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RESUME

L utilisation d’haploides intervient trés avantageusement dans la création variétale
des céréales. Cependant, la technique d’obtention des haploides et/ou haploides doublés par
culture in vitro d'antheres est déterminée par nombreux facteurs aussi bien biologiques que
physiques ou chimiques. Ces travaux présentent la réponse androgénétique de trois cultivars
de blé dur, Triticum durum (Karim, Carioca, Sarif,) et de trois de blé tendre, Triticum
aestivum (Aguilal, Amal et Arrehane), soumis a un prétraitement au froid & 4°C pendant 14
jours (contre un témoin), et ceci, en comparant trois milieux de mise en culture (MS, C17 et
BPTG). Un effet bénéfique du prétraitement thermique est mis en évidence pour I'induction
d'embryons et la production de cals, mais aussi, sur la qualité des régénérants. 1l est aussi a
constater que les embryons produits sur milieu C17 donnent plus de plantes
chlorophylliennes que ceux provenant du milieu BPTG ; effectivement, sur ce dernier,
l'albinisme s’exprime avec un taux de 66,67%, alors que sur Cl7 ce taux n’est que de
16,67%. On souligne que les facteurs «espéce » et « génotype » sont trés marquants
relativement a l'induction d’embryons et a la régénération des plantules chlorophylliennes, et
que seuls les cultivars de blé tendre ont donné des résultats positifs, le blé dur demeure un
génotype récalcitrant surtout pour la régénération des plantules.

Mots-clés: culture in vitro, androgeneése, Triticum durum, Triticum aestivum, plantes chloro-
phylliennes, albinisme

ABSTRACT

Haploid plants production through in vitro anthers culture is a very useful technique
for plant improvement as to create new varieties. Nevertheless, success depends on many
parameters as species and cultivars, as well as pre-treatments and conditions of in vitro
culture. Thus, the androgenetic responses of three bread wheat (Triticum aestivum, Aguilal,
Amal and Arrehane) and three durum wheat (Triticum durum, Karim, Carioca and Sarif)
were observed after a 4°C cold pre-treatment of the spikes for 14 days, against a control
(receiving no treatment), and comparing the efficiency of three different media (MS, C17 and
BPTG). Cold pre-treatment showed to induce either embryos or calluses and could thus be
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considered as an enhancer of embryogenesis. Embryos coming out from C17 medium gave
many more green plantlets than from BPTG. Albinism was highly expressed on BPTG
medium, i.e. for 66.67% of the plantlets, while it appeared for only 16.67% on C17. Among
all the genotypes experimented here, only bread wheat cultivars were able to regenerate
plantlets, durum wheat remained a recalcitrant genotype to regenerate plantlets, confirming
the impact of species and cultivars on embryos induction and regeneration.

Keywords: in vitro culture, androgenesis, Triticum durum, Triticum aestivum, chlorophyllian
plants, albinism

INTRODUCTION

Les biotechnologies végétales offrent des outils trés précieux pour 1’amélioration
variétale. Les techniques d’haplodiploidisation, permettent ainsi 1’obtention de lignées
homozygotes (ou fixées) en un temps plus bref que celui nécessaire aux générations
classiques d’autofécondations. Alors, 1'utilisation de lignées produites par culture in vitro de
cellules gamétophytiques males (androgenése) ou femelles (gynogenese) permet une
accélération des programmes de sélection. On souligne aussi que chez les haploides doublés
(HD), théoriquement, ’expression de tous les génes peut étre enregistrée, qu’ils soient
dominants ou récessifs ; ceci permet un choix plus siir des parents d’entrée en sélection, pour
la création de nouvelles variétés (Picard et al., 1994). Qu’ils soient issus d’androgenése ou de
gynogeneése, les HD présentent I’avantage d’une homozygotie totale, a priori, ce qui leur
permet aussi des utilisations élégantes dans la recherche en génétique (Serghini, 2006), telle la
cartographie des diverses especes de céréales (Tanhuanpaé et al., 2008).

