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Résumé

La culture in vitro d’anthéres de blé dufFr{ticum turgidum subsp. duruifDesf.) Husn.) donne habituellement un trés fort
taux d’albinisme chez les plantes régénérées, ce qui limite considérablement son utilisation. Seules les méthodes de culture ir
vitro d’ovaires immatures ou le croisement intergénérique avec le mais permettent d’obtenir chez cette espece des plantes verte
haploides et, par 1a, des haploides doublés d’origine gynogénétique. La présente note concerne une autre méthode d’obtentio
d’haploides doublés, d’origine androgénétique : la culture in vitro de microspores isolées. On montre que cette méthode, asso-
ciée a des prétraitements de quelques jours a plusieurs semaines, au froid seul on au froid avec du mannitol, des épis prélevé:
laissés dans leur gaine foliaire, et avant I'isolement des microspores, permet non seulement d’améliorer I'embryogenése, mais
aussi, pour la premiére fois, d’obtenir des quantités relativement importantes de plantes chlorophylliennes. Ainsi, tous prétrai-
tements et témoin confondus, un total de 16 490 embryons androgénétiques a été obtenu a pattit d6P1microspores de
deux variétés de blé dur, dont 9320 ont été repiqués et ont donné 150 plantes chlorophylliennes. Notamment, le prétraitement
au froid a 4°C de longue durée (cing semaines) pourrait étre prometteur pour la régénération chlorophyllienne chez le blé dur.
Pour citer cet article: Z. Labbani et al., C. R. Biologies 328 (2005).
0 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. duruiDesf.) Husn., the utilization dh vitro anther culture is hampered by the very high frequency
of albinism of the regenerated plants reaching in most cases 100%. Only in vitro ovary culture or intergeneric crosses with
maize produce gynogenetic green haploid and doubled haploid plants. This paper is concerned with another very interesting
method of androgenetic doubled haploid plant production, the in vitro isolated microspore culture. It is shown that this method,
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associated with cold alone or cold plus mannitol pre-treatments, of the spikes kept within their sheath leaves, during different
times, have significant positive effects, not only on embryo production, but also on chlorophyllian plant regeneration. All pre-
treatments and control taken together, a total of 16 490 embryos was obtained fown 10P microspores of twd. durum

varieties, among which 9320 embryos were transferred to regeneration medium and developed 150 chlorophyllian plants. Thus
a long-term (five weeks) 4C cold pre-treatment of the microspores could be promising for green regeneration in durum wheat.
To citethisarticle: Z. Labbani et al., C. R. Biologies 328 (2005).
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Abridged English version vantageous for green plant production were published.
In the present work, tillers from each plant were har-
In Triticum turgidum subsp. dururgDesf.) Husn., vested when the microspores were predominantly at
the utilization of in vitro anther culture is hampered the mid or late uninucleate stage and then, except
by the very high frequency of albinism of the regen- for the controls, were submitted to five different pre-
erated plants, reaching in most cases 100%. Only in treatments: cold pre-treatment during three days and
vitro ovary culture or intergeneric crosses with maize during five weeks at 4C, pre-treatment using a 0.1-M
produce gynogenetic green haploid and doubled hap- mannitol solution at 4C for three days, pre-treatment
loid plants. In vitro isolated microspore culture is the combining first a cold phase {€) during five weeks
more recent method of doubled-haploid production. It followed by mannitol (0.1 M) during three days at
has the considerable advantage to allow the separatiord °C and the reverse one, i.e. in mannitol (0.1 M) dur-
of the microspore populations from the sporophytic ing three days at 4C followed by a cold phase (4)
tissues, leading to more true embryos and quick con- during five weeks. Then the microspore population ex-
version of those into true haploid and doubled haploid traction was done using the protocol of De Buyser et
plants with a lower rate of somaclonal variations com- al. (2002). The embryogenesis and plant regeneration
pared to in vitro anther culture. This method has been were followed in both cultivars during the androgenic
extensively applied with success in crops such as rapeprocess and correlated with the proportion of regener-
seed, barley and more recently bread wheat, but not inated chlorophyllian plantlets.
Triticum durum Our results clearly show that the microspore cul-

Our laboratory has decided to study the effects of
different pre-treatments on the behaviour of in vitro
isolated microspores populations of durum wheat.
In this publication, we used two durum wheat vari-
eties {Triticum turgidum subsp. durufbesf.) Husn.),
tetraploid (2: = 4x = 28, AABB) Chaml and Jennah
Khetifa (JK) and compared with the results obtained
with the cv. Pavon 76, which is a highly embryogenic
bread wheat varietyTgiticum aestivum subsp. aes-
tivum), hexaploid (22 = 6x = 42, AABBDD), here

used as control. The reason of this choice is that until

today there is no available control genotype in durum

ture response varies within the species and depends
also on the pre-treatment. The two durum cultivars
showed a great difference in their embryogenic po-
tentialities. The cv. Chaml has a poor response in
embryo formation for all pre-treatments. However, the
cv. JK has shown a good embryogenesis for all pre-
treatments, principally when mannitol 0.1 M is used
for three days at 4C. Under this condition, we ob-
tained 0.71% of embryo production, which exceeded
the level of Pavon 76.

