comment il a été possible d’améliorer significa
vement l’obtention d’embryons et de plantes andro
nétiques vertes chez le blé dur en utilisant de nouve
prétraitements des microspores dans leurs épis a
leur isolement et leur mise en culture.

2. Matériels et méthodes

Cette étude a été menée sur deux variétés de
dur (Triticum turgidum subsp. durum(Desf.) Husn.)
tétraploïde (2n = 4x = 28, AABB), Cham1 et Jenna
Khetifa (dans ce texte « JK »), ainsi qu’une variété
blé tendre de printemps (Triticum aestivum subsp. ae
tivum) hexaploïde (2n = 6x = 42, AABBDD), Pavon
76, hautement embryogène en culture de microsp
isolées. Pavon 76 est utilisé ici comme témoin, d
la mesure où jusqu’à présent aucun génotype de
pèceT. durumne pourrait servir de témoin dans
cadre d’expériences portant sur la culture de mic
spores isolées.

Les plantes mères ont été cultivées dans une cha
re climatisée de type Strader réglée à la tempéra
jour/nuit 20/15◦C, avec une photopériode de 16
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(1150 µE m−2 s−1). JK est vernalisée 15 jours à 4◦C
au préalable. L’humidité relative y a été mainten
à 70± 5%. Les talles ont été prélevées lorsque
majorité des microspores étaient au stade uninu
tardif et ont subi par la suite les prétraitements s
vants, que nous avons choisi à la suite d’expérien
préliminaires, non publiées, précédant celles que n
relatons ici :

– aucun prétraitement ;
– un prétraitement au froid pendant 3 j ou pend

cinq semaines ; les talles ont été mises dans
bocaux contenant de l’eau, puis placées dans
réfrigérateur à 4◦C et à l’obscurité ;

– un prétraitement au mannitol à 0,1 M pendant
à 4◦C ; les talles ont été mises dans un Erle
meyer contenant une solution aqueuse de man
à 0,1 M, puis placées dans un réfrigérateur à 4◦C
et à l’obscurité ;

– un prétraitement combinant un prétraitement
froid en premier pendant cinq semaines suivi d
prétraitement au mannitol à 0,1 M pendant 3 j ;

– enfin, un prétraitement inverse du précéden
mannitol, suivi du froid.

Le protocole d’isolement des microspores utilisé
est celui décrit par De Buyser et al.[12], sauf pour les
prétraitements. Avant l’isolement des microspores,
épis ont été désinfectés par une solution d’hypoc
rite de calcium à 4%. Après broyage des épillets,
tration et centrifugation, reprise du culot et deuxiè
centrifugation, les microspores extraites ont été cu
vées dans le milieu d’induction liquide CHB3 (CH
additionné de 90 g l−1 de maltose)[13] dans des boîte
de Pétri de 35 mm de diamètre à raison de 1,5 ml
boîte et co-cultivées avec 5 à 10 ovaires par boîte
Pétri.

Après la phase d’incubation à l’obscurité dans u
enceinte de culture régulée à 27◦C, les embryons for
més ont été comptés puis pour une partie d’entre
transférés sur le milieu de régénération solide de M
rashige et Skoog[14] sans hormones (MS0). Suiva
toujours le même protocole[12], après trois semaine
de culture des embryons sur le milieu de régénérat
les plantes vertes et albina ayant développé un
tème racinaire ainsi que les structures non régéné
en plantes ont été dénombrées.
L’observation cytologique des microspores av
extraction ou de leur évolution en cours de cult
a été faite à l’aide d’un microscope inversé, soit
lumière transmise, soit en fluorescence après co
tion d’échantillons au DAPI (di aminido phenyl indol
Celui-ci se fixe spécifiquement sur l’ADN. Éclairé e
lumière ultraviolette (maximum 372 nm), il émet u
fluorescence bleue (maximum 456 nm).