Ainsi que proposeé dés les années 1970 par Demarly (1977), sous I’effet du stress 1ié
au prélévement et aux conditions de culture in vitro, la microspore (contenue dans les
antheéres), ou les cellules du sac embryonnaire, passent de la voie gamétophytique vers une
voie sporophytique puis embryogene, aboutissant ainsi @ un embryon, et & une plante haploide
ou haploide doublée (Demarly, 1977; Demarly et al., 1989; Shariatpanahi et al., 2006). En fait,
apres les premieres plantes haploides obtenues dans les années 1960 par culture in vitro des
antheres de Datura innoxia (Guha & Maheshwari, 1964), les premiers haploides de blé tendre
issus d'androgenése furent publiés en 1973, par Picard et De Buyser (1973), et aussi,
simultanément, par Ouyang et al. (1973).

Cependant l'efficacité d’établissement de ces techniques s’aveére liée a I’espéce et au
génotype (Foroughi-Wehr et al., 1982; Larsen et al., 1991; El Haddoury et al., 1993). Chez
les céréales, les premiéres a étre opérationnelles ont été le blé tendre (Lashermes et al., 1991;
Chlyah et al., 1999; Amara et al., 1999; Dagustu, 2008), I'orge (Sibi & Fakiri, 2000; Hassawi,
2004; Wietholter et al., 2008), les triticales (Marciniak et al., 2003), I'avoine (Slusarkiewicz-
jarzina & Ponitka, 2007), le riz (Talebi et al., 2007), mais la réussite a été beaucoup plus
tardive chez le blé dur qui avait été qualifié de « récalcitrant ».

Ainsi, aprés les balbutiements obtenus par Aissa (1977) et les résultats isolés sur T.
turgidum (Ghaemi et al., 1993), il a fallu attendre 1998 pour obtenir chez T. durum des
plantes gynogénétiques chlorophylliennes en quantité exploitable (Shekafandeh, 1998; Sibi &
Shekafandeh, 1999; Sibi et al, 2001; Manssouri et al., 2005). 1l est a souligner que chez
certaines graminées, ’albinisme représente aussi quelquefois un obstacle majeur lors de la
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régénération (Marchand et al., 2008) ; ce phénomene, généralement associé a I'androgenese,
semble pouvoir étre quelquefois évité par la gynogenese (Shekafandeh, 1998; Sibi &
Shekafandeh, 1999; Sibi et al., 2001; Manssouri et al., 2005; Wiethdlter et al., 2008).

Par ailleurs, des facteurs tel le développement de la plante mére, les conditions de
culture in vitro et la composition des milieux de culture (Collins, 1977) interviennent aussi
dans la réussite.

Le but de cette étude consistera donc a mettre en évidence 1’importance du génotype
et de facteurs physiques ou chimiques, a savoir, d’une part, un prétraitement des épis au froid
a 4°C pendant 14 jours, et d’autre part, la nature du milieu de base, sur la réponse
androgénétique de quelques variétés de blé tendre Triticum aestivum L. (allohexaploide : 2n =
6x = 42) et de blé dur Triticum turgidum L. subsp durum (Desf.) (allotétraploide : 2n = 4x =
28).

MATERIELS ET METHODES
Matériel végétal

Cette étude a donc été menée sur trois cultivars de blé tendre Triticum aestivum
(Aguilal, Amal et Arrehane) et trois cultivars de blé dur Triticum durum (Karim, Carioca et
Sarif) dont les semences ont été fournies par I'NRA (CRRA de Settat, Maroc).

Semis et conditions de culture de la plante mére

Les semis des plantes méres sont effectués au sein de la faculté des Sciences et
Techniques de Settat. Les plantes se développent en conditions naturelles, sans aucun
traitement par pesticides ou agents fertilisants.

Stade de prélévement des épis

La récolte des épis doit avoir lieu lorsque les microspores sont au stade uninuclée,
vacuolisé ; la précision de ce stade est un facteur essentiel a la réussite de la culture in vitro
d'anthéres (El Haddoury et al., 1993; Fakiri, 1995).

Le repérage peut en étre fait au travers du critere phénotypique que représente la
distance entre les deux dernieres feuilles au dessous de 1’épi, ou encore, par la hauteur de 1'épi
par rapport la longueur de la gaine qui le contient, critéres établis par Picard et De Buyser
(1973). Cependant, ces paramétres peuvent changer sensiblement d'un génotype a l'autre et
selon la saison; alors, 1’observation cytologique s’avére indispensable pour déterminer
précisément le stade adéquat de prélévement des épis. Pour ce faire, les antheres scindées de
I'épillet sont écrasées dans une goutte de carmin acétique entre lame et lamelle, puis observées
au microscope optique. Cette étude cytologique montre que le stade uninucléé recherché
coincide avec le stade 49 de I'échelle de Zadoks (Soltner, 2005).

