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RESUME

Ltifi, Ali, Anissa Sahli, Wejden Brahmi et Insaf Nefzi. 2018. Réponse a la culture d’anthéres de quelques
variétés tunisiennes de blé tendre (Triticum aestivum L.). Journal Scientifique Libanais, 19(1): 1-9.

Cet article traite la production d’haploides de blé tendre par culture d’anthéres. L’ objectif de cette étude
est de comparer la réponse a [’androgenése in vitro de dix variétés tunisiennes de blé tendre sur deux milieux
d’induction différents. Les anthéres ont été mises en culture quand les microspores se trouvaient au stade uninucléé
médian. Les épis contenant les antheres ont été traités au froid a 4°C pendant deux semaines. Les milieux de culture
190-2 et BAC3 ont été utilisés pour l'induction de [’androgenése in vitro. La régénération de plantes a partir des
embryons et des cals a été faite sur le milieu 190-2 dépourvu de substances de croissances. La réponse a la culture
d’antheéres a été variable d’une variété a I'autre. L’induction de I'androgenése a été meilleure sur le milieu 190-2
que sur le milieu BAC3. De plus, la régénération des embryons et des cals développés sur le milieu 190-2 a été
meilleure que celle des embryons induits sur le milieu BAC3. Des plantes vertes et albina ont été régénérées a partir
des embryons induits sur le milieu 190-2, alors qu’aucune plante verte n’a €té régénérée a partir des embryons
développés sur le milieu d’induction Bac3. Quatre variétés sur dix étudiées ont donné des plantules
chlorophylliennes en nombre suffisant. Ces résultats indiquent que le milieu 190-2 est plus favorable que le milieu
BAC3 a I’androgenése in vitro des variétés tunisiennes de blé tendre.

Mots-clés: Blé tendre, androgenese in vitro, haploide, embryon, cal.

ABSTRACT

Ltifi, Ali, Anissa Sahli, Wejden Brahmi et Insaf Nefzi. 2018. Response of some Tunisian bread wheat varieties
(Triticum aestivum L.) to anther culture system. Lebanese Science Journal, 19(1): 1-9.

This study focused on wheat haploid production by anther culture. The main purpose was to compare the in
vitro androgenesis response of ten wheat Tunisian bread wheat varieties on two different induction media. The
anthers were introduced in vitro when microspores were in the middle uninucleate stage and obtained from treated
spikes at 4° C for two weeks. The culture media 190-2 and BAC3 were used. Plants regenerated from induced
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embryos and calli were grown on the 190-2 medium without any growth regulators. The response to anther culture
was different between the studied varieties. Androgenesis induction was better on the 190-2 medium than on BAC3
medium. In addition, the development of calli and the regeneration of embryos were better on 190-2 medium than on
BAC3. Both green plantlets and albina were regenerated from induced embryos on the 190-2 medium, while no green
plant regenerated from the embryos growing on BAC3 medium. Four varieties over ten studied gave good number of
green plants. These results indicated that 190-2 medium was most favorable for the in vitro androgenesis of the
Tunisian bread wheat varieties.

Keywords: Bread wheat, in vitro androgenesis, haploid, embryo, callus.
INTRODUCTION

L’amélioration du blé tendre (Triticum aestivum L.) par les méthodes de sélection classiques est onéreuse
et demande plusieurs cycles d’autofécondation et de sélection pour atteindre I’homozygotie. La réduction des délais
de sélection de nouvelles variétés est possible par ’utilisation des techniques de biotechnologies. En effet, les
techniques d’haplodiploidisation permettent de fixer rapidement le matériel végétal et d’obtenir ainsi des lignées
pures en une seule génération (El-Hennawy et al., 2011 ; Belchev et al., 2004). Outre le gain appréciable de temps, la
sélection dans les haploides doublés est plus simple et plus efficace. Ainsi, les mutations et les caractéristiques
contrdlées par des génes récessifs ou dominants s’extériorisent et peuvent étre fixées rapidement (Szarejko, 2003).
L’utilisation des haplométhodes permet également de subvenir rapidement aux besoins des producteurs et des
consommateurs par la mise sur le marché de variétés améliorées ayant de nouvelles caractéristiques désirables.