As far as green plant regeneration is concerned, the
cold pre-treatment during 5 weeks &t@ was the best

wheat for isolated microspore culture methods. The one. It gave a net improvement of microspore culture
two durum wheat varieties were previously tested by responses particularly for embryo production but also
the laboratory as being recalcitrant in producing green for green plant release. All pre-treatments and control
plantlets with anther culture and preliminary studies taken together, a total of 16 490 embryos was obtained
showing that pre-treatments of the spikes could be ad- from 17.4 x 10° microspores of twdl. durumvari-
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eties, among which 9320 embryos were transferred léculaire des génes impliqués dans I'embryogenése,
to the regeneration medium. Thus, the proportion of la simulation de la gamétogenése in vitro, la trans-
embryos giving green plantlets was increased from 0 formation génétique et I'analyse des produits de la
to 7.38% and 0 to 3.42% respectively in Chaml1 and méiose. Le blé dur est resté, en revanche, une espéce
JK and a total of 150 androgenetic green plantlets récalcitrante a I'androgenése in vitro, y compris a la
were obtained, which is the higher number of green culture de microspores isolées, avec une faible pro-
androgenetic plants ever published concerning durum duction d’embryons, une régénération difficile et trés
wheat. The majority of these plants are spontaneously faible en plantes chlorophylliennes, ainsi qu’un taux
doubled haploid (85%) and the other haploid. Finally, de production élevé de plantes alb[bz]. On sait que
we may conclude that the production of androgenetic cet albinisme correspond a une dégradation précoce de
embryos in tetraploid wheat depends on the genotype I’ADN des plastes, favorisant ainsi la formation exclu-
as well as on the treatment, and that, in spite of these sive de plantes albina chez les Poad&gsSeules les
encouraging results, the problem of albino regenerated méthodes de croisement intergénérique avec le mais
plants is only partially solved. [8] ou de culture in vitro d’ovaires immaturs] per-
mettent d’obtenir, chez cette espece, des plantes vertes
haploides et haploides doublées d’origine gynogéné-
1. Introduction tique. Notre laboratoire a choisi, depuis plusieurs an-
nées, de mener des recherches pour diminuer le taux
Maitriser I'obtention et I'utilisation de lignées ha- d’'albinisme des plantes androgénétiques de blé dur en
ploides doublées chez une espéece de grande culturaitilisant la culture de microspores isolées et en étu-
comme le blé dur est un enjeu important pour les diant notamment I'effet des prétraitements. Quelques
programmes d’amélioration variétale de cette espéce.résultats prometteurs ont été ainsi obtefils11] La
L'haplodiploidisation est en effet une méthode de fixa- présente note relate I'étude comparative de I'effet de
tion rapide du matériel génétique apres la méiose, per-plusieurs prétraitements et montre, pour la premiére
mettant I'obtention de lignées homozygotes en une fois, comment il a été possible d’améliorer significati-
seule étape, alors que, dans les méthodes classiquesiement I'obtention d’embryons et de plantes androgé-
la fixation des lignées requiert plusieurs cycles d’auto- nétiques vertes chez le blé dur en utilisant de nouveaux
fécondation. Elle permet donc un gain de temps appré- prétraitements des microspores dans leurs épis avant
ciable, également un gain en efficacité de la sélection leur isolement et leur mise en culture.
et une diminution du co(t de production des lignées
pures[1]. Parmi toutes les méthodes possibles d'ob-
tention de plantes haploides, la culture de microspores2. Matériels et méthodes
isolées in vitro s’est développée a partir des années
1990. Cette méthode est caractérisée notamment parla Cette étude a été menée sur deux variétés de blé
séparation des microspores des tissus sporophytiqueslur (Triticum turgidum subsp. dururgDesf.) Husn.)
de I'anthére avant ou dés le début de la culture in vi- tétraploide (2 = 4x =28, AABB), Chaml et Jennah
tro, par I'obtention en général d'une embryogenése Khetifa (dans ce texte « JK»), ainsi qu’une variété de
plus rapide et plus conforme et, en ce qui concerne blé tendre de printemp3ifticum aestivum subsp. aes-
la production de plantes, par des variations induites tivum) hexaploide (2 = 6x = 42, AABBDD), Pavon
par la culture in vitro moins nombreuses. En raison 76, hautement embryogéne en culture de microspore
de ses avantages, cette méthode de culture de microisolées. Pavon 76 est utilisé ici comme témoin, dans
spores isolées a donc été largement appliquée par leda mesure ou jusqu’a présent aucun génotype de l'es-
établissements de sélection chez les espéces ou ell@éceT. durumne pourrait servir de témoin dans le
s'est révélée efficace tout de suite, telles que le colza, cadre d'expériences portant sur la culture de micro-
I'orge et, plus tard, le blé tendre pour I'obtention de spores isolées.
nouvelles variétéf2—4]. Sur un plan plus fondamen- Les plantes méres ont été cultivées dans une chamb-
tal, cette méthode permet une observation cytologique re climatisée de type Strader réglée a la température
des stades de I'embryogenése ex ovulo, I'étude mo- jour/nuit 20/15°C, avec une photopériode de 16 h
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(1150 pE m2s71). JK est vernalisée 15 jours ¥@ L'observation cytologique des microspores avant
au préalable. Lhumidité relative y a été maintenue extraction ou de leur évolution en cours de culture
a 70+ 5%. Les talles ont été prélevées lorsque la a été faite a I'aide d’'un microscope inversé, soit en
majorité des microspores étaient au stade uninucléélumiére transmise, soit en fluorescence aprés colora-
tardif et ont subi par la suite les prétraitements sui- tion d’échantillons au DAPI (di aminido phenylindol).
vants, que nous avons choisi a la suite d’expériencesCelui-ci se fixe spécifiquement sur '’ADN. Eclairé en
préliminaires, non publiées, précédant celles que nousjumiére ultraviolette (maximum 372 nm), il émet une

relatons ici : fluorescence bleue (maximum 456 nm).
Les paramétres androgénétiques mesurés sont les
— aucun prétraitement;; suivants