Les paramètres androgénétiques mesurés son
suivants :

– nombre d’embryons produits= somme totale
d’embryons comptés pendant 15 j à partir des p
miers apparus ;

– taux de production d’embryons= (nombre d’em-
bryons produits/nombre de microspores cultivé
×100 ;

– nombre d’embryons repiqués= nombre d’em-
bryons, parmi les premiers apparus, mis en cul
sur le milieu de régénération ;

– nombre de plantes vertes (V)= nombre de plante
vertes obtenues à partir des embryons repiqué

– taux de régénération des plantes vertes= (nombre
de plantes vertes (V)/nombre d’embryons re
qués)×100 ;

– nombre de plantes albina (A)= nombre de plante
albina obtenues à partir de la même populat
d’embryons repiqués ;

– taux de régénération des plantes albina= (nombre
de plantes albina (A)/nombre d’embryons re
qués)×100 ;

– nombre d’embryons ne donnant aucune régén
tion = nombre d’embryons ne se convertissan
en plantes vertes ni en plantes albina ou n’ay
développé qu’un début de système racinaire ;

– taux d’embryons ne donnant aucune régénéra
= (nombre d’embryons ne donnant aucune ré
nération/nombre d’embryons repiqués)×100 ;

– rapport V/A= nombre de plantes vertes (V)/nom
re de plantes albina (A) ;

– rendement théorique en plantes vertes= (taux de
production d’embryons)× (taux de régénératio
de plantes vertes) exprimé en pour mille ;

– rendement théorique en plantes albina= (taux de
production d’embryons)× (taux de régénératio
de plantes albina) exprimé en pour mille.
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2.1. Tests statistiques

Pour ce qui concerne l’embryogenèse androgé
tique, nous ne faisons aucun test statistique, puisq
s’agit d’un phénomène rare et ceci, même si nos
sultats sont nettement supérieurs à ceux de la cu
d’anthères. En effet, les pourcentages de microsp
donnant des embryons étant de l’ordre de 1 à 70 micro-
spores pour 10 000 donnant un embryon, il est diffic
d’envisager d’effectuer des tests statistiques.

En ce qui concerne la régénération (ou la conv
sion) des embryons après leur repiquage sur M
un test de comparaison statistique de pourcent
par couple de génotypes, utilisant la formule
dessous, a été effectué afin d’évaluer la significa
de l’effet des différents prétraitements sur l’obtent
de plantes vertes, albina, ou l’absence de régén
tion.

Soientn1 et n2 les effectifs d’embryons repiqué
des génotypes 1 et 2 que l’on compare, etp1 etp2 les
proportions de chacune des deux catégories, on ca
la variableu, dont la formule est indiquée ci-dessou

u = (|arcsin
√

p1 − arcsin
√

p2|)
(
√

(820,8× (1/n1 + 1/n2)) )

La variableu une distribution normale. Si leu calculé
est supérieur àu (α = 0,05), l’hypothèse H0 est reje-
tée.

Une partie des plantes androgénétiques obtenu
été suivie en chambre de culture pour confirmer, d’
part, les caractères morphologiques de typeTriticum
durumet, d’autre part, afin de contrôler leur niveau
ploïdie (haploïde ou haploïde doublé) par l’analyse
la fertilité des épis après ensachage de ceux-ci, q
été en même temps confirmée par un comptage c
mosomique.

3. Résultats

3.1. Production des embryons

Pour les blés durs, les embryons ont été ob
nus en quantité et qualité variables, après quat
cinq semaines d’incubation, à partir d’un total
17,4× 106 microspores des deux variétés de blé d
dont les deux tiers venaient de Cham1 et un tiers
JK. Cette différence provient, d’une part, du fait q
-

Cham1 produit plus d’épis et plus de microspores
anthère que JK et, d’autre part, du fait qu’un p
grand nombre d’infections a été observé chez JK
qui explique certaines grandes différences d’effec
par prétraitements chez ce dernier. Morphologiq
ment, 10 à 20% de ces embryons sont identiq
aux embryons zygotiques observés dans les caryo
avec la présence d’un scutellum plus ou moins b
formé.

