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Reésumé

Depuis 1’indépendance (en 1962), les différentes
politiques et interventions de I’Etat dans le secteur agricole
avaient pour but d’améliorer le niveau de la production
agricole et en particulier celle du blé dur pour y arriver a une
autosuffisance alimentaire. De nos jours, la production de blé
dur ne couvre que 40% des besoins. L’objectif est donc de
combler un déficit de 60% de la consommation nationale. La
faiblesse de la production de blé dur en Algérie découle en
majeure partie des faibles rendements (14 quintaux a
I’hectare). Il est donc impératif d’accroitre les rendements a
I’hectare, c’est pourquoi il apparait plus judicieux de
développer de nouvelles variétés au meilleur rendement. Cet
objectif ne sera concrétisé que si les orientations actuelles en
matiere de création et de sélection variétale changent, et si les
méthodes d’obtention de nouvelles variétés sont bien
maitrisées et menees dans le cadre d’une stratégie répondant
aux préoccupations et aux besoins d’une sécurité alimentaire.
Les méthodes d’améliorations variétales classiques sont
relativement longues. La culture in vitro par la meéthode
d’haplodiploidisation permet de contourner ces difficultés.
Elle permet une fixation rapide du matériel génétique
rechercheé par le sélectionneur. Les méthodes de selection
classiques peuvent désormais étre complétées par un certain
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nombre de nouvelles techniques puissantes, I’intégration des
diverses solutions biotechnologiques dans les programmes
d’amélioration n’est plus a justifier. Ces nouveaux outils
offrent de nouvelles opportunités pour résoudre les
problémes agricoles la ou les techniques traditionnelles ont
échoué. Plus particulierement, la maitrise des méthodes
conduisant a 1’obtention des plantes haploides doublées chez
le blé dur (Triticum turgidum subsp.durum (Desf) Husn.) est
un objectif d’une importance capitale pour I’Etat algérien en
vue de ’amélioration variétale de cette espéce.

Nous apportons dans ce travail notre contribution a
I’optimisation de 1'une des méthodes de production
d’haploides in vitro, la méthode de culture in vitro de
microspores isolées (CMI) chez le blé dur. Le cceur de notre
travail est de faire connaitre les résultats obtenus chez le blé
dur grace a une des méthodes d’obtention des haploides
doubles, la CMI. Chez cette céréale, la premiére difficulté est
d’obtenir ces plantes car le phénoméne est rare. Des études
menées au laboratoire de Morphogenese Vegétale
Expérimentale Haploide (MVEH), Orsay, France ont abouti a
la mise au point de meéthodes de cultures de microspores
isolées assurant une production élevée d’embryons et un taux
significatif de régeénération a partir de ces embryons. Nous
avons utilisé la variabilité génétique de 1’espéce en ce qui
concerne le comportement de ses microspores in vitro et
leurs aptitude a donner des plantes «haploides».

Mots clés: CMI, Triticum turgidum subsp. durum
(Desf.) Husn., Sécurité alimentaire,

Prétraitements, Induction androgénétique,
Régénération chlorophyllienne in vitro, Albinisme.
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Introduction

En Algeérie la production agricole est faible et ne
couvre pas les besoins alimentaires de la population. Pour le
blé qui constitue I’aliment de base, sa production nationale
est faible: 1,3 millions de tonnes. Le rendement moyen est de
14 quintaux a I’hectare (blé dur ou blé tendre, d’apres la
FAQO, statistiqgues 2004), production qui couvre 40% des
besoins nationaux. Il en découle des importations massives:
1,7 millions de tonnes pour couvrir un déficit de 60%. Il est
utile de rappeler que pour I’année (2005), I’Etat a mobilisé
une enveloppe de 1,5 milliards de dollars pour couvrir la
totalité des besoins domestiques en blé (les deux espéces
confondues) dont 500 millions de dollars sont consacrées
uniguement pour couvrir les importations du blé francais (les
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deux especes confondues): ce qui représente le tiers des
importations totales en blé. Pour ce dernier, I’Algérie est
devenue le premier importateur dans le monde. Pour faire
face a ces défis concurrentiels, mais aussi a d’autres
évolutions (restructuration a venir des outils de production et
modifications des techniques de production, nécessité de
développer des nouvelles variétés.

L’enjeu pour une agriculture du blé dur est d’arriver a
I’autosuffisance alimentaire pour une sécurité alimentaire de
la population. Il est donc impératif d’accroitre les rendements
a ’hectare, car il n’est plus possible d’étendre les superficies
consacrées aux ceréales. Au contraire, ces superficies sont
menacées par I’avancée du béton armé et peuvent Etre
diminuées dans un futur prochain par [’accroissement
démographique de la population et son besoin en urbanisme.