— un prétraitement au froid pendant 3 j ou pendant

cinq semaines; les talles ont été mises dans des _ nombre d’embryons produit& somme totale
bocaux contenant de I'eau, puis placées dans un  g'embryons comptés pendant 15 j a partir des pre-

réfrigérateur a 4C et a I'obscurité ; miers apparus ;
— un prétraitement au mannitol 4 0,1 M pendant 3| _ iqux de production d’embryons (nombre d’em-
a 4°C; les talles ont été mises dans un Erlen- bryons produits/nombre de microspores cultivées)
meyer contenant une solution agueuse de mannitol %100
a 0,1 M, puis placées dans un réfrigérateur&4 — nombre d’embryons repiqués nombre d’em-

et a l'obscurité;

— un prétraitement combinant un prétraitement au
froid en premier pendant cing semaines suivi d’'un
prétraitement au mannitol a 0,1 M pendant 3 j;

— enfin, un prétraitement inverse du précédent :
mannitol, suivi du froid.

bryons, parmi les premiers apparus, mis en culture
sur le milieu de régénération ;

— nombre de plantes vertes (¥)nombre de plantes
vertes obtenues a partir des embryons repiqués;;

— taux de régénération des plantes veggaombre
de plantes vertes (V)/nombre d’embryons repi-
qués)x100;

— nombre de plantes albina (&) nombre de plantes
albina obtenues a partir de la méme population
d’embryons repiqués;

— taux de régénération des plantes albingnombre
de plantes albina (A)/nombre d’embryons repi-
qués)x100;

— nombre d’embryons ne donnant aucune régénéra-
tion = nombre d’embryons ne se convertissant ni

Le protocole d'isolement des microspores utilisé ici
est celui décrit par De Buyser et §12], sauf pour les
prétraitements. Avant I'isolement des microspores, les
épis ont été désinfectés par une solution d’hypochlo-
rite de calcium a 4%. Aprés broyage des épillets, fil-
tration et centrifugation, reprise du culot et deuxieme
centrifugation, les microspores extraites ont été culti-
vées dans le milieu d’induction liquide CHB3 (CHU
additionné de 90 gi* de maltose]13] dans des boites ) s ;
de Pétri de 35 mm de diamétre a raison de 1,5 ml par er,1 pIante§ ve,rtes r," en pIante§ alblna_ou. nayant
boite et co-cultivées avec 5 a 10 ovaires par boite de développé qu'un début de systeme rac[nqlrg; .
Pé&tri. — taux d’embryons ne donnant aucune régénération

Aprés la phase d'incubation & l'obscurité dans une = (nombre d’embryons ne donnant aucune rége-

enceinte de culture régulée a7, les embryons for- nération/nombre d’embryons repiqués)00 ;
més ont été comptés puis pour une partie d’entre eux — aPportV/A=nombre de plantes vertes (V)/nomb-

transférés sur le milieu de régénération solide de Mu- e de plantes albina (A);
rashige et Skool4] sans hormones (MS0). Suivant ~ — rendement théorique en plantes verteiaux de
toujours le méme protoco[é?2], aprés trois semaines production d’embryonsk (taux de régénération

de culture des embryons sur le milieu de régénération,  de plantes vertes) exprime en pour mille;

les plantes vertes et albina ayant développé un sys- — rendement théorique en plantes albingtaux de
téme racinaire ainsi que les structures non régénérées  production d’embryonsk (taux de régénération
en plantes ont été dénombrées. de plantes albina) exprimé en pour mille.
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2.1. Tests statistiques Cham1 produit plus d’épis et plus de microspores par
anthére que JK et, d’autre part, du fait qu’'un plus

Pour ce qui concerne I'embryogenése androgéné-grand nombre d’infections a été observé chez JK, ce
tique, nous ne faisons aucun test statistique, puisqu’il qui explique certaines grandes différences d’effectifs
s’agit d'un phénomeéne rare et ceci, méme si nos ré- par prétraitements chez ce dernier. Morphologique-
sultats sont nettement supérieurs a ceux de la culturement, 10 a 20% de ces embryons sont identiques
d’anthéres. En effet, les pourcentages de microsporesaux embryons zygotiques observés dans les caryopses,
donnant des embryons étant de I'ordeslch 70 micro- avec la présence d'un scutellum plus ou moins bien
spores pour 10 000 donnant un embryon, il est difficile formé.
d’envisager d’effectuer des tests statistiques. Chez le cv. Cham1Tableau }, la formation d’em-

En ce qui concerne la régénération (ou la conver- bryons a été tres faible. Ainsi, 'absence de prétraite-
sion) des embryons aprés leur repiquage sur MS0, ment avant la culture in vitro n'a pas permis d’obtenir
un test de comparaison statistique de pourcentagesun seul embryon. Pour cette variété, un prétraitement
par couple de génotypes, utilisant la formule ci- s’avere nécessaire. Mais, méme le prétraitement au
dessous, a été effectué afin d'évaluer la signification froid a 4°C pendant 3 j n’a donné aucun embryon
de l'effet des différents prétraitements sur I'obtention chez ce cultivar de blé dur. Ce n’est qu'avec le pré-
de plantes vertes, albina, ou I'absence de régénéra-traitement de cing semaines &@ que des embryons
tion. ont été obtenus, avec cependant une fréquence tou

Soientn; et ny les effectifs d’embryons repiqués jours faible. Quand on a utilisé seulement le prétrai-
des génotypes 1 et 2 que I'on comparepeet p2 les tement a 4C dans une solution aqueuse de manni-
proportions de chacune des deux catégories, on calculetol, un faible nombre d’embryon a de nouveau été
la variableu, dont la formule est indiquée ci-dessous : observé (34 embryons pour3b x 10° microspores

mises en culture, soit 0,&2). En revanche, le prétrai-

arcsi — arcsi . S . .
u= ( ny/p1 n/p2l) tement combinant un prétraitement au froid de cing
(+/(8208 x (1/n1+ 1/n2))) semaines suivi d'un prétraitement au mannitol a donné

La variablex une distribution normale. Si le calculé chez cette variété un taux plus important, c'est-a-dire
est supérieur a (« = 0,05), I'hypothése iy est reje- 1,4%0, soit 1870 embryons pour,475 x 10° micro-
tée. spores.

