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Résumé

La production des plantes haploides et haploides doublés, fournit aux sélectionneurs du blé un moyen trés efficace pour accélérer la
production des lignées homozygotes. La culture des anthéres est un parmi les processus d’induction et de régénération des haploides
et des haploides doublés a partir des gametes males. Son haut potentiel de production des plantes haploides et son applicabilité chez
nombreuses especes rendent cette technique remarquablement utilisable dans 1’amélioration des plantes et I’exploitation commer-
ciales des haploides doublés. De ce fait, I’objectif de cette revue est de discuter les publications les plus récentes sur I’amélioration
de la culture des antheres de blé et les comparer aux résultats plus ou moins anciens. Ces publications seront d’une grande utilité
dans I’amélioration du rendement des plantes haploides et haploides doublés et ils vont contribuer a faciliter les prochains travaux
sur la culture des anthéres.

Mots clés: Blé, culture des anthéres, haploides, haploides doublés, amélioration génétique.

Improvement of haploid and doubled haploid plants using wheat anther culture

Abstract

The production of haploids and double haploids, are widely used techniques in advanced breeding programs to speed-up the
production of homozygote lines. Anther culture is one of the processes of induction and regeneration of haploids and double
haploids from male gametic cells. Due to its high effectiveness and applicability in numerous plant species, it has outstanding
potential for plant breeding and commercial exploitation of double haploids. Therefore, the objective of this revue is to discuss
recent publications on improvement of wheat anther culture and compare it with older literature. Those publications will be of
great utility in yield improvement of haploid and double haploid plants and will contribute for future research on anthers culture.

Keywords: Wheat, anther culture, haploids, doubled haploids, genetic improvement.

INTRODUCTION

La production de plantes haploides dérivées des hybrides
et suivies par un doublement chromosomique, fournit aux
sélectionneurs du blé un moyen trés efficace pour accélérer
la production des nouvelles lignées (Henry et De Buyser,
1990). Les haploides doublés peuvent étre utilisés comme
des lignées recombinantes avec des combinaisons de
genes favorables (Bentolila et al., 1992). Cette technique
pourrait ainsi compléter les programmes d’amélioration
conventionnelle pour accélérer la production de nouvelles
variétés. En plus de son importance dans la production
de nouvelles lignées mieux adaptées, la culture des
anthéres peut étre utilisée dans divers buts, notamment
dans la transformation génétique ou les cals régénérés
des antheres peuvent étre de bons accepteurs des genes.

La culture des anthéres est une technique extrémement
utilisée pour la production des haploides doublés. Chez le
blé, la premiére culture des anthéres testée était en Chine
en 1973 par Ouyang et al. (1973). Ensuite, 1’efficacité
de cette technique a été démontrée par Hu et al. (1983,
1988). Deux nouvelles variétés Jinghua n°1 et n°764 ont
été réalisées en utilisant des lignées haploides doublées.
Cette méthode a aussi été mise en pratique en France et
en Hongrie, deux nouvelles variétés cultivées Florin (De

Buyser et al., 1987) et Gk Delibab (Pauk et al., 1995) ont
été respectivement crées en 1985 et 1995, La variété Florin
(De Buyser et al., 1987) est I'une des toutes premiéres
variétés au monde qui provient de cette méthode. Elle a
¢été inscrite en 1985, 7 ans apreés le croisement de départ
entre les deux parents. Le blé Florin est encore cultivé
actuellement en Belgique. Il est bien adapté au froid et
aux terrains lourds.

Dans cette revue, on discutera les publications les plus
récentes afin de découvrir les nouveaux protocoles
exploités dans I’amélioration de la culture des anthéres et
la production des haploides doublés.

COMMENT AMELIORER LA CULTURE
DES ANTHERES DE BLE ET OBTENIR LE
MAXIMUM DE PLANTES HAPLOIDES ET
HAPLOIDES DOUBLES ?

La réussite de la culture des anthéres comme d’autres
techniques est influencé par plusieurs facteurs comme le
génotype utilisé (Andersen et al., 1987), les conditions
de croissance des plantes méres (Orshinsky et Sadasi-
vaiah, 1997), le stade de développement des microspores
(Haggag et El-Hennawy, 1996), le prétraitement et la
composition du milieu de culture (Lazaridou et al., 2005).
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Le génotype

Une grande variabilité génétique est présente au sein de
la mé&me espéce. Plusieurs études ont prouvé que le géno-
type a un effet variable sur la production des embryons
et la régénération des plantes vertes et albinos ainsi que
sur I’obtention des haploides doublés. Chez le blé tendre,
Andersen et al. (1987), sur une collection de pres de 200
variétés et lignées scandinaves, ont mis en évidence des
fluctuations du rendement androgénétique d’une variété a
I’autre. En plus, la translocation 1BL/1RS (BIé/Seigle) est
connue pour son effet trés positif sur le rendement andro-
génétique (Henry et De Buyser, 1985). Picard et de Buyser
(1977) ont montré que les haploides doublés obtenus par
androgenése étaient souvent plus embryogenes que les
génotypes meres dont ils étaient issus.