Prétraitement des épis, mise en culture des anthéres et régénération de plantes
Les talles sont prélevées avec 1I’épi enfermé dans sa gaine foliaire, puis enroulées

dans du papier; leur tige est ensuite plongée dans de l'eau ; elles sont maintenues au
réfrigérateur a 4°C pendant 14 jours a I'obscurité.
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Pour la mise en culture des anthéres, les épis sont d’abord dégagés de leur gaine et
excisés, puis débarrassés de leurs barbes. lls sont ensuite désinfectés dans la hotte a flux
laminaire stérile, par immersion dans I'eau de javel a 20% pendant 10 minutes, et suivie de
trois ringages (3 minutes pour chaque bain) a I'eau distillée stérile. Les glumes et glumelles
sont alors éliminées stérilement, et les antheéres sont prélevées, puis déposées sur le milieu
gélosé stérile, contenu dans les boites de Pétri (@ 100 mm), a raison de 100 antheres par boite.
Les boites ensemencées sont scellées avec du film étirable, puis incubées a I'obscurité dans
une étuve a 28°C.

Les antheres, enfermées dans les boites de Pétri, sont alors controlées régulierement
sous la loupe binoculaire. Toute formation sur les anthéres, ou en leur sein, est repérée ; les
embryons et/ou les cals suffisamment développés sont repiqués en tube, sur le milieu de
régénération. Le stockage de ces derniers a lieu dans une salle du laboratoire, a la lumiére du
jour et a une température 23 + 2°C. Les plantules régénérées développent spontanément des
racines et n'exigent donc pas de traitement particulier a cet égard.

Milieux de culture

Pour la phase d'induction, trois milieux ont été utilisés :
e milieu MS (Murashige & Skoog, 1962), (Img/L d'ANA et 0,5mg/L de
Kinétine), pH=5,7;
e milieu C17 (Wang & Chen, 1986), (2mg/L de 2,4-D), pH=5,8;
e milieu BPTG (De Buyser & Henry, 1980), (extrait de pomme de terre,
2mg/L de 2,4-D et 0,5mg/L de Kinétine), pH=5,8.
Pour la phase de régénération, le milieu R9 (Picard et De Buyser, 1977) fut utilisé,
avec apport d’une modification (Img/L d'AIA, 1mg/L de Kinétine et 10mg/L de Proline),
pH=5,8.

Analyses statistiques et traitement des données

Dans ce travail les paramétres enregistrés comme marqueurs de ’androgenése sont
les suivants :

e  Nombre total d’anthéres mises en cultures (A);

e Nombre d'anthéres réactives (A*), nombre d’embryons produits, nombre total
d’antheres callogénes et/ou embryogenes dénombrées pendant 15 jours, a partir des
premiers embryons et/ou cals apparus (pour chaque lot de boites de méme date
d’incubation);

e Taux d'induction (T) = nombre d'anthéres réactives (callogénes et/ou embryogénes)
sur le nombre des anthéres mises en culture x 100 ;

e  Taux de régénération (R) = nombre total de plantes (P) obtenues (chlorophylliennes
et albinos) / nombre d'anthéres mises en culture x 100 ;

e  Taux dalbinisme (TA) = nombre de plantes albinos (P.Alb) / nombre de plantes
totales régenérées.

L'analyse statistique a été faite avec le logiciel SPSS version 17. Dans ce type
d’expérimentations, en général, vu les faibles effectifs de réussite (plantes entiéres
régénérées), le test 5 est utilisé comme critére de comparaison des données (Sibi & Fakiri,
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1994). Cependant, dans cette étude, un test proche, le test G (test du rapport de
vraisemblance), a été¢ mis en ceuvre car selon Pichon et Gayral (1979) il semble préférable au
précédent, tant sur le plan théorique que pour son efficacité (Sokal & Rohlf, 1969). Ce test
suit une loi de y* & un degré de liberté v (v = (r-1) (c-1)).