Chez le cv. Cham1 (Tableau 1), la formation d’em-
bryons a été très faible. Ainsi, l’absence de prétra
ment avant la culture in vitro n’a pas permis d’obte
un seul embryon. Pour cette variété, un prétraitem
s’avère nécessaire. Mais, même le prétraitemen
froid à 4◦C pendant 3 j n’a donné aucun embry
chez ce cultivar de blé dur. Ce n’est qu’avec le p
traitement de cinq semaines à 4◦C que des embryon
ont été obtenus, avec cependant une fréquence
jours faible. Quand on a utilisé seulement le prét
tement à 4◦C dans une solution aqueuse de man
tol, un faible nombre d’embryon a de nouveau
observé (34 embryons pour 1,35× 106 microspores
mises en culture, soit 0,02�). En revanche, le prétra
tement combinant un prétraitement au froid de c
semaines suivi d’un prétraitement au mannitol a do
chez cette variété un taux plus important, c’est-à-d
1,4�, soit 1870 embryons pour 1,275× 106 micro-
spores.

Dans leTableau 2, qui résume les résultats pour
cv. JK, on constate que le prétraitement au froid p
dant 3 j a donné un résultat sensiblement plus fa
que celui de cinq semaines (0,14% contre 0,21
Mais, contrairement à Cham1, le prétraitement
mannitol seul a donné, chez JK, le meilleur ta
d’embryons (0,71%), c’est-à-dire 2695 embryons p
0,375× 106 microspores, alors que, si la combinais
froid + mannitol donne le même taux, la combinais
inverse (mannitol 0,1 M d’abord, puis froid) a don
un taux deux fois moindre.

Pour Pavon 76 (Tableau 3), l’absence de pré
traitement ou le prétraitement au froid de 3 j
donné des résultats faibles pour la production d’e
bryons. En revanche, le prétraitement à 4◦C pen-
dant cinq semaines a été plus favorable, perm
tant une formation de 6195 embryons pour 3,150×
106 microspores cultivées. Ce résultat a été se
blement identique à celui obtenu avec le mann
seul ou le froid + mannitol. Et le rendement l
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Tableau 1
Effet de différents prétraitements sur les principaux paramètres androgénétiques de culturein vitro de microspores isolées chez le blé dur. C
Cham1

Prétraitement Nombre de
microspores
extraites
et cultivées

Nombre
d’embryons
produits
(%)

Nombre
d’embryons
repiqués

Nombre de
plantes
vertes
(%)

Nombre de
plantes
albina
(%)

Nombre d’embryons
ne donnant aucune
régénération
(%)

V/A

Aucun 3 147 500 0 – – – – –
(0)

Froid (3 j) 1 425 000 0 – – – – –
(0)

Froid (5 semaines) 2 325 000 481 474 35 91 348 0,38
(0,02) (7,38) (19,19) (73,41)

Man 0,1 M (3 j) 1 350 000 34 26 0 5 21 0
(0,002) (0) (19,23) (80,76)

Man 0,1 M (3 j)+
Fr (5 semaines)

1 200 000 539 215 2 9 204 0,2
(0,04) (0,93) (4,18) (94,88)

Fr (5 semaines)+
Man 0,1 M (3 j)

1 275 000 1870 549 5 10 534 0,5
(0,14) (0,91) (1,82) (97,26)

Man : Mannitol, Fr : Froid et Man+ Fr/Fr + Man : combinaison de deux prétraitements.