El-Hennawy et al. (2011) ont étudié la réponse andro-
génétique de 9 génotypes de blé tendre égyptien et leur
descendance F1. Ils ont trouvé eux aussi une variabilité
génétique considérable, ils ont signalé que le nombre de
cals obtenus était plus élevés pour les croisements que les
parents. De méme, Lantos et al. (2013), ont testé leur pro-
tocole de culture des anthéres sur deux génotypes d’hiver,
un génotype avec un potentiel androgénétique éleve et
un autre récalcitrant, ainsi que leurs hybrides F1 dont les
croisements ont été faits dans deux années 2010 et 2011.
Lantos et al. (2013) ont trouvé que le génotype influence le
nombre d’embryons que sur la régénération des plantules
et le nombre des plantules vertes. En plus, ils ont remar-
qué que le nombre des plantes albinos est influencé par
le génotype, les années et les facteurs environnementaux.

Aussi, dans une étude réalisée par Pershina et a/. (2013)
sur des variétés de blé de printemps Sibérien, certaines
de ces variétés possédent la translocation de seigle
(1IRS/1BL) et d’autres portent la translocation de I’herbe
de blé (7DL/7Ai). En plus, ces auteurs ont inclus une
variété trés encourageante qui contient la translocation
1RS/1BLetle cytoplasme de I’espéce de 1’ orge (Hordeum
vulgare L), sachant que la translocation 1RS/1BL stimule
la formation des embryons (Henry et De Buyser, 1985;
Agache et al., 1989; Foroughi-Wehr et Zeller, 1990). La
présence de la translocation 7DL/7Ai dans le génome
du blé conduit a la suppression d’androgenése et cause
la déficience en chlorophylle (Sibikeeva et Sibikeev,
1996; Sibikeeva et al., 2004). Ces auteurs ont trouvé
que la variété possédant 1RS/1BL et le cytoplasme de
I’orge est la mieux adaptée pour I’androgencse et le
développement des haploides doublés. Aussi, ils ont
mentionné dans leur discussion que les variétés portant
la translocation 1RS/1BL donne les meilleures résultats
par rapport aux variétés qui n’ont pas la translocation,
surtout dans le milieu contenant le 2,4-D, alors que pour
les variétés portant la translocation 1DL/1Ai, la capacité
androgénétique était trop faible et les plantes régénérées
¢taient albinos. Trés récemment, Zhao et a/l. (2015) ont
développé un nouveau germoplasm H307 avec une
haute capacité en culture des antheres et en régénération
des plantes vertes par rapport aux variétés (Yumai68,
Yanzhan4110, Bainongaikang58, Zhoumail 8, Xinmail8
et Nongda3308) connus pour leur capacité modérée. Ce
germoplasm était issu d’un croisement entre YanfulS88 et
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Jimai37 dont les épis de la génération F1 étaient irradiés
par les rayons Gamma. Ils ont aussi ajouté que cette
capacité est héritable et que H307 peut étre utilisé¢ dans
I’amélioration de la culture des anthéres du blé.

La plante mére

Les conditions physiologiques et développementales des
plantes donneuses d,anthéres influencent significative-
ment la production des haploides. Henry et De Buyser
(1990) ont remarqué que 1’intensité élevée de la lumicre
au stade méiotique augmente la formation d’embryons
alors que la température élevée diminue leurs inductions.
Certaines études ont mentionné que les plantes méres de
blé d’hiver plantées dans le champ donnent de meilleurs
résultats que celles en serre. De méme, pour le blé du prin-
temps, il semble que les plantes donneuses des anthéres
cultivées dans le champ ou vernalisées puis transférées
au champ donnent plus de plantules que celles poussant
dans la serre (Ouyang, 1986; Wang et Chen, 1980). Dans
d’autres cas, la chambre de culture ou la serre donne des
résultats mieux que le champ (Lazar et al., 1984) et en
général la croissance des plantes dans la serre est avanta-
geuse puisque la plantation peut étre faite tout au long de
I’année et le risque de contamination diminue pendant la
culture in vitro. Cependant, il est trés important de gérer
la température, 1’intensité et la qualité de la lumiére pour
qu’elles soient plus naturelles.