Une partie des plantes androgénétiques obtenues a Dans leTableau 2 qui résume les résultats pour le
été suivie en chambre de culture pour confirmer, d’'une cv. JK, on constate que le prétraitement au froid pen-
part, les caractéres morphologiques de tygécum dant 3 j a donné un résultat sensiblement plus faible
durumet, d’autre part, afin de contrdler leur niveau de que celui de cing semaines (0,14% contre 0,21%).
ploidie (haploide ou haploide doublé) par I'analyse de Mais, contrairement a Chaml, le prétraitement au
la fertilité des épis aprés ensachage de ceux-ci, qui amannitol seul a donné, chez JK, le meilleur taux
été en méme temps confirmée par un comptage chro-d’embryons (0,71%), c’est-a-dire 2695 embryons pour
mosomigue. 0,375x 10° microspores, alors que, si la combinaison

froid + mannitol donne le méme taux, la combinaison
inverse (mannitol 0,1 M d'abord, puis froid) a donné

3. Résultats un taux deux fois moindre.
Pour Pavon 76 Tableau 3, I'absence de pré-
3.1. Production des embryons traitement ou le prétraitement au froid de 3 | a

donné des résultats faibles pour la production d'em-
Pour les blés durs, les embryons ont été obte- bryons. En revanche, le prétraitement aC4pen-
nus en quantité et qualité variables, aprés quatre adant cing semaines a été plus favorable, permet-
cing semaines d’incubation, a partir d'un total de tant une formation de 6195 embryons pouyt50 x
17,4 x 10° microspores des deux variétés de blé dur, 10° microspores cultivées. Ce résultat a été sensi-
dont les deux tiers venaient de Cham1l et un tiers de blement identique a celui obtenu avec le mannitol
JK. Cette différence provient, d'une part, du fait que seul ou le froid+ mannitol. Et le rendement le
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Tableau 1
Effet de différents prétraitements sur les principaux parametres androgénétiques ddrcultto@le microspores isolées chez le blé dur. Cv.
Chamil

Prétraitement Nombre de  Nombre Nombre Nombre de Nombrede  Nombre d’embryons  V/A
microspores  d’embryons  d'embryons  plantes plantes ne donnant aucune
extraites produits repiqués vertes albina régénération
et cultivées (%) (%) (%) (%)
Aucun 3147500 0 - - - - -
©
Froid (3 j) 1425000 0 - - - - -
©
Froid (5 semaines) 2325000 481 474 35 91 348 0,38
(0,02) (7,38) (19,19) (73,41)
Man 0,1 M (3 ) 1350000 34 26 0 5 21 0
(0,002) ) (19,23) (80,76)
Man 0,1 M (3))+ 1200000 539 215 2 9 204 0,22
Fr (5 semaines) (0,04) (0,93) (4,18) (94,88)
Fr (5 semainesy 1275000 1870 549 5 10 534 0,5
Man 0,1 M (3]) (0,14) (0,91) (1,82) (97,26)

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

Tableau 2
Effet de différents prétraitements sur les principaux parametres androgénétiques de culture in vitro de microspores isolées chez le blé dur. Cv.
JK

Prétraitement Nombre de  Nombre Nombre Nombre de Nombre de  Nombre d’embryons  V/A
microspores d’embryons d’embryons plantes plantes ne donnant aucune
extraites produits repiqués vertes albina régénération
et cultivées (%) (%) (%) (%)
Aucun 1950000 1911 1682 1 596 1085 0,001
(0,09) (0,06) (35,43) (64,5)
Froid (3 ) 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}) 375000 2695 583 2 247 334 0,008
0,72) (0,34) (42,36) (57,28)
Man 0,1 M (3 )+ 775000 2516 1804 10 594 1200 0,016
Fr (5 semaines) (0,32) (0,55) (32,92) (66,51)
Fr (5 semaines} 300000 2060 460 3 298 159 0,01
Man 0,1 M (3}) (0,68) (0,65) (64,78) (34,56)

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

plus élevé (0,35%) a été obtenu par l'association var modéle pour le choc osmotique mannitol 0,1 M
des deux prétraitements mannitol et froid de 5 se- pendant 3 j ou froid de cing semaines suivi du choc
maines. osmotique.