Tableau 2
Effet de différents prétraitements sur les principaux paramètres androgénétiques de culture in vitro de microspores isolées chez le
JK

Prétraitement Nombre de
microspores
extraites
et cultivées

Nombre
d’embryons
produits
(%)

Nombre
d’embryons
repiqués

Nombre de
plantes
vertes
(%)

Nombre de
plantes
albina
(%)

Nombre d’embryons
ne donnant aucune
régénération
(%)

V/A

Aucun 1950000 1911 1682 1 596 1085 0,0
(0,09) (0,06) (35,43) (64,5)

Froid (3 j) 750000 1068 867 0 362 505 0
(0,14) (0) (41,75) (58,24)

Froid (5 semaines) 1575000 3316 2659 91 817 1751 0,11
(0,21) (3,42) (30,72) (65,85)

Man 0,1 M (3 j) 375000 2695 583 2 247 334 0,008
(0,71) (0,34) (42,36) (57,28)

Man 0,1 M (3 j)+
Fr (5 semaines)

775000 2516 1804 10 594 1200 0,0
(0,32) (0,55) (32,92) (66,51)

Fr (5 semaines)+
Man 0,1 M (3 j)

300000 2060 460 3 298 159 0,01
(0,68) (0,65) (64,78) (34,56)

Man : Mannitol, Fr : Froid et Man+ Fr/Fr + Man : combinaison de deux prétraitements.
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plus élevé (0,35%) a été obtenu par l’associat
des deux prétraitements mannitol et froid de 5
maines.

En comparaison, le blé dur Cham1 a fourni des r
dements en embryons inférieurs par rapport à ceux
ont été obtenus chez le cultivar modèle Pavon 76, q
que soit le prétraitement appliqué. En revanche, p
le cv. JK, les rendements observés ont été équivale
voire supérieurs, avec 0,71% et 0,68%, à ceux du c
,

var modèle pour le choc osmotique mannitol 0,1
pendant 3 j ou froid de cinq semaines suivi du ch
osmotique.

3.2. Régénération des plantes

Pour l’ensemble des trois génotypes, nous av
observé, dans la plupart des cas, une conversion ra
des embryons en plantes plutôt qu’une régénéra
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Tableau 3
Effet de différents prétraitements sur les principaux paramètres androgénétiques de culture in vitro de microspores isolées chez
modèle Pavon 76

Prétraitement Nombre de
microspores
extraites
et cultivées

Nombre
d’embryons
produits
(%)

Nombre
d’embryons
repiqués

Nombre de
plantes
vertes
(%)

Nombre de
plantes
albina
(%)

Nombre d’embryons
ne donnant aucune
régénération
(%)

V/A

Aucun 900000 453 433 137 55 241 2,4
(0,05) (31,63) (12,70) (55,65)

Froid (3 j) 525000 200 169 15 113 41 0,1
(0,038) (8,87) (66,86) (24,26)

Froid (5 semaines) 3150000 6195 2467 525 1084 858
(0,19) (21,28) (43,94) (34,77)

Man 0,1 M (3 j) 3225000 5378 2062 1174 574 314 2,04
(0,16) (56,93) (27,83) (15,22)

Man 0,1 M (3 j)+
Fr (5 semaines)

625000 2199 1159 118 598 443 0,19
(0,35) (10,18) (51,6) (38,22)

Fr (5 semaines)+
Man 0,1 M (3 j)

3000000 4994 2282 344 1198 740 0,
(0,16) (15,07) (52,49) (32,42)

Man : Mannitol, Fr : Froid et Man+ Fr/Fr + Man : combinaison de deux prétraitements.
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lente. Chez le cv. Cham1, le meilleur taux de régé
ration en plantes vertes a été obtenu par l’applica
du prétraitement au froid à 4◦C pendant cinq semaine
(Tableau 1), donnant par ailleurs un taux de plantes
bina relativement faible (115 plantes albina sur 12
embryons repiqués au total) et, par différence, un t
très important d’embryons n’ayant pas régénéré. T
jours chez le cv. Cham1, le prétraitement au mann
à 0,1 M n’a donné aucune plantule verte et un rapp
V/A nul, contrairement à ce qui s’est passé chez le
Pavon 76. Pour les autres prétraitements appliqué
situation a été pratiquement la même que celle ob
vée pour le mannitol 0,1 M pendant 3 j à 4◦C.