Récemment, en travaillant avec des génotypes européens,
Lantos et al. (2013) ont suivi un protocole de croissance
utilis€¢ en Europe. La fertilisation a comporté 1’addition
de 12 g/m? de la fumure comme source d’azote, de
phosphore et de potassium (1:1:1) en automne et I’ajout de
18 g/m? de nitrate d’ammonium en mi-Avril. Les plantes
donneuses ont ét¢ protégées des insectes par un traitement
chimique (Talsar et Bulldock). Les mauvaises herbes
ont été¢ contrdlées par un traitement mécanique (avant
I’apparition), traitement chimique (début d’apparition
des herbes) et traitement manuel durant la période de
végétation.

Stade de récolte

Le stade de développement microsporal lors de la récolte
des épis et de I’inoculation est un facteur déterminant de
la culture des anthéres ou de microspores. Lamajorité des
auteurs ont confirmé que le meilleur stade est juste avant
la division mitotique, a partir de mi-stade uninucléé a la
fin de stade uninucléé du pollen (Figure 1). Avant la mise
en culture des anthéres ou des microspores, le stade est
déterminé par observation cytologique des microspores
dans une goutte de carmin acétique entre lame et lamelle.

Le prétraitement

Plusieurs travaux ont souligné 1’importance des pré-
traitements et leur réle dans I’optimisation de la réponse
androgénétique, particuli¢rement au niveau de trois
phases: I’induction, la production des embryons et la
conversion des embryons en plantes chlorophylliennes.
En plus, plusieurs expériences et protocoles améliorés
ont été publiés sur cette étape due a son importance et son
influence sur I’obtention d’un nombre élevé de plantules.
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Les auteurs se concentrent plus sur le pré-traitement
thermique et chimique.

Le pré-traitement au froid est le traitement le plus
connu et répandu dans la majorit¢ des publications.
Les ¢épis récoltés sont mis dans de I’eau puis incubés a
3-4°C pendant 2 a 7 jours et parfois jusqu’a deux mois.
Actuellement, ce pré-traitement est devenu une routine
dans différents laboratoires. Khibani et al. (2008) ont
travaillé sur des variétés de blé iranien et leur ségrégation
F3. 1ls ont comparé deux types de pré-traitements, le froid
et I’irradiation. Les épis sélectionnés pour la culture des
antheres ont ét€ soumis a un pré-traitement au froid a 4°C
pendant une semaine a un endroit obscure. Pour d’autres
€pis, ils ont été soumis a la radiation a la place de pré-
traitement a froid. Ces auteurs ont trouvé que |’irradiation
ne donne pas des différences significatives alors que le
pré-traitement a froid donne de meilleurs résultats avec
des différences significatives entre les génotypes.

Lantos et al. (2013) ont aussi appliqué le pré-traitement
au froid. Les épis récoltés ont ét¢ mis dans 200 ml
d’eau et protégés du desseéchement puis incubés a 2-3°C
pendant 10 a 14 jours. En revanche, d’autres publications
remarquent que le pré-traitement au froid n’était pas
suffisant pour certaines plantes meres cultivées au champ
(Henry et De Buyser, 1990). Aussi, Karimzadeh et al.
(1995) ont démontré que le pré-traitement au froid n’est
pas essentiel pour tous les génotypes. Dans cette étude, un
pré-traitement au froid a 4°C durant une semaine n’avait
pas d’effet significatif sur la régénération de plantes
chlorophylliennes.

D’autres expériences ont combiné les pré-traitements au
froid avec d’autres prét-raitements. Hu et Kasha (1999)
ontrapporté que chez le blé, le pré-traitement des épis dans
une solution du mannitol a 0,4 M et maintenus au froid
pendant 4 jours, retarde la division mitotique des noyaux
et maintient toutes les microspores au méme stade durant
le pré-traitement, conduisant ainsi a la formation d’un
trés grand nombre d’embryons. L’utilisation d’un pré-
traitement au froid pendant 6 ou 7 jours dans une solution
de mannitol a 0,4 M, en présence des macroéléments du
milieu FHG (Hunter, 1988), présentait un effet bénéfique
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sur ’embryogenese et la production d’embryons et sur la
régénération des plantes chlorophylliennes chez le bl¢ par
culture de microspores isolées (Hu et al., 1995).