Les haploides doublés de blé tendre peuvent étre obtenus par culture d’anthéres ou de microspores
(Barnabas, 2003 ; Kunz et al., 2000) et par croisement intergénérique blé x mais (Inagaki et Mujeeb-Kazi, 1995 ;
Mugeeb-Kazi et al., 2006). La production d’haploides doublés par culture d’anthéres est influencée par le génotype,
les conditions de culture des plantes donnatrices d’anthéres, le stade de développement des microspores, le
prétraitement des épis et la composition des milieux de culture (Kasha et Maluszynski, 2003). L utilisation de la
culture d’anthéres dans la sélection du blé tendre a prouvé son efficacité. La premiére variété provenant de la culture
d’anthéres ‘Jinghua No. 1° a été developpée en Chine en 1986 (Hu et al., 1986). Ensuite, plusieurs variétés ont été
produites par cette technique en Europe et en d’autres parties du monde (Barnabas et al., 2000 ; De-Buyser, 1987;
Pauk et al., 1995). Malgré les succes qui ont pu étre réalisés par la technique de culture d’anthéres, certaines
difficultés persistent encore. Il s’agit notamment de la dépendance génotypique, de la régénération de plantules et de
I’albinisme. Ces problémes qui sont actuellement atténués par des progrés techniques devraient étre résolus pour
rendre la production d’haploides doublés par culture d’anthéres une technique de routine.

Les améliorations les plus significatives de la technique de culture d’anthéres ont été réalisées au niveaude
la composition des milieux de culture. La substitution du saccharose par le maltose a constitué un progres
remarquable dans I’amélioration de I’induction de ’androgenése du blé tendre (Tuvesson et al., 2000). Les milieux
d’induction de 1’androgenése solidififiés par 1’agar sont souvent préférés aux milieux semi-liquide utilisant le ficoll
qui un alcaloide couteux. Toutefois, la réponse a I’androgenése est meuilleure sur les milieux semi-liquides
(Tuvesson et al., 2003; Ltifi et Djebbi, 2012).

Le phénoméne d’albinisme constaté chez les plantes issues d’embryogenése pollinique reste un défit majeur
de la production d’haploides doublés par culture d’anthéres. L’albinisme qui est di a l’altération du génome
chloroplastique est contr6lé par des génes nucléaires (Tuvesson et al., 1989). Plusieurs facteurs contribuent au
phénomeéne complexe d’albinisme, notamment 1’héridité maternelle du génome chloroplastique (Vaughn et al., 1980)
et la délétion et la reorganisation des génomes plastidiques (Day et Ellis, 1985).

La dépendance génotypique est un facteur limitant de la production d’haploides doublés par culture
d’anthéres. La réponse a 1’androgenése peut varier considérablement suivant 1’origine géographique du matériel
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vévétal. En effet, des études ont montré que la réponse a 1’androgenese de génotypes originaires de I’Europe du nord
ouest est faible (Holme et al., 1999). L’utilisation de génotypes qui répondent bien a la culture d’anthéres dans les
programmes de croisement est un moyen pour améliorer le rendement de cette technique (De-Buyser et al., 1987).

L’objectif de ce travail est d’étudier la réponse a ’andrgenése in vitro de variétés de blé tendre originaires
de la Tunisie dans deux milieux d’induction différents.

MATERIELS ET METHODES
Matériel végétal

Cette étude a été réalisée sur 10 variétés de blé tendre cultivées en Tunisie : Haidra, Dougga, Carthage,
Soltane, Ariana, Vaga, Florence x Aurore et Utique. Le pedigree des variétés étudiées est donné dans le tableau 1. Le
semis a été effectué au champ de 'INRAT a Tunis pendant la 2éme quinzaine du mois de novembre. Le désherbage a
ét¢ fait manuellement. La fertilisation a consisté en ’apport de 67 unités de P,O5 sous forme de triple superphosphate
avant le semis et de 80 unités d’azote sous forme de nitrate d’ammonium en deux apports égaux, I’un a la levée et
’autre au tallage.

Tableau 1. Variétés de blé tendre utilisées pour la culture d’anthéres.