Le test G est représenté par la relation suivante :

G =2 X E.In (E/Ey),
avec E. = effectifs constatés
Ey, = effectifs théoriques
r et ¢ étant le nombre de paramétres estimés

La transformation logarithmique permet de corriger les distributions dissymétriques et
de réduire ainsi I’influence des valeurs extrémes (Baccini et al., 2005).

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Dans ce travail, 1’observation des « formations » a eu lieu aprés 26 a 28 jours
d'incubation des boites ensemencées. Pour tous les génotypes, ces formations obtenues sur les
différents milieux se répartissent en formations « embryogénes » ou « callogénes » (Figure 1).
Seuls les milieux C17 et BPTG ont réussi a les induire. Pour le milieu MS, aucune formation
n’a été obtenue sur les anthéres, toutefois il est a noter l'existence de cals sur les filets ; ces
cals repiquées n'ont régénéré que des racines.

La phase de régénération est marquée par [’obtention des plantules
chlorophylliennes et albinos, pour cette phase seul le génotype blé tendre a pu régénérer des
plantules (Figure 2).

Les résultats issus des conditions de milieux (MS) ou de traitements (série sans
prétraitement au froid) qui n’ont donné aucune réaction n’ont généralement pas été intégrés
dans certains traitements des données. Cette situation sera précisée a chaque fois ou elle
apparaitra.

Effet du prétraitement au froid

Les résultats obtenus (Tableau 1) montrent que le témoin sans prétraitement
thermique présente un taux d'induction nul. Par contre pour la série « 14 jours a 4°C », pour
laquelle le taux moyen d'induction est de 0,86%, tous milieux confondus, ces taux différent
selon le génotype ; le cultivar Aguilal présente le taux le plus élevé (1,63%) alors que le taux
le plus bas est exprimé par le cultivar Karim (0,14%). Les taux d'induction apres prétraitement
au froid se démarquent donc clairement des valeurs du témoin. Ceci est confirmé par le test G
(Tableau 2), la différence d'induction pour le méme génotype (témoin et prétraité) est
hautement significative (P<0,001) pour Aguilal et pour Amal, trés significative (P<0,01) pour
Sarif, et significative (P<0,05) pour Arrehane, alors qu'elle est non significative (P>0,05) pour
Karim et Carioca.
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Aguilal : embryon sur milieu BPTG Arrehane : embryon sur milieu C17

Aguilal : polyembryons sur milieu BPTG Aguilal : cal sur milieu BPTG

Amal : embryon sur milieu BPTG

Karim : embryon sur milieu C17 Sarif : embryon sur milieu BPTG

Figure 1. Différentes formations obtenues en phase d‘induction.
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Figure 2. Plantes régénérées a partir d’embryons androgénétiques : 1- Aguilal : plante
chlorophyllienne (milieu C17); 2- Amal : plante albinos (milieu BPTG); 3- Aguilal :
plante albinos (milieu BPTG); 4- Arrehane : plante chlorophyllienne (milieu C17).

TABLEAU 1

Résultats Relatifs au Prétraitement au Froid, aux Génotypes et aux Milieux selon
Différents Paramétres de la Culture in vitro d'Antheres chez le Blé

Milieu | Génotypes | Traitement A A* | P R P.Chl | PAIb | TA
Karim Témoin 300 0 0 0 0 0 0 T
14 Jours 200 1 0,5 0 0 0 0 HitHt
Carioca Témoin 77 0 0 0 0 0 0 it
14 Jours 400 3 0,75 0 0 0 0 Hitt
Sarif Témoin 241 0 0 0 0 0 0 T
C17 14 Jours 300 2 0,67 0 0 0 0 HitHt
Aguilal Témoin 326 0 0 0 0 0 0 HitHE

14 Jours 251 7 2,79 4 1,59 3 1 25
Amal Témoin 588 0 0 0 0 0 0 T
14 Jours 300 1 0,33 0 0 0 0 it
Arrehane Témoin 381 0 0 0 0 0 0 ittt