Les méthodes d’améliorations variétales classiques
sont relativement longues. La culture in vitro par la méthode
d’haplodiploidisation permet une fixation rapide du matériel
génetique recherché par le sélectionneur. Ceci apporte un
gain de temps considérable dans le processus de sélection. Il
suffit apres I’obtention des plantes haploides de doubler leurs
chromosomes et d’obtenir ainsi, en une étape de lignées
complétement homozygotes (pures), 1’équivalent de plus de
dix années d’autofécondation. La maitrise des méthodes
conduisant a 1’obtention des plantes haploides doublées chez
le blé dur est un objectif d’une importance capitale pour
I’Etat algérien en vue de I’amélioration variétale de cette
espece.

La production des plantes haploides doublées est
devenue la méthode de choix dans la sélection des génotypes
intéressants recherchés en agronomie. De nos jours la CMI
est couramment utilisée dans les  programmes
d’améliorations des plantes comme le colza, le tabac, le bl¢
tendre et ’orge. Chez le blé dur la méthode de la CMI est en
amélioration continue afin d’augmenter le nombre de plantes
vertes régénerées
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L'haplodiploidisation a en effet été considérée comme
une des biotechnologies susceptibles dapporter une
contribution tres significative a I'amélioration des plantes.

Mateériel et méthodes

Cette étude a eté menee sur des varietés de ble dur
(Triticum turgidum subsp. durum (Desf.) Husn.), tétraploide
(2n = 4x = 28, AABB), et une varieté de blé tendre de
printemps (Triticum aestivum subsp.aestivum) hexaploide
(2n=6x=42, AABBDD), Pavon 76 dans la mesure ou jusqu’a
présent aucun génotype de I’espéce T. durum ne pourrait
servir de modele.

Les plantes meres ont été cultivées dans une chambre
climatisée de type Strader, réglée a la température jour/nuit
20/15°C avec une photopériode de 16 heures et une intensité
lumineuse de 1150pE.m-2.s-1. L’humidité relative y a été
maintenue a 70% = 5. Les talles ont été prelevees lorsque la
majorité des microspores étaient au stade uninucléé tardif et
ont subi par la suite les prétraitements.

Le protocole d’isolement des microspores ici est celui
décrit par De Buyser et al., 2002 sauf pour les prétraitements.
Avant 1’isolement des microspores, les ¢épis ont été
désinfectés par une solution d’hypochlorite de calcium a 4%.
Aprés broyage des épillets, filtration et centrifugation, reprise
du culot et deuxieme centrifugation, les microspores extraites
ont ét¢ cultivées dans le milieu d’induction liquide CHB3
(CHU additionné de 90 g/l de maltose) (Chu et al., 1990),
dans des boites de Pétri de 35 mm de diametre a raison de 1,5
ml par boite et co-cultivées avec 5 a 10 ovaires par boite de
Pétri.

Aprés la phase d'incubation dans une enceinte de
culture régulée a 27°C, les embryons formés ont été comptés
puis transférés sur le milieu de régénération solide de
Murashige et Skoog, 1962 sans hormones (MS0). Suivant
toujours le méme protocole de De Buyser et al., 2002, apres
3 semaines de culture des embryons sur le milieu de
régénération, les plantes vertes et albina ayant développé un
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systéme racinaire ainsi que les structures non régénérées en
plantes ont été dénombrées.

Un test z de comparaison de pourcentages utilisant la
formule ci dessous, a été effectué sur les résultats
androgénétiques

Soient N1 et N2 les effectifs des deux échantillons
indépendants. P1 et P2 les proportions ou pourcentages
observés dans chacun des 2 échantillons a comparer. On
calcule la statistique z par la formule indiguée ci-dessous.
Pour appliquer la statistique z il faut que les deux
échantillons respectent la régle suivante: les valeurs de NP et
N (1-P) doivent étre supérieures ou egales a 5.

P1 - Py

/=

P(-P) P(I-P)
N, T N

Et pour P dont la formule est la suivante
NP1 + N2P»

N;+N,

Une analyse de variance a éeté appliquée pour les
résultats de 1’androgenése in vitro. Les données recueillies
étant calculées sous forme de pourcentages, ceux-ci ont éte
transformés en arc sin V p.
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L’effet variétal, I’effet des prétraitements ainsi que
I’effet d’une interaction variété- prétraitement ont été
compareés par le test F.

Résultats et discussion

Les différentes étapes de la CMI sont portées en
Figure 1.

Le meilleur taux d’embryogenése a été observée avec
7 jours de preétraitement au mannitol 0,3M. Ainsi un total de
13 475 embryons androgénétiques a été obtenu a partir de
2 693 500 microspores, dont 3 673 ont été repiqués et ont
donné 85 plantes chlorophylliennes (Figure 2). En moyenne
sur 100 embryons transferés sur le milieu de régenération
MSO0, deux ont été convertis en plantes vertes. Le rapport
plantes vertes/plantes albina était de 0,1. Ce dernier était le
meilleur ratio obtenu chez ce cultivar de blé dur.