En comparaison, le blé dur Cham1 a fourni des ren-
dements en embryons inférieurs par rapport a ceux qui 3.2. Régénération des plantes
ont été obtenus chez le cultivar modéle Pavon 76, quel
gue soit le prétraitement appliqué. En revanche, pour  Pour I'ensemble des trois génotypes, nous avons
le cv. JK, les rendements observés ont été équivalents,observeé, dans la plupart des cas, une conversion rapide
voire supérieurs, avec 0,71% et 0,68%, a ceux du culti- des embryons en plantes plutét qu'une régénération
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Tableau 3
Effet de différents prétraitements sur les principaux parameétres androgénétiques de culture in vitro de microspores isolées chez le cultivar
modeéle Pavon 76

Prétraitement Nombre de  Nombre Nombre Nombre de Nombre de  Nombre d’'embryons  V/A
microspores  d’embryons d’embryons plantes plantes ne donnant aucune
extraites produits repiqués vertes albina régénération
et cultivées (%) (%) (%) (%)
Aucun 900000 453 433 137 55 241 2,49
(0,05) (31,63) (12,70) (55,65)
Froid (3 )) 525000 200 169 15 113 41 0,13
(0,038) (8,87) (66,86) (24,26)
Froid (5 semaines) 3150000 6195 2467 525 1084 858 0,48
(0,19) (21,28) (43,94) (34,77)
Man 0,1 M (3 ) 3225000 5378 2062 1174 574 314 2,04
(0,16) (56,93) (27,83) (15,22)
Man 0,1 M (3))+ 625000 2199 1159 118 598 443 0,19
Fr (5 semaines) (0,35) (10,18) (51,6) (38,22)
Fr (5 semainesy 3000000 4994 2282 344 1198 740 0,28
Man 0,1 M (3]) (0,16) (15,07) (52,49) (32,42)

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

lente. Chez le cv. Chaml, le meilleur taux de régéné- =, B Pchlorophylliennes
ration en plantes vertes a été obtenu par I'application ‘ OF Abina et |
du prétraitement au froid a°€ pendant cing semaines ‘

(Tableau }, donnant par ailleurs un taux de plantes al- ;
bina relativement faible (115 plantes albina sur 1264

embryons repiqués au total) et, par différence, un taux
trés important d’'embryons n’ayant pas régénéré. Tou-

jours chez le cv. Chami, le prétraitement au mannitol

a 0,1 M n'a donné aucune plantule verte et un rapport

V/A nul, contrairement a ce qui s’est passé chez le cv.

Pavon 76. Pour les autres prétraitements appliqués, la
situation a été pratiguement la méme que celle obser-
vée pour le mannitol 0,1 M pendant 3 ] 4@.

Pour le cv. JK Tableau 2, la régénération chlo-  Fig. 1. Effet du prétraitement au froid € pendant cing semaines
rophyllienne a été plus faible que celle enregistrée SUf I'obtention des,plantes gnfirogénétiques. Les bgrr(_e_s de§ histo-
chez le cv. Cham1Figs. 1-4. Comme pour Chamd, g_rafnmes surmontees de dn‘ferentes_ lettres sont §|gn|f|cat|v<?ment

. I L, ifférentes au seudt de 5% et celles qui sont surmontées des mémes
la meilleure régénération chez le cv. JK a été ob- |etres ne le sont pas : pourcentages de plantes vextés ¢), al-
tenue aprés un choc thermique de cing semaines abina (, e, f) et des embryons non régénérgsH, i) chez les trois
4°C, avec plus de trois plantes vertes régénérées surariétés de blé.

100 embryons repiqué3dbleau 2 et un rapport V/A

de 0,1, valeur la plus élevée pour ce cultivar. En ce 3 la suite du prétraitement de 3 j au mannitol 3C4

qui concerne la régénération de plantes albina, JK ce taux étant le double de celui obtenu chez le témoin
présente des taux de plantes albina plus élevés quesans aucun prétraitement et étant six fois plus impor-
Cham1, avec un total de 2914 plantes albina pour 8055tant que celui obtenu avec le prétraitement de 3 j a
embryons repiqués (témoin et prétraitements confon- 4°C (8,87%). Ceci, combiné avec un taux de régéné-
dus). ration albina égal a 27,8% et un rapport V/A égal a 2,

Pour le cv. Pavon 76T@bleau 3, le meilleur taux est significativement supérieur au témoin «froid 3 j»
de régénération de plantes vertes (57%) a été obtenu(Tableau 3.

Pourcentage

Cham1 Jennah Khetifa Pavon 76
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Fig. 2. Effet du prétraitement au mannitol 0,1 M &@ pendant Fig. 4. Effet du prétraitement au froid &€ de cing semaines suivi

3 j sur I'obtention des plantes androgénétiques. Les barres des his-d'“n sejourau l\/'larjrytol 0.1MaxC pendant?ﬂ sur l'obtention des ;
togrammes surmontées de différentes lettres sont significativement plant‘es' androgenétiques. Le_s pgrre_s des hlstpg'rammes surmqntees
de différentes lettres sont significativement différentes au seuil

de 5% et celles qui sont surmontées des mémes lettres ne le sont
pas : pourcentages de plantes verges(b), albina €, d, €) et des
embryons non régénérés ¢, g) chez les trois variétés de blé.

différentes au seudét de 5% et celles qui sont surmontées des mémes
lettres ne le sont pas : pourcentages de plantes vexteslf), al-

bina (, d, c) et des embryons non régénérésg, f) chez les trois
variétés de blé.

w5 f P TTrT— tendre. La fertilité pollinique a été analysée et égale-
ol D abine iginits ment leur niveau de ploidie. Parmi les 18 plantes, 14
‘ étaient des haploides doublés (2 4x = 28 chromo-

" somes), entierement fertiles, avec une production nor-
) ” male de caryopses; leur doublement chromosomique
£ " € s'était donc produit spontanément; quatre étaient res-
g h tées stériles, haploides £ 2x = 14 chromosomes),
g d et présentaient le polymorphisme typique du pollen
- des plantes haploides.