Un nouveau pré-traitement chimique pour microspores
isolées chez le blé tendre a été mis en application par
Liu et al. (2002). Les talles prélevées de la serre au stade
uninucléé moyen a tardif ont été placées dans une fiole
stérile contenant 50 ml du mélange 2-HNA (0-1 g/L)
du 2,4-D (10-6 mol L-1) et du BAP (10-6 mol L-1).
Ensuite, les talles ont été placées dans une étuve régulée
a 33°C pour une durée allant de 48 heures a 72 heures.
Ils ont démontré I’efficacité du nouveau pré-traitement
chimique non seulement sur 1’induction et la production
d’embryons, mais aussi au niveau de la régénération des
plantes chlorophylliennes et la production des plantes
haploides doublées. Dans ces conditions optimales, Liu
et al. (2001) ont obtenu des résultats trés intéressants. En
effet, lenouveau pré-traitement chimique a induit une forte
production embryonnaire.

Avec le méme principe, Liu et al. (2002) ont amélioré
le nouveau protocole par I’addition d’un milieu NPB98
(10%) et I’acide gibbérellique dans la solution du pré-
traitement. 50 ml de I’eau distillée stérile avec 0.01%
de 2- acide hydroxy-nicotinique (2HNA), 10 mg/l de
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 2 mg/l de
6-benzylaminopurine (BAP), 3 mg/l d’acide gibbérellique
(I'inducteur chimique), avec ou sans 10% de NPB98
(milieu d’induction). Ce milieu contient (232 mg/L
(NH,),SO,, 1,415 mg/L KNO,, 83 mg/L CaCl,-2H,0, 200
mg/L KH,PO,, 93 mg/L MgSO,-7H,0, 5 mg/L H,BO,,
0.0125 mg/L CoCI-6H,0, 0.0125 mg/L CuSO,-5H,0,
0.4 mg/L KI (Iodure de Potassium), 5 mg/L MnSO,-
4H,0, 0.0125 mg/L Na,MoO,-2H,0, 5 mg/L ZnSO4-
7H,0, 37.3 mg/L Na,EDTA, 27.8 mg/L FeSO,-7H,0,
50 mg/L myo-inositol, 0.5 mg/L acide nicotinique, 0.5
mg/L pyridoxine-HCI, 5 mg/L thiamine-HCI, 500 mg/L
glutamine, 1 mg/L acide phénylacétique, and 9% (w/v)
maltose, le pH a été ajusté a 7 et le milieu a été stérilisé
par filtration. Puis, les talles ont été incubées a 33°C
pendant 69 h. En testant ce pré-traitement sur un génotype

Figure 1: Observation microscopique des microspores uninucléées colorées avec le carmin acétique
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connu pour sa production modérée en plante albinos, Liu
et al. (2002) ont obtenu 15% d’augmentation en plantes
régénérées et 27% d’augmentation en plantes vertes. Ces
nouveaux protocoles développés par Liu et al. (2001 et
2002) peuvent étre considérés comme une contribution
efficace a I’amélioration de 1’androgenése de blé.

Toujours avec 1’utilisation des pré-traitements chimiques,
Broughton (2011) a réalisé une nouvelle expérience sur
la culture des antheres de deux variétés australiennes de
blé tendre. L’expérience était une combinaison de deux
traitements, soumettre les anthéres a un pré-traitement
au mannitol avec I’addition du calcium et des macronu-
triments dans le milieu de mannitol traité avec 0,1% ou
0,2% de n-butanol. Selon cette étude, ces deux traitements
augmentent significativement le nombre d’embryons
obtenus, le nombre de plantes vertes et les haploides
doublés. Aussi, ils ont trouvé qu’il existe un effet positif
sur I’interaction génotype et traitement.

Chez le blé dur, sachant que cette espece est récalcitrante,
et dans le but d’améliorer le rendement de la régénération
des plantes vertes, Ayed (2010) a testé I’effet de différents
pré-traitements sur des €pis de variétés tunisiennes. Sept
types de pré-traitements avec témoin ont été appliqués
(témoin = sans pré-traitement, pré-traitement au froid a
4°C pour une durée de 5 semaines, 0,3 M mannitol incubé
a 4°C pendant 12 jours, 0,3 M mannitol incubé a 4°C
pendant 7 jours, 0,7 M mannitol incubé a 4°C pendant 5
jours, PEG4000 1,5% a 4°C pendant 5 jours, PEG4000
1% a 4°C pendant 10 jours, PEG4000 1% a 4°C pendant
15 jours). Ils ont démontré que le pré-traitement au froid
pendant 5 semaines a donné les meilleurs résultats, et qu’il
améliore significativement 1’induction d’embryons et la
régénération des plantes vertes. En plus, le pré-traitement
au PEG 1% pendant 10 jours semble étre intéressant
comme pré-traitement. De méme, Labbani et a/. (2007)
ont combiné deux traitements, le mannitol et le froid. Ils
ont trouvé que les épis de blé dur (7riticum turgidum L.
‘Jennah Khetifa’) pré-traité avec une solution 0,3 M de
mannitol et incubé a 4°C pendant 7 jours avaient un fort
effet sur le nombre d’embryons produit et sur le nombre
des plantes vertes régénérées. Ils ont démontré que la
combinaison des deux pré-traitements donne les meilleurs
résultats par rapport aux autres études publiées.