14 Jours 100 2 2 2 2 2 0 0

3464 | 16 | 1,03 6 0,39 5 1 16,6
Karim Témoin 155 0 0 0 0 0 0 ittt
14 Jours 123 0 0 0 0 0 0 HitHt
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Suite :
Carioca Témoin 131 0 0 0 0 0 0 ittt
14 Jours 200 1 0,5 0 0 0 0 it
Sarif Témoin 200 0 0 0 0 0 0 HitHE
BPTG 14 Jours 240 6 25 0 0 0 0 HitHE
Aguilal Témoin 227 0 0 0 0 0 0 Hitt
14 Jours 242 3 1,24 3 1,24 0 3 100
Amal Témoin 200 0 0 0 0 0 0 HitHE
14 Jours 600 15 25 3 0,5 2 1 33,3
Arrehane Témoin 200 0 0 0 0 ##i#
14 Jours 100 1 1 0 0 0 0 HHHEH
2618 | 26 1,73 6 0,4 2 4 66,7
Karim Témoin 100 0 0 0 0 0 0 0
14 Jours 400 0 0 0 0 0 0 0
Carioca Témoin 100 0 0 0 0 0 0 0
14 Jours 190 0 0 0 0 0 0 0
Sarif Témoin 200 0 0 0 0 0 0 0
MS 14 Jours 410 0 0 0 0 0 0 0
Aguilal Témoin 100 0 0 0 0 0 0 0
14 Jours 120 0 0 0 0 0 0 0
Amal Témoin 200 0 0 0 0 0 0 0
14 Jours 212 0 0 0 0 0 0 0
Arrehane Témoin 100 0 0 0 0 0 0 0
14 Jours 494 0 0 0 0 0 0 0
2626 | 0 0 0 0 0 0 0

Codage : * : somme ou valeur moyenne ; A : anthéres mises en cultures; A* : anthéres
réactives; | : taux d'induction en %; P : plantes régénérées totales; R : taux de régénération en
%; P.Chl : plantes chlorophylliennes obtenues; P.Alb : plantes albinos obtenues; TA : taux
d'albinisme en % ; #### : une division/0 (valeur n’est pas prise en considération).

Ces différences montrent l'intérét du prétraitement de 14 jours au froid a 4°C pour
les cultivars Amal, Aguilal, Sarif et Arrehane; cet effet bénéfique sur [l'induction
androgénétique a été déja observé sur diverses céréales par nombreux auteurs, et, entre autres,
par Fakiri (1995), Shekafandeh (1998), mais aussi par Labbani et al. (2005), et par
Shariatpanahi et al. (2006).

Pour la phase de régénération, le milieu MS, n’ayant donné aucun résultat, n'a pas
été pris en considération. Tous milieux confondus, les résultats obtenus (Tableau 1) montrent
I'effet positif du prétraitement au froid sur le taux de régénération. Le test G a une valeur tres
significative (P<0,01) pour Aguilal, alors que pour les autres cultivars les valeurs restent non
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significatives (Tableau 2). Le taux le plus élevé est manifesté par Aguilal (1,14%), tandis
qu’Arrehane et Amal présentent des valeurs respectives de 0,29% et 0,27%, et celles de
Karim, Carioca et Sarif sont nulles.

Effet du milieu d'induction

Ici encore, les résultats du milieu MS et des conditions témoins n'ont pas été pris en
considération puisque aucune réponse n'a été décelée. Tous génotypes confondus, le taux
d'induction des embryons et/ou des cals sur le milieu BPTG présente une valeur moyenne
¢élevée (1,73%) par rapport a celle du milieu C17 (1,03%), comme pour les travaux d’El
Haddoury et al. (1993). Sur milieu C17 le taux le plus élevé apparait pour Aguilal (2,79%), et
le plus bas pour Amal (0,33%). Sur milieu BPTG la valeur la plus forte est obtenue pour Sarif
et Amal (2,50%) et la plus faible pour Carioca (0,5%), le cultivar Karim ayant une valeur
nulle (0%) (Tableau 1).

Le test G permet de déceler, pour Amal, des différences trés significatives (P<0,01)
de la réponse d'induction embryogene et/ou callogéne, ce qui met en évidence I'effet du milieu
sur ces critéres. Cet effet n'a pas été mis en évidence pour les autres cultivars (Tableau 2).

Tous génotypes confondus, et seul le prétraitement de 14 jours pris en
considération, les milieux d'induction montrent des taux de régénération proches, soit, 0,39%
pour C17 et 0,40% pour BPTG (Tableau 1). Le test G non significatif (P>0,05) confirme
l'absence de différence d’effet de ces milieux sur le taux de régénération. En effet, le milieu
d’induction n’a pas d’effet visible sur le nombre des plantules régénérées, mais présente un
effet sur la qualité des plantules régénérées. On souligne que les embryons provenant du
milieu C17 régénerent plus de plantules chlorophylliennes que ceux provenant du milieu
BPTG. Cet effet est détaillé dans le paragraphe albinisme.