Variété Pedigree

Haidra Bow/Dga

Dougga Klein Peliso/Rafaelle//2*8156-R

Carthage Napo/Tobari//8156-R

Soltane Sonora 64/Klein Pendidor

Ariana Kenya 338/Etoile de Choisy

Vaga 4777*2//[FKN/GB54/3/VEE#5/4/BUC"S"/PVN"S"
Florence Aurore Florence x Aurore

Utique ND/VG9144//KAL/BB/3/YACO/4/VEE#5
Salambo Pato//Corre Caminos/Inia

Tahent Attila/3/Hui/Carc//Chen/Chto/4/Attila

Prélévement des épis

Les épis contenant les antheres ont été prélevées quand les microspores étaient au stade uninucléé médian.
Ce stade a été repéré pour chaque variété par observation des microspores au microscope, apres étalement des
anthéres dans une goutte de carmin acétique qui permet de colorer les noyaux des microspores. Les épis ont été traités
au froid a 5°C pendant deux semaines afin de synchroniser le développement des microspores (Hu Kasha, 1999 ;
Xinias et al., 2001).

Mise en culture des anthers

Aprés le traitement au froid, les épis ont été aseptisés par trempage dans une solution d’hypochlorite de
sodium & 12% pendant 10 mn. Ensuite, ils ont été rincés 3 fois a I’eau distillée stérile. Les anthéres ont été prélevées a
I’aide de pinces stérilisé et transférées dans des boites de pétri de 9 cm de diamétre contenant les milieux d’induction
190-2 (Brisive et al., 1997) et BAC3 (Cai et al., 1992)(Tableau 2) a raison de 60 anthéres par boite. Les milieux
d’induction ont été auparavant stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 20mn. Les boites de pétri ont été ensuite
placées dans un incubateur a 1’obscurité a 28°C pendant 30 a 40 jours jusqu’a ’apparition des embryons et des cals
d’origine pollinique. Apreés dénombrement, les embryons et les cals ont été transférés sur le milieu de régénération
190-2 dépourvu d’hormones. La régénération de plantules a eu lieu a 24°C, avec une photopériode de 16 heures de
lumiere.
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Tableau 2. Composition des milieux d’induction BAC3 et 190-2.

Composition BAC3 (mgl) 190-2 (mg/l)
Macroéléments :

KNO; 2600 1000
NH4NO3 200 -
(NH4),S0, 400 200
KH2PO4 170 300
Na H,PO,xH,0 150 -
CaCl>x2H,0 600 -
Ca(N03)2X4H20 - 100
MgSQ,x7H,0 300 -
KCL - 40
Micro-éléments :

HBOs 5 3
MnSQO4xH20 5 8
ZnS04x7H20 2 3
Kl 0.8 0.5
Na:M0sx2H20 0.25 -
CuSOsx5H20 0.025 -
CoCl2x6H20 0.025 -
KHCO3 50 -
AgNOs 10 -
Vitamines :

Myo-inositol 2000 100
Pyridoxine HCI 0.5 0.5
Thiamine HCI 1 1
Acide nicotinique 0.5 0.5
Acide ascorbique 1 -
Acides aminés :

Hydrolysat de caséine 300 -
Réqulateurs de croissance :

NAA 2 -
BAP 1 -
2,4-D - 1.5
Kinétine - 0.5
Acides organiques :

Acide citrique 10 -
Acide pyruvique 10 -
Sucre :

Maltose 60000 90000
Na,FeEDTA 40 40
Agar 8000 8000
pH 6.2 6.0
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Analyse statistique des parametres étudiés

Les pourcentages d’anthéres embryogénes, d’embryons et de cals induits et de plantules régénérées ont été
établis. Les pourcentages ont été calculés par rapport a 100 antheres mises en culture. Un dispositif expérimental en
bloc aléatoire complet a été utilisé. Les données expérimentales ont été traitées statistiquement par une analyse de
variance et les moyennes ont été comparées avec le test de la plus petite différence significative (PPDS) a 5% avec le
programme d’analyse statistique MSTAT.