Un nouveau traitement a été réalisé et publi¢ par Redha et
Suleman (2013). IIs ont soumis les microspores extraites
a deux traitements (Polyamines et tréhalose). Les pro-
lamines (PAs) contenant trois substances séparées et
en combinaison: putrescine (Put), spermidine (Spd) et
spermine (Spm) dans 1’ordre de 0,5 a 1 mM et les tré-
haloses. IIs ont trouvé que les polyamines ont un impact
significativement positif sur I’embryogeneése et taux des
plantes vertes contrairement au tréhalose. Redha et Sule-
man (2013) ontmentionné que I’efficacité des polyamines
dépend de la durée du traitement et de la concentration
utilisée puisque la durée 30 min a donné meilleurs résul-
tats par rapport a 60 min. Ils ajoutent que les polyamines
augmentent non seulement le rendement des plantes régé-
nérées mais aussi le rendement en haploides doublés et le
taux en graines et que ce traitement peut étre utilisé pour
accelérer le programme d’amélioration génétique de blé.
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Le milieu de culture

L’androgenése in vitro est divisée en trois étapes prin-
cipales: 1) formation d’embryons, 2) régénération des
plantules et 3) développement des plantes haploides chlo-
rophylliennes. Dans chacune de ces étapes, la composition
du milieu de culture est primordiale pour obtenir un ren-
dement acceptable de plantes haploides et haploides dou-
blés. Les recherches dans ce contexte sont trés variantes,
chaque auteur travaille avec une composition différente de
1”autre en essayant des nouveaux ¢léments et des nouvelles
concentrations.

En discutant la culture des anthéres du blé, et selon Henry
et de Buyser (1990), le milieu N6 développé par Chu et
al. (1975) est le milieu synthétique basal le plus efficace
pour les céréales, surtout le blé, dont la concentration en
azote est faible et la concentration en phosphore est élevée
comparé avec le milieu MS (Murashige and Skoog, 1962).
Ils ont aussi proposé de réduire plus la concentration en
azote pour augmenter 1’induction de pollen en embryon.
L’addition de la glutamine améliore aussi I’embryogenése
ainsi que I’addition de 10“M de Fe-EDTA. En outre, Ils
ont confirmé que le sucrose était le sucre le plus efficient
pour la culture des anthéres du blé, avec une concentra-
tion optimale de 9% dans le milieu d’induction et de 2%
dans le milieu de régénération des plantes. En plus, ils
ont ajouté que le sucrose de contenant moins d’impuretés
interagis plus avec le 2,4-D donnant des plantules de
bonne qualité. Henry et De Buyser (1990) ont trouvé que
le milieu avec 10 a 20% d’extrait de pomme de terre était
le mieux utilisé pour la culture des anthéres des céréales.
Pour les hormones de croissance, ces auteurs ont noté que
le 2,4-D et la Kinétine constituaient les hormones les plus
favorables a une bonne induction et qualité d’embryons.
La concentration de ces hormones est respectivement de
I’ordre de 1 a 3 mg/L et 0,5 a 1 mg/L alors que pour les
agents gélifiants, ils ont démontré que I’agarose était le
mieux adapté pour la culture des anthéres par rapport a
I’agar et le milieu liquide (Tableau 1).

Dans certaines études, les auteurs ont concentré leurs
intéréts sur diverses composantes de milieu de culture
en aboutissant au méme but qui était 1’amélioration
du rendement en plantes haploides vertes. C’est le cas
notamment de Hassawi et al. (2004) qui ont travaillé
sur des génotypes de [’orge et du blé. Dans leur étude,
ils ont principalement exploité I’effet du génotype et des
hormones de croissance sur la culture des anthéres. Chez
le blé, ils ont testé deux milieux d’induction (Tableau
2); M1 contenant 2mg/L de 2,4-D + Img/L de kinétine,
et M2 contenant 2mg/L de ANA + 1mg/L de kinétine.
Selon ces auteurs, les deux milieux ont produit des cals,
mais le milieu M1 était plus performant et a produit plus
de cals et plus de plantes vertes. Ils ont ajouté que seuls
les cals produits par le milieu M1 ont donné des plantes
vertes et elles sont arrivées au stade mature tandis que les
cals du milieu M2 n’ont pas régénéré des plantules. Leur
étude confirme que les hormones de croissance utilisées
pour la culture des anthéres ont un effet considérable sur
I’obtention des plantes haploides. Ghaemi et al. (1994)
ont essayé 10 milieux d’induction sur les anthéres du blé
dur (Triticum turgidum). Tous les milieux utilisés étaient
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a base d’extrait de pomme de terre selon Chuang et al.
(1978) et modifiés par I’ajout de 0,5 g/L. de glutamine ainsi
que 0,4 g/L du gelrite. Alors, I’expérience était 1’addition
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Tableau 2: Composition du milieu d’induction (Has-
sawi et al., 2004)