Pour le cv. JK (Tableau 2), la régénération chlo
rophyllienne a été plus faible que celle enregist
chez le cv. Cham1 (Figs. 1–4). Comme pour Cham1
la meilleure régénération chez le cv. JK a été
tenue après un choc thermique de cinq semain
4 ◦C, avec plus de trois plantes vertes régénérées
100 embryons repiqués (Tableau 2) et un rapport V/A
de 0,1, valeur la plus élevée pour ce cultivar. En
qui concerne la régénération de plantes albina,
présente des taux de plantes albina plus élevés
Cham1, avec un total de 2914 plantes albina pour 8
embryons repiqués (témoin et prétraitements con
dus).

Pour le cv. Pavon 76 (Tableau 3), le meilleur taux
de régénération de plantes vertes (57%) a été ob
r

Fig. 1. Effet du prétraitement au froid à 4◦C pendant cinq semaine
sur l’obtention des plantes androgénétiques. Les barres des
grammes surmontées de différentes lettres sont significative
différentes au seuilα de 5% et celles qui sont surmontées des mê
lettres ne le sont pas : pourcentages de plantes vertes (a, b, c), al-
bina (d, e, f) et des embryons non régénérés (g, h, i) chez les trois
variétés de blé.

à la suite du prétraitement de 3 j au mannitol à 4◦C,
ce taux étant le double de celui obtenu chez le tém
sans aucun prétraitement et étant six fois plus imp
tant que celui obtenu avec le prétraitement de 3
4 ◦C (8,87%). Ceci, combiné avec un taux de régé
ration albina égal à 27,8% et un rapport V/A égal à
est significativement supérieur au témoin « froid 3
(Tableau 3).
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Fig. 2. Effet du prétraitement au mannitol 0,1 M à 4◦C pendant
3 j sur l’obtention des plantes androgénétiques. Les barres de
togrammes surmontées de différentes lettres sont significative
différentes au seuilα de 5% et celles qui sont surmontées des mê
lettres ne le sont pas : pourcentages de plantes vertes (a, a, b), al-
bina (c, d, c) et des embryons non régénérés (e, g, f) chez les trois
variétés de blé.

Fig. 3. Effet du prétraitement au mannitol 0,1 M à 4◦C pendant 3 j
suivi d’un séjour au froid de cinq semaines à 4◦C sur l’obtention des
plantes androgénétiques. Les barres des histogrammes surm
de différentes lettres sont significativement différentes au seuα

de 5% et celles qui sont surmontées des mêmes lettres ne le
pas : pourcentages de plantes vertes (a, a, b), albina (c, d, e) et des
embryons non régénérés (f, g, h) chez les trois variétés de blé.

3.3. Fertilité en serre et niveau de ploïdie

L’étude d’un échantillon de 18 plantes chloroph
liennes de JK en chambre de culture a été me
Parmi les 18 plantes, toutes présentaient les ca
tères morphologiques du blé dur, excluant ainsi to
possibilité de mélange notamment avec le témoin
s

t

Fig. 4. Effet du prétraitement au froid à 4◦C de cinq semaines suiv
d’un séjour au Mannitol 0,1 M à 4◦C pendant 3 j sur l’obtention de
plantes androgénétiques. Les barres des histogrammes surm
de différentes lettres sont significativement différentes au seuα

de 5% et celles qui sont surmontées des mêmes lettres ne le
pas : pourcentages de plantes vertes (a, a, b), albina (c, d, e) et des
embryons non régénérés (f, g, g) chez les trois variétés de blé.

tendre. La fertilité pollinique a été analysée et éga
ment leur niveau de ploïdie. Parmi les 18 plantes,
étaient des haploïdes doublés (2n = 4x = 28 chromo-
somes), entièrement fertiles, avec une production
male de caryopses ; leur doublement chromosom
s’était donc produit spontanément ; quatre étaient
tées stériles, haploïdes (n = 2x = 14 chromosomes)
et présentaient le polymorphisme typique du pol
des plantes haploïdes.