] b

o q C 3.4. Comportement des génotypes vis-a-vis des

- différents prétraitements appliqués

Cham1 Jennah Khetifa Pavon 76

_ o _ _ On remarque que les deux génotypes de blé dur tes-
Fig. 3. Effet du prétraitement au mannitol 0,1 Ma@pendant 3] a5 ot donné des réponses différentes. Tout d’abord,
suivi d’'un séjour au froid de cing semaines &sur I'obtention des . .
plantes androgénétiques. Les barres des histogrammes surmontéeg_n ce qui Conqeme Ie_ rendement en embryons, celui-
de différentes lettres sont significativement différentes au seuil  Ci @ été trés faible, voire nul, chez le cv. Chami, tous
de 5% et celles qui sont surmontées des mémes lettres ne le sontprétraitements confondus, alors qu'il était plutot élevé

pas : pourcentages de plantes vertesi(b), albina €, d, €) et des chez JK Tableaux 1 et 2 LesFigs. 1 a 4permettent

embryons non régénérés ¢, h) chez les trois variétés de blé. de comparer les génotypes entre eux par rapport Ala
régénération haploide dans les différentes conditions.
3.3. Fertilité en serre et niveau de ploidie Ainsi, c’est la variété Cham1 qui a donné le meilleur

taux de régénération chlorophyllienne par rapport a
L'étude d’'un échantillon de 18 plantes chlorophyl- JK. Cette derniére a, en revanche, présenté le taux de
liennes de JK en chambre de culture a été menée.régénération de plantes albina le plus fort.
Parmi les 18 plantes, toutes présentaient les carac- Enfin, quant au rendement global, c’'est-a-dire le
teres morphologiques du blé dur, excluant ainsi toute nombre de plantes vertes obtenues par microspore
possibilité de mélange notamment avec le témoin blé mise en cultureKig. 5), le prétraitement le plus ef-
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>

I BRdt P.Chior (%) durée étaient majoritairement (80%) binucléées, voire
DRArP.ALb (%) trinucléées, sans que I'on puisse distinguer si les pa-
rois cellulaires étaient reconstituées.

D’autres observations cytologiques en cours de
culture des microspores nous ont permis de mettre en
évidence une phase d'induction embryonnaire avec
une évolution favorable des microspores de méme
ampleur chez Cham1 et chez JK. Cette phase est no-
tamment caractérisée par un gonflement d’une partie
des microspores et par une structuration rayonnante
du cytoplasme autour de nombreuses vacuoles. Apres

R ERERE ERERE la premiére semaine de culture, on aboutit a de hom-
g breuses structures embryonnaires encore contenues

Fig. 5. Effet des différents prétraitements sur le rendement (exprimé dans I'exine. Mais, aprés deux semaines, alors que les

en pour mille) en plantes vertes et albina chez les trois variétés de embryons se forment chez JK en sortant de I'exine, la

Rendement (pour 1000 microspores)
a5 % R = ® -
]

o

blé étudiéesl : Prétraitement (froid pendant cing semaines &4t majorité de ces structures chez Cham1 n’évolue pas,
a l'obscurité).2 : Prétraitement : mannitol 0,1 M pendant 3 j 4@ les pro-embryons restant prisonniers de la paroi poIIi—
et a I'obscurité3 : Combinaison de deux prétraitements : Mannitol .

(0,1 M a 4°C pendant 3 j et a I'obscurité)} froid (cing semaines nique.

a 4°C et a I'obscurité)4 : Combinaison de deux prétraitements :

froid (cing semaines & 4C et a I'obscurité+ mannitol (0,1 M a

4°C pendant 3 j et a I'obscurité). 4. Discussion

ficace pour les blés durs a été le choc thermique@ 4

. : ; X : . Ces résultats montrent que la premiere phase de
pendant cing semaines. Fmalement,cestJquapre-la culture de microspores isolées in vitro, c'est-a
senté le rendement le plus élevé, puisqu’il a compensé . . ,p L A

dire la production d’embryons, ne devrait plus étre

son faible taux de régénération chlorophyllienne par tacteur limitant & Mutilisati i d tte mé
une plus grande quantité d’embryons. Les prétraite- un fac e'ur imitant a futiisation pratique de cette me-
thode d’haplodiploidisation chez le blé dur, au moins

ments, et notamment celui au mannitol durant 3 j a o
pour des variétés comme JK, pour autant que, par la

4°C ont tous été nettement plus efficaces sur le blé '~
tendre que sur les blés durs. Au regard des autres preSUite, ces embryons donnent des plantes chlorophyl-

traitements, la combinaison du prétraitement au froid leNnes. En effet, nous avons pu obtenir chez JK, té-
pendant cing semaines, précédé ou suivi du prétraite-mo'”s et prétraitements confondus, 13566 embryons

ment dans une solution de mannitol & 0,1 M, n'a pas Pour 8725 x 10° de microspores, soit un pourcen-
amélioré la réponse androgénétique chez les trois va-129¢ de 237%0 qui est supérieur, dans nos expé-
riétés de blés étudiées. En effet, les résultats obtenugi€NCes, a celui de Pavon 76, chez qui 19419 em-

pour ces deux combinaisons de prétraitements ont étg0TYONs sont obtenus pour AR5 x 10° microspores
inférieurs & ceux qui sont obtenus avec le froid pen- Cultivées, soit 17%.. Mais méme pour Chaml, qui est

dant cing semaines pour les blés durs et avec le chocUn génotype faiblement embryogene, la méme statis-

osmotique pour le blé tendr€if. 5). tique donne 2924 embryons pour, 32 x 10° mi-
crospores, soit @5%.. Nous estimons que ces pour-
3.5. Observations cytologiques centages, qui sont calculés par rapport au hombre de