de trois éléments, le nitrate d’argent avec trois concentra- Composition Concentration (mg.l")
tions de 1; 2,5 et 5 mg/L; la colchicine a 10, 100 et 200 KNO 1400
mg/L et le sulfate de cuivre a 2, 5 et 10 mg/L. Ghaemi et 3
al. (1994) ont trouvé que la présence de 2,5 et 5 mg/L de | KH,PO, 400
nitrate d’argent et de 10 mg/L de sulfate de’ cuivre aug- CaCl,. 2H,0 150
mente la formation des embryons pour 3 génotypes sur
4. En revanche, la colchicine diminue significativement | MgSO,. 7TH,0 150
I’embryogenése dans 3 génotypes sur 4. NH,NO, 300
Tableau 1: Composants du milieu d’extrait de pomme FeSO,. 7TH,0 27,8
de terre II (P), du milieu de régénération (MSR) et le
milieu de croissance (GM) (Henry et De Buyser, 1990) | N3, EDTA 37.3
MnSO,. 4H,0 11,2
Composition P (mg.lI'") MSR GM
p g. (mg.l") (mg.l“) ZHSO4. 7H20 8,6
KNO, 1000 950 1000 H,BO, 6,2
Ca(NO,),. 4H,0 100 - 500 KI (Iodure de Potassium) 0,83
KH,PO, 200 85 300 CuSO,. 5H,0 0,025
(NH,),S0, 100 185 - CoCl,. 6H,0 0,025
NH,NO, - 825 1000 Glycine 2,0
CaCl,.2H,0 - 220 - Thiamine-HC1 1,0
MgSO,. 7H,0 125 - 715 Pyridoxine-HCl 0,5
FeSO,. 7TH,0 27.8 13.9 13.9 Acide Nicotinique 0,5
Na,. EDTA 37,3 18,6 18,6 Biotine 1.5
MnSO,. 4H,0 - 22,3 4,9 2,4-D ou NAA 2.0
ZnSO,. TH,0 - 8,6 2,7 o
Kinétine 1,0
H,BO, - 6,2 1,6
Sucrose 90000
KI - 0,83 0,75
KCl 35 i 65 Difco agar 6000
pH 5,8-6,0
Na,MO,. H,0 - 0,25 -
CuSO,. 5H,0 - 0,025 0,025 Une étude tres intéressante a été réalisée par Navarro-
Glycine _ 5 20 Alvarez et al., (1994) sur I’effet du sucre sur la culture
des anthéres du blé tendre. Les anthéres du blé tendre de
Glutamine 500-1000 - - trois génotypes différents ont été mises en culture dans des
Thiamine-HCI 1 0.1 1 milieux d’inductions avec sept types de sucres (galactose,
— ’ mannose, maltose, fructose, sucrose, glucose et maltose +
Pyridoxine-HCl - 0,5 S glucose) dont la concentration était 0,26 M. Le milieu de
Acide Nicotinique - 0,5 5 culture a été aussi supplémenté par 1’amidon du blé (5%)
Myo-Inositol - 100 100 comme une source potentielle en sucre et comme agent
24.D 15 i _ gélifiant. 2,4-D (2 mg/L), ANA (1 mg/L), et glutamine
2 : (254 mg/L) ont été aussi ajoutés. Ils ont trouvé dans 42
NAA - 0,5 - répétitions des 3 génotypes que le maltose était le meilleur
T1AA - - 1 sucre (105 embryons /100 anthéres) suivi de glucose
Kinétine 0,5 0.5 - (47 embryons /100 anthéres) et maltose + glucose (37
embryons /100 anthéres) alors que sucrose (24 embryons
000 20000 20000 7
Sucro.se %0 0 0 /100 anthéres) et le fructose (12 embryons /100 anthéres)
Extrait de pomme 70-100 N N ont été moins efficaces.
de terre Lash 1. (1992) lioré 1 ition d
ashermes et al. ont amélioré la composition du
A 6000 - .. . . - o
gar.ose 6000 milieu d’induction (Tableau 3) en utilisant le milieu MS
Gelrite - - 3000 modifié¢ (Lashermes et al., 1991). IIs ont supplémenté ce
Agar - - 3000 milieu avec ’amidon de 1’orge, le maltose et le nitrate
d’argent dans la premiére expérience et ont joué sur la soli-
pH 5.8 5.8 5.8 arget P X !
dification du milieu en utilisant I’agarose ou polyester et
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Ficoll. Dans la deuxiéme expérience, ils ont ajouté 5 mg/L
de nitrate d’argent et 10 mg/L du charbon dans les milieux
d’induction et de développement. D’aprés Lashermes et
al. (1992), ’amidon de I’orge a affecté 1’induction et la
régénération particuliérement dans le milieu contenant
I’agarose. Le polyester n’a pas amélioré les résultats et le
Ficoll, au contraire a donné un rendement plus faible. Ces
auteurs ont remarqué que 1’amidon de I’orge augmente le
nombre de plantes régénérées directement dans les mi-
lieux d’induction sans passer par le milieu de régénération.
La supplémentation du milieu d’induction par le nitrate
d’argent et le charbon affecte aussi I’embryogenése. Et
comme dans le cas d’amidon de 1’orge, ils ont noté que
la présence du nitrate d’argent et du charbon multiplient
la régénération des plantes directement dans le milieu
d’induction par 2 a 5 fois.