3.4. Comportement des génotypes vis-à-vis des
différents prétraitements appliqués

On remarque que les deux génotypes de blé dur
tés ont donné des réponses différentes. Tout d’ab
en ce qui concerne le rendement en embryons, c
ci a été très faible, voire nul, chez le cv. Cham1, to
prétraitements confondus, alors qu’il était plutôt éle
chez JK (Tableaux 1 et 2). LesFigs. 1 à 4permettent
de comparer les génotypes entre eux par rapport
régénération haploïde dans les différentes conditi
Ainsi, c’est la variété Cham1 qui a donné le meille
taux de régénération chlorophyllienne par rappo
JK. Cette dernière a, en revanche, présenté le tau
régénération de plantes albina le plus fort.

Enfin, quant au rendement global, c’est-à-dire
nombre de plantes vertes obtenues par micros
mise en culture (Fig. 5), le prétraitement le plus ef
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Fig. 5. Effet des différents prétraitements sur le rendement (exp
en pour mille) en plantes vertes et albina chez les trois variété
blé étudiées.1 : Prétraitement (froid pendant cinq semaines à 4◦C et
à l’obscurité).2 : Prétraitement : mannitol 0,1 M pendant 3 j à 4◦C
et à l’obscurité.3 : Combinaison de deux prétraitements : Manni
(0,1 M à 4◦C pendant 3 j et à l’obscurité)+ froid (cinq semaines
à 4◦C et à l’obscurité).4 : Combinaison de deux prétraitement
froid (cinq semaines à 4◦C et à l’obscurité)+ mannitol (0,1 M à
4◦C pendant 3 j et à l’obscurité).

ficace pour les blés durs a été le choc thermique à◦C
pendant cinq semaines. Finalement, c’est JK qui a
senté le rendement le plus élevé, puisqu’il a compe
son faible taux de régénération chlorophyllienne
une plus grande quantité d’embryons. Les prétra
ments, et notamment celui au mannitol durant 3
4 ◦C ont tous été nettement plus efficaces sur le
tendre que sur les blés durs. Au regard des autres
traitements, la combinaison du prétraitement au fr
pendant cinq semaines, précédé ou suivi du prétr
ment dans une solution de mannitol à 0,1 M, n’a
amélioré la réponse androgénétique chez les trois
riétés de blés étudiées. En effet, les résultats obt
pour ces deux combinaisons de prétraitements on
inférieurs à ceux qui sont obtenus avec le froid p
dant cinq semaines pour les blés durs et avec le c
osmotique pour le blé tendre (Fig. 5).

3.5. Observations cytologiques

Nous avons réalisé des observations cytologiq
en fluorescence au DAPI sur les microspores ju
avant leur extraction. Les microspores témoins
ayant été soumises à 3 j de froid ou de mann
conservent leur état uninucléé tardif initial. En r
vanche, celles qui ont subi les prétraitements de lon
-

durée étaient majoritairement (80%) binucléées, v
trinucléées, sans que l’on puisse distinguer si les
rois cellulaires étaient reconstituées.

D’autres observations cytologiques en cours
culture des microspores nous ont permis de mettr
évidence une phase d’induction embryonnaire a
une évolution favorable des microspores de mê
ampleur chez Cham1 et chez JK. Cette phase es
tamment caractérisée par un gonflement d’une pa
des microspores et par une structuration rayonn
du cytoplasme autour de nombreuses vacuoles. A
la première semaine de culture, on aboutit à de n
breuses structures embryonnaires encore conte
dans l’exine. Mais, après deux semaines, alors qu
embryons se forment chez JK en sortant de l’exine
majorité de ces structures chez Cham1 n’évolue
les pro-embryons restant prisonniers de la paroi p
nique.