Effet du génotype

L'effet génotypique testé vis-a-vis de I’induction lors du prétraitement, le témoin
n'étant pas pris en considération, montre un test G hautement significatif (P<0,01) confirmant,
comme pour El Haddoury et al. (2000), que la réponse sur l'induction differe selon le
génotype.

Seuls les cultivars de blé tendre ont régénéré des plantules et 1’effet génotypique est
nettement marqué (Labbani et al., 2005) sur le milieu C17, pour lequel le test G est tres
significatif (P<0,01) (Tableau 2), avec un taux de régénération maximal pour le cultivar
Arrehane (2%) et minimal pour le cultivar Aguilal (1,59%). Le génotype est donc un facteur
capital pour l'induction des embryons et la régénération de plantes chlorophylliennes (Chlyah
et al., 2001; Cherkaoui et al., 2001).

Albinisme

En général, les cellules des plantes régénérées albinos (par exemple pour le blé,
I’orge ou le riz) contiennent des plastes auxquels il manque certaines des séquences de leur
génome (Day & Ellis, 1985; Zubko & Day, 2002). L'albinisme peut donc étre le résultat d'une
altération ou suppression de séquences de I'ADNcp de la microspore a 1’origine de la plante
(Dunford & Walden, 1991).
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TABLEAU 2

94

Analyse Statistique des Différents Facteurs Etudiés

Phase d'induction Phase de régénération Albinisme

Effet | Paramétres G ‘ ddl ‘ valeur p G ‘ ddl ‘ valeur p G ‘ ddl ‘ valeur p

#g/p | 14jours 17,023 5 0,004 ** 22,763 5 00004 *** 20921 5 0,712 ns
Karim 1,140 1 0,286 ns
Carioca 2,639 1 0,104 ns

#plg | Sarif 8,278 1 0,004 **
Aguilal 14,590 1 0,0001 *** 10,195 1 0,001 ** 0,000 1 1 ns
Amal 20,454 1 0,0000 *** 3,818 1 0,051 ns 0,000 1 1 ns
Arrehane 4,109 1 0,043 * 2,738 0,098 ns 0,000 1 ns
C17 9,321 5 0,097 ns 17,979 0,003 ** 0,908 0,970 ns

#g/Mil | BPTG 10,088 5 0,073 ns 8,194 5 0,146 ns 3,819 0,576 ns
Karim 0,961 1 0,327 ns ---- - -—-- -—--
Carioca 0,132 1 0,716 ns

#Mil/g | Sarif 3,130 1 0,077 ns
Aguilal 1,533 1 0,216 ns 0,111 1 0,739 ns 5,062 1 0,024 *
Amal 6,975 1 0,008 ** 2,438 1 0,118 ns 0,000 1 1 ns
Arrehane 0,345 1 0,557 ns 2,793 1 0,095 ns 0,000 1 1 ns

#g/p : différents génotypes pour chaque prétraitement; #p/g : différents prétraitements pour chaque génotype;
#g/Mil : différents génotypes pour chaque milieu; #Mil/g : différents milieux pour chaque génotype ;
ddI= degré de liberté; ns= non significatif ; *= significatif (au seuil 5%) ; **= significatif (au seuil 1%) et ***= significatif (au seuil 1%o).
NB : ici seul #g/p pour le prétraitement au froid de 14 jours est présenté, le contrdle sans prétraitement n’apparait pas car inefficace.
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Tous génotypes et milieux confondus, les résultats montrent un taux d’albinisme
élevé 41,67% (Tableau 1). Le génotype Aguilal révele le taux le plus élevé (57,14%), suivi
par Amal (33,33%) tandis que Arrehane ne présente pas de plantes albinos. Dans cette étude,
le test G est non significatif (P>0,05) (Tableau 2) quant a I'effet du prétraitement au froid sur
I’ensemble des génotypes. Ici encore, le témoin (sans prétraitement au froid) n’a pas été pris
en considération. Quant a I'effet du génotype relativement a chaque milieu de culture, le
Tableau 1 montre un taux d'albinisme élevé, pour le cultivar Aguilal (100%) avec le milieu
BPTG, et le taux plus bas pour le cultivar Arrehane (0%) avec le milieu C17. Le test G est
non significatif (P>0,05) pour les deux milieux C17 et BPTG (Tableau 2). Seul le cultivar
Aguilal montre un effet marquant du milieu, avec un test G significatif (P<0,05) (Tableau 2).
Tous génotypes confondus, le milieu BPTG montre un taux d’albinisme élevé (66,67%) par
rapport a celui du milieu C17 (16,67%) (Tableau 1). Il y a donc davantage de plantes albinos
régénérées a partir des embryons induits sur le milieu BPTG, et le maximum de plantes
chlorophylliennes dérive des embryons induits sur le milieu C17 et cette conclusion coincide
avec celle de El Haddoury et al. (1993).