Tableau 3: Milieu d’induction utilisé pour la culture
d’anthére (Lashermes et al., 1992).

Composition Concentration (mg.l")
KNO, 1900
KH,PO, 170
CaCl,. 2H,0 440
MgSO,. 7TH,0 370
NHNO, 165
FeSO,. 7TH,O 27,9
Na,. EDTA 37,3
MnSO,. 4H,0 22,3
ZnSO,. TH,O 8,6
H BO, 6,2
KI (Iodure de potassium) 0,83
CuSO,. SH,O 0,025
AgNO, 10,0
Glutamine 750
Hydrolysat de Caséine 250
Pyridoxine-HCI 0,4
Acide Nicotinique 0,4
Biotine 0,4
Ascorbic acid 0,4
Myo-inositol 100
Sucrose 85500
Agarose 6000
pH 5,8

Unsimple protocole a été utilisé par Broughton et a/. (2008)
qui ont inclus des ovaires dans le milieu d’induction. IIs ont
trouvé que 5 ovaires inclus dans le milieu d’induction amé-
liore significativement le nombre d’embryons produits et le
nombre de plantes vertes et albinos. IIs ont aussi comparé
I’effet de la combinaison des hormones de croissance 2,4 D
avec Kinétine et AIA avec BA. Ils alors pas trouvé de dif-
férence significative pour le nombre d’embryons produits
et moins de plantes vertes avec la combinaison AIA — BA.
De méme, Zheng et al. (2002) ont inclus des ovaires dans
cultures des microspores de blé. Et selon leurs résultats,
les ovaires ont amélioré le rendement en embryons alors
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que ce n’était pas le cas des génotypes récalcitrants. Asif
et al. (2014) ont travaillé sur la culture des microspores de
bl¢ et des Triticales. Ils ont supplément¢ le milieu d’induc-
tion par des concentrations différentes en mannitol. Ils ont
trouvé que 1’ajout du mannitol dans le milieu d’induction
a un effet sur ’embryogenése et la production des plantes
vertes et que la concentration 9 g/L. de mannitol donne les
meilleurs résultats. Graudaetal. (2010 et 2014) ont rapporté
que I’utilisation du milieu d’induction AMC, en ajoutant
le cuivre, donne des résultats favorables due au role du
cuivre dans synthése chlorophyllienne et donc son effet
sur la réduction des plantes albinos et la production élevée
des plantes vertes.

Immonen et Robinson (2000) ont testé 1’effet de la com-
position du milieu avec I’effet de conditions de croissance
et de pré-traitement. Ils ont étudié dix variétés de triticale
de différentes origines. Les conditions de croissance des
plantes meres, dont les graines de triticales, ont été semées
en serre et dans le champ. Différents pré-traitements ont
été aussi appliqués sur les épis récoltés dont la combinai-
son du pré-traitement au froid avec choc thermique ou
stress au mannitol et pré-traitement au froid prolongé. En
plus, différents milieux d’induction et de régénération ont
été testés, tous les milicux réalisés étaient liquides et sup-
plémentés avec 100 g/L de Ficoll. L’effet des conditions
de croissance des plantes meéres varie selon les variétés et
les pré-traitements. Le pré-traitement au froid suivi de la
chaleur augmente la réponse androgénétique. Le prolon-
gement au froid augmente le rendement en plantes vertes
et le doublement spontané. Le remplacement du milieu
solide par un milieu liquide supplémenté du Ficoll amé-
liore I’induction chez certaines variétés et 1’effet du man-
nitol dépend des variétés. Selon les résultats d’ Immonen et
Robinson (2000), les différents pré-traitements appliqués
et accompagnés du milieu liquide/Ficoll donnent une
réponse différentielle et améliorent significativement la
culture des anthéres des triticales.