4. Discussion

Ces résultats montrent que la première phase
la culture de microspores isolées in vitro, c’est
dire la production d’embryons, ne devrait plus ê
un facteur limitant à l’utilisation pratique de cette m
thode d’haplodiploïdisation chez le blé dur, au mo
pour des variétés comme JK, pour autant que, pa
suite, ces embryons donnent des plantes chlorop
liennes. En effet, nous avons pu obtenir chez JK,
moins et prétraitements confondus, 13 566 embry
pour 5,725× 106 de microspores, soit un pource
tage de 2,37�, qui est supérieur, dans nos exp
riences, à celui de Pavon 76, chez qui 19 419
bryons sont obtenus pour 11,425× 106 microspores
cultivées, soit 1,7�. Mais même pour Cham1, qui e
un génotype faiblement embryogène, la même sta
tique donne 2924 embryons pour 11,632× 106 mi-
crospores, soit 0,25�. Nous estimons que ces pou
centages, qui sont calculés par rapport au nombr
microspores cultivées, donneraient, s’ils étaient ra
nés au nombre d’anthères correspondant, des re
ments de 5 à 20 fois supérieurs aux meilleurs ren
ments publiés en culture d’anthères. L’embryogen
est, dans certain cas, quasi identique à l’embryoge
zygotique, comme cela avait déjà été mentionné pr
demment par Picard et al.[10] et J’aiti et al.[11].
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Concernant le plus faible rendement de Cham1,
des hypothèses que l’on peut avancer serait que
pro-embryons de Cham1 sortent beaucoup plus d
cilement de l’exine. Il serait possible que, chez le
Cham1, l’exine soit beaucoup plus épaisse ou plus
sistante que celle des autres génotypes de la m
espèce, comme JK, empêchant ainsi la sortie des
bryons, qui dégénéreraient avec le temps. D’au
hypothèses peuvent être avancées pour explique
avortement des embryons : l’appauvrissement du
lieu ou une pression osmotique mal adaptée.

Les deux cultivars de blé dur Cham1 et JK, do
nant un total d’environ 150 plantes vertes, ont prése
tous les deux un faible rendement en régénératio
plantes vertes, même si celui de Cham1 est signifi
tivement supérieur à celui de JK. En revanche, ils
présenté un taux élevé en plantes albina, avec un
tal de 115 plantes albina chez Cham1 et surtout 2
plantes albina chez JK. Ceci montre bien que l’a
tude globale à la conversion des embryons en plan
qu’elles soient vertes ou bien albina, est forte.

Pour JK, l’utilisation du prétraitement au mannit
0,1 M a permis une augmentation du nombre d’e
bryons formés par rapport aux témoins, alors qu’il
entraîné aucune amélioration quant à la régénéra
chlorophyllienne. Cette indépendance des deux ph
de l’androgenèse, embryogenèse et régénération
ploïde, confirme les résultats d’Agache et al.[15].

Nos résultats montrent à nouveau que ce sont
facteurs externes, et plus particulièrement des st
(froid, mannitol), qui, appliqués aux inflorescenc
avant l’isolement des microspores, sont les signaux
terminants de l’embryogenèse androgénétique. N
travail a montré, pour les deux variétés de blés d
testées, une influence positive d’un prétraitemen
froid sur le taux d’embryons obtenus, mais surt
sur le nombre de plantes vertes régénérées. Le p
centage d’embryons donnant des plantes chlorop
liennes régénérées a pu atteindre la valeur de 7%
Cham1 et de 3% pour JK (Fig. 1). Le choc osmo-
tique, appliqué seul, semble ne pas être efficace
la régénération chlorophyllienne. En effet, il don
un rapport V/A égal à 0 contre 0,1 et 0,38 lors d’
prétraitement au froid de cinq semaines à 4◦C, res-
pectivement pour JK et Cham1.