Un autre résultat intéressant (Figure 3) et original de
cette étude est la regénération des plantes chlorophylliennes a
partir d’embryons Aagés aprés ce méme prétraitement au
mannitol 0,3M (7 jours). La fréquence de régénération en
plantes vertes est en effet passée de 1,45 pour des embryons
agés de 1mois et 8 jours (38 jours), a 2,87 et 3,83 pour ceux
qui sont agés d’1 mois et 14 jours (44 jours) et d’1 mois et 25
jours (55 jours) respectivement. Un tel résultat n’a jamais été
obtenu en androgenése in vitro chez le genre Triticum.
D’habitude la totalit¢ des régénérations en plantes est
obtenue a partir de 28 a 35 jours de culture des embryons.
Au-dela de cette phase, les embryons restant n’ont aucune
aptitude (ou tres rarement) a se convertir en plantes que ce
soit chlorophylliennes, albina, chimeériques, anthocyaniques
Ou autres.

Le blé dur (Triticum turgidum subsp. durum (Desf.)
Husn.) est sans nul doute ’'une des especes cultivées de la
famille des Poacées les plus récalcitrantes a I’androgencese in
vitro.

Le succeés de I’androgenése in vitro dépend en
premiére mondiale des prétraitements appliqués aux
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inflorescences avant 1’extraction des microspores. Plusieurs
prétraitements appelés aussi “stress” ont été développés pour
réorienter le programme gamétophytique vers un programme
sporophytique (Touraev et al.,1997). Ce processus peut alors
étre induit par plusieurs approches: par un gamétocide
(Picard et al., 1987), prétraitements thermiques Picard et De-
Buyser (1975), choc osmotique (Hu et Kasha, 1999).

L’effet positif d’un prétraitement thermique de
longue durée a été mis en évidence au laboratoire MVEH,
d’Orsay (Figure 4). Le prétraitement au froid a permis non
seulement d’améliorer I’embryogenese, les résultats obtenus
étaient trés significatifs (Tableau 1) ; mais aussi, pour la
premi¢re fois, d’obtenir des quantités relativement
importantes de plantes chlorophylliennes (Labbani et al.,
2005, 2006).

Une analyse de variance des résultats de culture in
vitro de microspores isolées correspondantes a montré une
différence hautement significative au seuil o de 5%. Les
résultats ainsi acquis au laboratoire MVEH d’Orsay,
montrent qu'il est possible d’obtenir chez I’espéce blé dur des
haploides doublés d’origine androgénétique par la méthode
de culture in vitro de microspores isoléees.
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‘3’ Embryogene 3

... puis apres 3 semaines

(Clichés Picard, de Buyser, Labbaniet Froger,
MVEH Orsay)

... puis apres 4 semaines

Figure 1: Le processus d'haplodiploidisation in vitro: cas du
turgidum subsp. durum (Desf.) Husn

7 jours 8 jours
28% 13%

12 jours
1% 15 jours 27%
18%

00 jours @3 jours @5 jours B6jours @7 jours @8 jours B10 jours @12 jours @15 jours

Figure 2: Effet de la durée du mannitol 0,3M sur la Régénération
chlorophyllienne en CMI: cas du cv.JK
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Figure 3: Age d'embryons et I'effet du mannitol en culture de microspores isolées chez le blé dur cv.JK
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Figure 4: Effet de différents prétraitements sur ’embryogenése en
culture in vitro de la CMI chez des cultivars de blé dur (pour
10 000 microspores extraites et cultivees)

Tableau 1: Analyse de variance a deux facteurs au seuil de
signification de 5% et 1% pour I’embryogenése in vitro. Effet des
prétraitements.
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F théorique ou
Sourcedes |dd| sC | cm | F |(critique)
variations | obser | 5% 1%
[z
Variétés 210,01|000| 23,8 | 3,09 4.8
4 7
Prétraitements | 7 | 0,03 | 0,00 | 15,2 | 2,1 2,8
1 45
Variétés x 14| 0,06 | 0,00 | yExe 1,8 2,3
Prétraitements 2 44
Erreur 96| 0,02 | 0,00
8 03
Total 11| 0,13
9| 6

ddl: degre de liberté ; SC: somme des carrés ; CM: moyenne des
carres

Conclusion

Nos résultats montrent que la fréquence des plantes
albina peut étre réduite par l'action des prétraitements. La
procédure développée ici, pour la culture de microspores
isolées chez le blé dur nous a permis d’obtenir avec succes
des embryons et des plantes chlorophylliennes. Ainsi, en
ajustant les prétraitements, on devrait pouvoir modifier
significativement la réponse des microspores, optimiser le
nombre d’embryons produits et par la suite augmenter le
nombre de plantes haploides chlorophylliennes.
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