Shirdelmoghanloo et al., (2009) ont également exploité
différents traitements et différents milieux d’induction
et de régénération des plantes. En appliquant des pré-
traitements froids avec mannitol et une combinaison de
pré-traitement froid, mannitol et chaleur, ils ont trouvé que
le premier pré-traitement donne des résultats plus impor-
tants. Ainsi, les milieux C17, NPB-99 et W14 produisent
plusieurs embryons par épis tandis que le milieu CHB-2
régénere plus de plantes vertes.

Desinitiativesréalisées pouraméliorer la culture des anthéres
étaient d’ajouter des ¢léments minéraux dans les milieux de
cultures. Kang et a/. (2011) ont testé¢ un nouvel élément
REE (rare earth elements) ou éléments terrestres rares afin
d’améliorer la productivité en plantes vertes d’une variété
nommeée ‘Huapei 8’ et ces éléments ont été ajouté dans le
milieu de différentiation. Ils ont montré que I’utilisation de
1,5mg/L de REE augmente le pourcentage de larégénération
des plantes vertes de 13,7% a 27,5%. Sur 1’orge (Hordeum
vulgare L.) Echavarri et al. (2008) ont étudié la réaction
des microspores aux différentes concentrations de ZnSO,.
L’addition du ZnSO, a une concentration 90-300 uM dans
le milieu d’induction a amélioré le rendement en embryons
et en plantes de 40 a 53%.
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Traitement par colchicine

Contrairement a 1’orge, les plantes de blé régénérées de
la culture des antheéres sont stériles. Elles ne donnent pas
ou rarement des plantes diploides de fagon spontanée.
Les plantes homozygotes fertiles et stables peuvent étre
produites par doublement chromosomique. Il existe
trois techniques pour le doublement chromosomique
par colchicine. Ces trois méthodes ont été décrites par
Henry et De Buyser (1990). La premiére était de traiter
les embryons avant de les transférer dans le milieu de
régénération par la solution de colchicine (0,01% a
0 ,04%) pour une durée de 72 h (Zhuang et Jia, 1980).
La deuxiéme était de traiter les petites plantules dans
les conditions aseptiques avec la solution de colchicine
(0,25%) pendant 3h. Selon Henry et De Buyser (1980),
cette méthode ne donne pas des résultats satisfaisants. La
troisiéme technique était de traiter les plantules au stade
3 feuilles mises dans les pots avant leur vernalisation.
Dans ce dernier cas, les racines sont rincées et coupées
pour réduire leurs tailles. Ensuite, on les traite avec une
solution construite de (0,5-1% de colchicine, 1,5% de
DMSO) pendant 5 h. 70 a 90% de plantes doublent leurs
chromosomes.

Une étude importante a été réalisée par Sorianoetal. (2007)
sur ’utilisation de la colchicine dans les premiéres étapes
de la culture des anthéres et des microspores de blé. Ils ont
ajouté la colchicine dans la solution de pré-traitement des
¢épis avec le mannitol. Ils ont aussi appliqué la colchicine
dans le milieu d’induction pendant les premicres 48 h de la
culture. IIs ont noté qu’une concentration de 300 mg/L de
la colchicine était la meilleure et elle a significativement
augmenté le nombre des plantes haploides doublées.
Dans une autre ¢tude, Soriano et al. (2008) a rapporté
que I’addition de n-butanol dans le milieu d’induction,
améliore a la fois la production d’embryon et la production
des haploides doublés.

CONCLUSION

La production des haploides doublés a une importance
considérable dans 1’amélioration génétique du blé.
L’obtention des lignées homozygotes en une seule étape
permet un gain de temps appréciable pour la sélection et
le développement de nouvelles variétés.

Les différentes publications discutées dans cette revue
seront d’une grande utilit¢ dans 1’amélioration du
protocole pratiqué au laboratoire de biotechnologie. En
jouant sur les facteurs affectant le rendement en plantes
haploides et haploides doublés, comme le pré-traitement,
les milieux de culture et le traitement par la colchicine
on pourra découvrir le protocole le mieux adapté a nos
génotypes, afin de réduire le nombre des plantes albinos
et augmenter le nombre de plantes haploides doublées.
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