RESULTATSET DISCUSSION
Induction des embryons et régénération des plantules
L’analyse de la variance des pourcentages d’embryons induits et de plantes régénérées a montré que les
effets du génotype et du milieu ont été hautement significatifs, tandis que I’effet d’interaction génotype x milieu n’a

pas été significatif (Tableau 3).

Tableau 3. Analyse de la variance des pourcentages d’induction et de régénération de plantes androgéniques.

Source de variation ddl Carré moyen du pourcentage | Carré moyen du pourcentage
d’embryons induits plantes régénérées

Génotypes 9 4300.4** 250.3**

Milieux 1 5350.1** 290.8**

Génotypes x Milieux | 9 445.5ns 6.9 ns

Erreur 52 334.7 20.9

Influence du génotype et du milieu de culture sur linduction des embryons

Les premiéres divisions nucléaires des microspores peuvent étre observées aprés trois jours de mise en
culture des anthéres sur les milieux d’induction 190-2 ou BAC3 (Figure 1 b). Les divisions nucléaires se poursuivent
et aboutissent au bout de deux semaines a la formation d’un proembryon (Figure 1 c). Les embryons et les cals
apparaissent dans les fentes de déhiscence des anthéres a partir de la 4°™ semaine de mise en culture des anthéres
(Figure 1 d).

;;\ |
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Figure 1. Induction des embryons et des cals d’origine pollinique. a) microspore de blé tendre au stade
uninucléé médian, b) premiére division nucléaire aprés 3 j de mise en culture, c) proembryon formé apreés 2
semaines de mise en culture, d) embryons et cals formés dans une anthére apreés 4 semaines de mise en culture.

Le nombre d’anthéres mises en culture sur les milieux d’induction 190-2 et BAC3 des dix variétés
expérimentées est présenté dans le tableau 4. Au total 10358 antheres ont été mises en culture sur le milieu 190-2 et
5382 anthéres sur le milieu BAC3. La mise en culture des anthéres sur le milieu 190-2 a permis d’obtenir des
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embryons et des cals d’origine pollinique chez la plupart des variétés expérimentées. Toutefois, I’induction de
I’androgenése sur le milieu BAC3 n’a été notable que chez les variétés ’Soltane’ et ‘Salambo’. Les résultats de
I’analyse de la variance n’ont pas mis en évidence une interaction génotype x milieu de culture. Un résultat similaire
a été obtenu par Lantos et Pauk (2016). Toutefois, I’androgenese des céréales est souvent caractérisée par une
interaction génotype x milieu d’induction (Fadel et Wenzel, 1990 ; Foroughi-Wehr, 1993 ; Jauhar, 2003). Les variétés
‘Dougga’, ‘Ariana’ et ‘Florence Aurore’ ont été récalcitrantes a la culture d’anthéres sur les deux milieux
d’induction. L’influence génotypique sur I’induction de I’androgenése est un phénomeéne bien connu chez les céréales
et en particulier le blé tendre (Zamani et al., 2003 ; Liu et al., 2004). 1l a été constaté que 1’origine géographique du
matériel végétal joue un role dans I’induction de I’androgenése in vitro. En effet, la réponse a la culture d’anthére est
meilleure chez les blés d’hiver que chez les blés de printemps (Tuvesson et al., 2000). L’influence génotypique a été
atténuée par des améliorations successives de la technique de culture d’anthéres, ce qui fait qu’elle est beaucoup
moins prononcée que ce qu’elle était il y a une trentaine d’années.

Tableau 4. Effet du milieu de culture sur I’induction de ’androgenése in vitro de 10 variétés de blé tendre.