CONCLUSION

Les résultats de ces expérimentations proviennent de la mise en culture de pres de
8708 anthéres, tous génotypes confondus. Plus de la moitié de cet effectif a subi un
prétraitement de 14 jours a 4°C, dont 2419 antheres de blé tendre, et 2463 antheres de blé
dur. Quel que soit le génotype, le prétraitement au froid de 14 jours a 4°C exprime son impact
positif, sur la culture in vitro d'anthéres, aux différentes étapes. Ainsi, seules les anthéres
venant des épis prétraités montrent une induction embryogéne et/ou callogéne, mais aussi, on
constate un effet sur le taux de régénération avec une valeur de test G trés significative
(P<0,01) pour le cultivar Aguilal (P=0,001).

On souligne ici que seuls les embryons des génotypes de blé tendre ont régénéré
des plantes (Figure 2) qui sont, soit chlorophylliennes, soit albinos. Chez le blé, I'albinisme
présente un obstacle important dans la culture in vitro d'anthéres. Le taux d'albinisme obtenu
pour les différents génotypes a été tres variable et le cultivar Aguilal en présente un taux élevé
(57,14%).

Par ailleurs, seuls les milieux d’induction C17 et BPTG ont pu initier des embryons
et/ou des cals. En effet, tous génotypes confondus, le milieu BPTG a donné plus d'embryons
et/ou de cals (26 unités) que le milieu C17 (16 unités), correspondant a 13 unités pour le blé
dur et 29 pour le blé tendre. L’effectif de plantes chlorophylliennes (sept plantes) est faible et
ne provient que des cultivars de blé tendre. En fait, on constate ici que malgré le
développement d’embryons, contrairement au blé tendre, le blé¢ dur s’est montré récalcitrant
quant a la régénération de plantes.

L’effet «génotype » reste donc un facteur primordial de la réussite de
I’androgenése, de méme que le milieu d’induction. Pour Arrehane, seuls les embryons induits
sur le milieu C17 ont donné des plantes (deux unités chlorophylliennes). Pour Amal, seuls les
embryons induits sur le milieu BPTG se sont développés en plantes (deux chlorophylliennes
et une albinos). Tandis que pour Aguilal, les embryons induits sur le milieu C17 ont régénéré
trois plantes chlorophylliennes et une albinos, alors que les embryons induits sur le milieu
BPTG n’ont donné que des plantes albinos (trois plantes). Malgré le faible taux de réussite,
pour ces génotypes, les réponses permettent d’en obtenir des haploides, mais cette réussite
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reste propre a chacune des situations de culture des plantes-meres, des laboratoires. De
nouvelles recherches devraient étre mises en place, faisant appel a des techniques de biologie
moléculaire, et des améliorations apportées aux différentes étapes, afin de comprendre les
obstacles de cette technique d'haplodiploidisation.

On souligne ici, que 1’obtention des plantes chlorophylliennes par androgenese dans
cette étude reste un travail completement original. Des travaux en cours dans ce laboratoire
viseront I’application progressive d’un stress salin sur des embryons issus d’androgenése afin
d’obtenir de nouvelles variétés tolérantes a la salinité.

Chez le blé, la gynogenese, de méme que les croisements interspécifiques et
intergénériques (blé x mais) (Fakiri, 1995; Picard et De Buyser, 1977) ouvriront aussi d’autres
voies permettant de compléter la réponse androgénétique et permettant la production d'un
grand nombre de plantes chlorophylliennes, relativement a des génotypes diversifiés.
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