microspores cultivées, donneraient, s'ils étaient rame-
Nous avons réalisé des observations cytologiques nés au nombre d’anthéres correspondant, des rende-
en fluorescence au DAPI sur les microspores juste ments de 5 a 20 fois supérieurs aux meilleurs rende-
avant leur extraction. Les microspores témoins ou ments publiés en culture d’anthéres. L'embryogenése
ayant été soumises a 3 j de froid ou de mannitol est, dans certain cas, quasi identique a I'embryogenése
conservent leur état uninucléé tardif initial. En re- zygotique, comme cela avait déja été mentionné précé-
vanche, celles qui ont subi les prétraitements de longuedemment par Picard et 41.0] et J'aiti et al.[11].
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Concernant le plus faible rendement de Cham1, une en ADN plastidial pouvait varier selon les génotypes
des hypothéses que I'on peut avancer serait que leset leur aptitude a fournir des plantes vertes ou albina.
pro-embryons de Chaml sortent beaucoup plus diffi- Cette observation suggére que l'origine de certaines
cilement de I'exine. Il serait possible que, chez le cv. plantes albina n’est pas liée a la culture in vitro elle-
Cham1, I'exine soit beaucoup plus épaisse ou plus ré- méme, mais a I'état de la microspore au moment de
sistante que celle des autres génotypes de la mémda mise en culture. Les différents prétraitements sont
espéce, comme JK, empéchant ainsi la sortie des em-ainsi susceptibles de modifier la fréquence de plantes
bryons, qui dégénéreraient avec le temps. D’autres vertes/albina en agissant sur le maintien fonctionnel
hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer cejes structures plastidiales des microspores. Chez le blé
avortement des embryons : 'appauvrissement du mi- dur, dans les expériences relatées ici, ce serait plutot le
lieu ou une pression osmotique mal adaptée. froid pendant cing semaines qui agirait positivement

Les deux cultivars de blé dur Cham1l et JK, don- et, chez le témoin blé tendre, le mannitol &CG4pen-
nant un total d’environ 150 plantes vertes, ont présenté yant 3 j. Une autre hypothése serait d’avancer, comme
tous les deux un faible rendement en réegéneration deqg|a a été étudié chez le talfd6], que la concentra-
plantes vertes, méme si celui de Cham1 est significa- tjon en sucres internes de la loge pollinique produi-
tivement supérieur a celui de JK. En revanche, ils ont ait yn signal externe qui activeraitmaintiendrait les

présente un taux éleve en plantes albina, avec un t0-¢y e 15 de transcription propres a la cellule végéta-
tal de 115 plantes albina chez Chaml1 et surtout 2914 e Toute carence (stress de privation, comme par

plantes albina chez JK. Ceci montre bien que I'apti-
tude globale a la conversion des embryons en plantes
gu’elles soient vertes ou bien albina, est forte.

Pour JK, I'utilisation du prétraitement au mannitol
0,1 M a permis une augmentation du nombre d’em-

bryons formés par rapport aux témoins, alors qu’il n'a g e P
spécifiques de la cellule végétative. Les mécanismes

entrainé aucune amélioration quant a la régénération. R .
fins restent cependant, a notre connaissance, encore

chlorophyllienne. Cette indépendance des deux phases_ "
, N N A aujourd’hui inconnus.
de l'androgenése, embryogenese et régénération ha- o .
Notre travail, bien que concernant deux géno-

ploide, confirme les résultats d’Agache et{ab]. " . ré bien l'effet aénotvoi
Nos résultats montrent a nouveau que ce sont des }/p_es,_ a aussi-montre combien Tetie g?no y'?'q“e
était important, puisque ceux-ci ont présenté des

facteurs externes, et plus particulierement des stress o e
(froid, mannitol), qui, appliqués aux inflorescences compqrtements andr,c_)gelje,nqu'es tres, différents. D?
avant I'isolement des microspores, sont les signaux dé-tels résultats ont deja ete démontrés pour le ble
terminants de I'embryogenése androgénétique. Notre t€ndre{17,18}

travail a montré, pour les deux variétés de blés durs ~ ENfin nous observons un taux élevé de diploides
testées, une influence positive d’un prétraitement au SPONtanés chez les plantes de blé dur régénérées. Au-

froid sur le taux d’embryons obtenus, mais surtout dela du fait que ce phénomene pourrait présenter un
sur le nombre de plantes vertes régénérées. Le pour-2vantage pour l'utilisation en sélection, puisqu'il évi-
centage d’embryons donnant des plantes chlorophyl- terait le doublement chromosomique a la colchicine,
liennes régénérées a pu atteindre la valeur de 7% pourcomment I'expliquer ? Nous avons observeé que les mi-
Cham1 et de 3% pour JKF{g. 1). Le choc osmo-  Crospores évoluaient trés doucement pendant le pré-
tique, appliqué seul, semble ne pas étre efficace pourtraitement au froid, et qu'apres cing semaines on ob-
la régénération chlorophyllienne. En effet, il donne Servait des microspore bi- ou trinucléees, c’est-a-dire
un rapport V/A égal a 0 contre 0,1 et 0,38 lors d’'un ayant déja commence, dans les épis, une androgenese
prétraitement au froid de cing semaines C4 res- in vivo. On sait que le froid est un agent de double-
pectivement pour JK et Cham1. ment chromosomique au méme titre que la colchicine.
Ces résultats sont en accord avec les travaux publiésll se pourrait alors qu'une partie des noyaux aient leurs
chez I'orge[7], qui ont montré qu’au stade de préléve- chromatides bloquées en métaphase et qu'une syn-
ment des épis pour la culture d'anthéres, le contenu thése d’ADN s’y produise a nouveau, ce qui donnerait

exemple avec le mannitol) entrainerait alors une di-
'minution de ces facteurs et une possibilité de retour
ou de réorientation des microspores vers une embryo-
genése androgénétique. De méme, on peut supposer
que le froid diminuerait les facteurs de transcription
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a la reprise des divisions avec un niveau diploide des [4] J. De Buyser, P. Touraine, A. Ambroise, E. Picard, Induction

noyaux. of androgenetic embryos and chlorophyllian plant$riticum
aestivumfrom isolated microspore culture, in: A.E. Slinkard
(Ed.), Proc. 9th Int. Wheat Genetics Symposium, Saskatoon,
Saskatchewan, Canada, vol. 3, 2—7 August 1998, pp. 175-177.