Génotype Milieu d’induction 190-2 Milieu d’induction BAC3
Nombre d’anthéres | Pourcentage Nombre Pourcentage
mises en culture d’anthéres d’anthéres mises d’anthéres
embryogenes en culture embryogenes
Haidra 1413 2.4 320 0.1
Dougga 895 0.1 226 0.2
Carthage 807 6.8 839 0.1
Soltane 586 4.5 144 2.0
Ariana 249 0.2 313 0.1
Vaga 2081 2.8 2133 0.2
Florence Aurore 891 0.1 178 0.2
Utique 579 1.2 859 0.1
Salambo 1528 1.4 690 1.3
Tahent 1329 2.0 350 0.1
Total 10358 6052

Influence du génotype et du milieu de culture sur la régénération de plantules

Le transfert des embryons et des cals obtenus sur les milieux d’induction 190-2 et BAC3 sur le milieu de
régénération 190-2 dépourvu de substances de croissances a abouti, aprés 2 & 3 semaines soit & la formation de
plantules chlorophylliennes (Figure 2 a), soit & la régénération de plantules albina déficientes en chlorophylle (Figure
2 b). La formation de racines sans partie aérienne a été également obervée (Figure 2 c).
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Figure 2. Régénération de plantes d’origine pollinique a) plante chlorophyllienne, b) plantules albina, C)
formation de racines sans partie aérienne.

La régénération de plantules chlorophylliennes et albina a partir des embryons obtenus sur le milieu
d’induction 190-2 a été meilleure que celle des embryons formés sur BAC3 (Tableau 3). Le génotype de blé tendre a
été le facteur le plus important qui influence la régénération de plantules vertes. Ces résultats confirment d’autres
études qui ont mis en évidence le controle génétique de la régénération de plantules d’origine pollinique (Ltifi et
Djebbi, 2012 ; Lantos et Pauk, 216 ; Lantos et al., 2013). Le pourcentage de plantules albina régénérées a été plus
élevé que le pourcentage de plantules chlorophylliennes pour la quasi-totalité des génotypes expérimentés. Les
meileurs taux de régénération de plantules vertes ont été obtenus chez les variétés ‘Soltane’, ‘Hidra’, ‘Vaga’,
‘Carthage’ et ‘Utique’. Le phénoméne d’albinisme reste un défit majeur de la production de plantules haploides
doublées par culture d’anthéres, bien qu’il ait été atténué par des améliorations de cette technique. En effet, la
réduction de I’albinisme a été obtenue par le choix du pétraitement (Hu et Kasha, 1999; Xynias et al., 2001) et
notammant le froid a 4°C qui permet de synchroniser le stade d’évolution des microspores et d’augmenter le taux de
plantules chlorophylliennes régénérées. Le taux d’albinisme a été également réduit par la synchronisation de la
premiére division symétrique nucléaire et I’amélioration de la viabilité des microspores durant la période de mise en
culture (Wojnarowiez et al., 2002). L’albinisme et la dépendance génotypique restent des défits majeurs de la
technique de production d’haploides doublés par culture d’anthéres.

Tableau 5. Régénération de plantes a partir d’embryons développés sur les milieux d’induction 190-2 et BAC3.
Milieu 190-2 Milieu BAC3
Pourcentage de plantes | Pourcentage de | Pourcentage de plantes | Pourcentage de
Génotype chlorophylliennes plantes albina chlorophylliennes plantes albina
Haidra 0,9 0.6 0.0 0.1
Dougga 0.1 0.1 0.0 0.2
Carthage 0.5 0.8 0.0 0.3
Soltane 11 15 0.0 0,6
Ariana 0.1 0.1 0.0 0.1
Vaga 0.8 1.2 0.0 0.1
Florence Aurore | 0.2 0.1 0.0 0.2
Utique 0.5 0.9 0.0 0.1
Salambo 0.1 0.1 0.0 0.3
Tahent 0.1 1.2 0.0 0.1

La réponse des variétés tunisiennes de blé tendre a ’androgenése in vitro sur les milieux d’induction 190-2
et BAC3 a été variable selon le génotype et le milieu d’induction. Le développement des embryons et la formation
des cals ainsi que la production de plantules haploides ont été meilleurs sur le milieu 190-2 que sur BAC3. Les
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résultats de cette ¢tude ont permis d’identifier des génotypes qui répondent bien a la culure d’anthéres et qui
produisent des plantules vertes en quantité suffisante pour I’amélioration génétique du blé tendre en Tunisie et dans la
région du nord de I’Afrique. La réponse a la culture d’anthéres devrait étre utilisée comme un nouveau critére de
sélection des parents en croisement afin de produire des haploides doublés pour I’amélioration génétique du blé
tendre.
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