Ces résultats sont en accord avec les travaux pu
chez l’orge[7], qui ont montré qu’au stade de prélèv
ment des épis pour la culture d’anthères, le cont
-

t

,

-

-

en ADN plastidial pouvait varier selon les génotyp
et leur aptitude à fournir des plantes vertes ou alb
Cette observation suggère que l’origine de certa
plantes albina n’est pas liée à la culture in vitro e
même, mais à l’état de la microspore au momen
la mise en culture. Les différents prétraitements s
ainsi susceptibles de modifier la fréquence de pla
vertes/albina en agissant sur le maintien fonction
des structures plastidiales des microspores. Chez l
dur, dans les expériences relatées ici, ce serait plut
froid pendant cinq semaines qui agirait positivem
et, chez le témoin blé tendre, le mannitol à 4◦C pen-
dant 3 j. Une autre hypothèse serait d’avancer, com
cela a été étudié chez le tabac[16], que la concentra
tion en sucres internes de la loge pollinique prod
rait un signal externe qui activerait/maintiendrait
facteurs de transcription propres à la cellule vég
tive. Toute carence (stress de privation, comme
exemple avec le mannitol) entraînerait alors une
minution de ces facteurs et une possibilité de ret
ou de réorientation des microspores vers une emb
genèse androgénétique. De même, on peut supp
que le froid diminuerait les facteurs de transcript
spécifiques de la cellule végétative. Les mécanis
fins restent cependant, à notre connaissance, en
aujourd’hui inconnus.

Notre travail, bien que concernant deux gé
types, a aussi montré combien l’effet génotypiq
était important, puisque ceux-ci ont présenté
comportements androgénétiques très différents.
tels résultats ont déjà été démontrés pour le
tendre[17,18].

Enfin nous observons un taux élevé de diploï
spontanés chez les plantes de blé dur régénérées
delà du fait que ce phénomène pourrait présente
avantage pour l’utilisation en sélection, puisqu’il é
terait le doublement chromosomique à la colchici
comment l’expliquer ? Nous avons observé que les
crospores évoluaient très doucement pendant le
traitement au froid, et qu’après cinq semaines on
servait des microspore bi- ou trinucléées, c’est-à-
ayant déjà commencé, dans les épis, une androge
in vivo. On sait que le froid est un agent de doub
ment chromosomique au même titre que la colchic
Il se pourrait alors qu’une partie des noyaux aient le
chromatides bloquées en métaphase et qu’une
thèse d’ADN s’y produise à nouveau, ce qui donne
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5. Conclusion

Les résultats encourageants observés consécu
ment au prétraitement au froid de longue durée p
le blé dur et au mannitol pour le témoin blé tendre
diquent que la méthode que nous avons adoptée
prometteuse et ouvre des perspectives intéressa
Au-delà de l’effet génotypique, qui reste un facte
très important dans l’obtention des plantes albina,
résultats montrent que la fréquence des plantes a
peut être réduite par l’action des prétraitements.
procédure développée ici, pour la culture de mic
spores isolées chez le blé dur, nous a permis d
tenir avec succès des embryons et des plantes
rophylliennes. Ainsi, les pourcentages d’embryo
se convertissant en plantes chlorophylliennes c
Cham1 et JK sont les meilleurs jamais publiés jusq
présent chez cette espèce, dans ce domaine. Ains
ajustant les prétraitements, on devrait pouvoir mo
fier significativement l’état initial des microspores
par la suite, leur réponse in vitro, optimiser le nom
d’embryons produits et, par la suite, augmenter
nombre de plantes haploïdes chlorophylliennes.
travaux montrent en tout cas qu’on peut envisa
chez le blé dur, d’étudier, avec de meilleures chan
de succès, de nouvelles combinaisons de prétr
mentsdes microspores dans l’inflorescence avant l
isolement, permettant ainsi l’orientation d’une part
d’entre elles vers l’embryogenèse androgénétiqu
reste cependant à vérifier ces résultats sur de nouv
génotypes de blé dur ce que le laboratoire a comme
à faire sur des variétés algériennes ou tunisinenne
blé dur.
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