5. Conclusion [5] M. Ghaemi, A. Sarrafi, G. Alibert, Influence of genotype and
culture conditions on the production of embryos from anthers

£ . . . of tetraploid wheatTriticum turgidun), Euphytica 65 (1993
Les résultats encourageants observés consécutive- 81-85 P T gidury phy ( )

ment au prétraitement au froid de longue durée pour [g] N. saidi, S. Cherkaoui, A. Chlyah, H. Chlyah, Embryo forma-
le blé dur et au mannitol pour le témoin blé tendre in- tion and regeneration ifiriticum turgidum ssp. dururanther
diguent que la méthode que nous avons adoptée est culture, Plant Cell Tissue Organ Cult. 51 (1997) 27-33. ]
prometteuse et ouvre des perspectives intéressantes.l”] S- Caredda, C. Doncoeur, P. Devaux, R.S. Sangwan, C. Clé-
N , e . . ment, Plastid differentiation during androgenesis in albino and
A‘f‘d_e'a de leffet genOtyplque’ qui reste un f_aCteur non-albino producing cultivars of barleyH¢rdeum vulgare
trés important dans I'obtention des plantes albina, ces L.), Sex Plant Reprod. 13 (2000) 95-104.
résultats montrent que la fréquence des plantes albina [8] L.S. O’'Donoughue, M.D. Bennett, Durum wheat haploid pro-
peut étre réduite par l'action des prétraitements. La ?lugcéf)%gzingegaize wide-crossing, Theor. Appl. Genet. 89
procédure développée ici, pour la culture de micro- o "G ) Lo A Shekafandeh, Chiorophylian ha-
spores isolées chez le blé dur, nous a permis d'ob- ploid plants and regenerating strains by in vitro ovaries culture
tenir avec succes des embryons et des plantes chlo-  in tetraploid wheat(Triticum durum Defs), Euphytica 122
rophylliennes. Ainsi, les pourcentages d’embryons (2001) 351-359.
se convertissant en plantes chlorophylliennes chez [10] E. Picard, P. Touraine, A. Ambroise, J. De Buyser, Chlorophyl-
Cham1 et JK sont les meilleurs jamais publiés jusqu'a lian, anthocyanic and albindEiticum durumplants derived

| . . o from isolated microspore culture, in: A.E. Slinkard (Ed.), Proc.
présent chez cette espéce, dans ce domaine. Ainsi, N gt |nt. Wheat Genetics Symposium, Saskatoon, Saskatche-

ajustant les prétraitements, on devrait pouvoir modi- wan, Canada, vol. 3, 2-7 August 1998, pp. 44—46.
fier significativement I'état initial des microspores et, [11] F. Jaiti, S. El Jaafari, I. El Hadrami, M. Nachit, M. Baum, J. De
par la suite, leur réponse in vitro, optimiser le nombre Buyser, E. Picard, Problématique de la culture de microspores

, . . chez le blé duffriticum turgidumL. Var. durum, in: C. Royo,
d embryons prodwts et, par la suite, augmenter le M.M. Nachit, N.Di. Fonza, J.-L. Araus (Eds.), L'amélioration

nombre de plantes haploides chlorophylliennes. Nos du blé dur dans la région méditerranéenne : nouveaux dé-
travaux montrent en tout cas qu’on peut envisager, fis, CIHEAM, Centre UdI-IRTA, CIMMYT, ICARDA, 2000,
chez le blé dur, d’étudier, avec de meilleures chances  pp. 149-152.
de succes, de nouvelles combinaisons de prétraite-[12] J- De Buyser, P. Touraine, F. Jiaiti, R. Haicour, E. Picard, Ha-
. ) plodiploidisation par culture de microspores isolées de blé in
mentSdeS MICrospores (_jar_ls I 'r_]ﬂores_cence avant I?ur vitro, in : Biotechnologies végétales techniques de laboratoire,
isolement permettant ainsi I'orientation d’'une partie Tec & Doc, Lavoisier, Paris, 2002, pp. 257-273.
d’entre elles vers 'embryogenése androgénétique. Il [13] C.C. Chu, R.D. Hill, A.L. Brule-Babel, High frequency of pol-
reste cependant a vérifier ces résultats sur de nouveaux  'enembryoid formation and plant regeneratiorTiticum aes-
génotypes de blé dur ce que le laboratoire a commencé E'i’ggz);‘zgg r;gznosa“ha”de containing media, Plant Sci. 66
a faire sur des variétés algériennes ou tunisinennes deh4] T. Murashige, F.A. Skoog, Revised medium for rapid growth
blé dur. and bioassays with tobacco tissue cultures, Physiol. Plant 15
(1962) 473-497.
[15] S. Agache, J. De Buyser, Y. Henry, J.W. Snape, Studies of the
genetic relationship between anther culture and somatic tissue
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