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2.4-D : Acide 2,4 Dichlorophenoxyacétique
A :10mg/l de 2,4-D

AlA : I'acide indolacétique

AIB : I'acide indole butyrique

ANA : Acide naphtaléne acétique
B:2mg/l de 2,4-D

BAP :Benzylaminopurine=Benzyladénine
C: 2mg/l de 2.4D+1mg/l d’AgNO3

Fig : figure

| : les embryons matures.

Il : les embryons immatures.

KIN : Kinétine=6 fulfuryl aminopurine
Milieu A : 2.4-D a 7 mg/l

Milieu B : AIA & 2 mg/l

Milieu C: 2.4d a 2 mg/l

Milieu D : 2.4d a 2mg/l +AgNos a 10 mg/I.
MS :Murashige et Skoog., 1962.

P.F : Poids Frais

P.S: Poids sec.

P.T : Poids turgescence

PEG : poly éthyléne glycol

PH : Potentiel Hydrogéne.

Pn : Photosynthese.

Rs : Résistance stomatique.

TRE : Teneur Relative en Eau.
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1-Importance du blé:

Les céréales sont un constituant majeur des régimes alimentaires de I’'homme et
de I'animal partout dans le monde. Si I'on considére les superficies couvertes, le blé est

la plante la plus cultivée sur terre.

Pratiguement toute la population consomme du blé en raison de son bon godt,
d’'une bonne assimilation par I'organisme, sa grande valeur nutritive, et sa teneur en
protéines comme les protéines du gluten qui conferent a la pate ses propriétés de
ténacité, d’élasticité et d’extensibilité, localisés principalement dans I'albumen, il s’agit
des prolamines (40 a 50%) et des glutamines (30% a 40 %).

En Algérie, les céréales sont la base alimentaire de la population (220Kg /
individu / an) elles occupent la premiere place en surface agricole. Le blé dur accapare
43% de la zone de production du pays, et le blé tendre vient au deuxieme rang, avec
800.000 hectares (Anonyme., 2004)

Le gouvernement a eu a mobiliser annuellement prés de 2,5 milliards de dollars
pour assurer les importations alimentaires vu la faible production céréaliere et
particulierement celle des blés (1.6 a 1.8 millions de tonnes en moyenne). Notre pays
était le premier acheteur mondial de blé dur durant la période 1993-1996, en moyenne
de 5.7 millions de tonnes / an.

En 2000, I'Algérie a importé 1,26 millions de tonnes de blé du Canada, 0,41
des Etats-Unis et 2,56 de I'Union européenne. La production algérienne était de 0,76

million de tonne (Anonyme., 2003).

Durant la période 2002-2003 la valeur des importations des céréales a baissé de
maniére significative soit 100000 tonnes de moins que l'année précédente, mais en
dépit de cette évolution positive, I'Algérie occupe la 5°™ place dans le classement
des pays les plus gros consommateurs, établi par le conseil international des céréales

(CIC). Avec 4900000 tonnes de blé dur et tendre, I'Algérie vient en 5°™ position
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derriére, respectivement, le Brésil, Maroc I'union européenne, I'Egypte et le Japon
(Anonyme a., 2003).

2- Méthodes traditionnelles utilisées dans I’amélioration génétique du blé :

L’intervention de ’'homme dans I'amélioration des cultures n’a rien de nouveau.
Depuis des millénaires le sélectionneur cherche sans cesse a améliorer les plantes
gu’il cultivait par rapport a des criteres bien définis telle :la rusticité hivernale la
tolérance a la sécheresse, la résistance au maladies et aux insectes, la résistance a la
verse et a I'engrenage, la hauteur des plantes, le rendement grainier et I'aptitude a la
récolte, tandis que la qualité du grain comprend des caractéres tel que la forme, la
couleur, le poids spécifique, la concentration et la nature des amidons et la performance

de la farine.

~

L’approche se limite a utiliser la technique des croisements simples ou
complexes, interspécifiques ou intergénériqgues entre les variétés présentant les
caracteres requis, les combinaisons souhaitées sont ensuite sélectionnées dans la

descendance puis stabilisées et multipliées.

Ces méthodes de création variétale sont efficaces et éprouvées, cependant,
'amélioration génétique par ces techniques de sélection classique s’avere difficile a
appliquer en raison du temps qu’elle demande 8 a 10 ans pour la fixation de la lignée
de blé, de plus ces méthodes impliquent la manipulation de beaucoup de matériel

végétal.

3- Création variétale par voie d’haplodiploidisation:

3-1- Androgenese :

La production de plantes haploides par culture d’antheres offre plusieurs
avantages aux améliorateurs de plantes (Picard., 1984). En effet, 'androgenése est un
moyen de production rapide de lignées homozygotes, pour la création variétale
(Foroughi-Wehr & Friedt., 1984 ; Dunwell., 1986).
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Le succés de cette technique a déja été démontré pour le blé héxaploides
(Triticum aestivum L.) (Dunwell., 1985 ; Hassawi.,, Qi & Liang., 1990). En ce qui
concerne le blé tétraploide (Triticum turgidum .var) I'étape de la régénération des
embryons reste un obstacle majeur. Le développement des embryons est soit bloqué
(Foroughi-Wehr & Friedt., 1984) soit donne des plantes albinos (Zhu., Wang, & Sun.,
1979) et peut aboutir & la formation d’'un faible taux de plantes chlorophyllienne
(Hadwiger., Heberle-Bors, 1986 ; Hadwiger., Sarrafi., Alibert., 1993).

L’androgenese présente ainsi des limitations insolubles rendant cette technique
inapplicable a la sélection et ni le changement de milieu ni la variation de plusieurs

facteurs physiologiques et d’environnement n’ont permis de réduire le taux d’albinisme.

Pour surmonter cet handicap, diverses méthodes d’haplodiploidisation ont
été expérimentées, la culture d’antheéres provenant de plantes issus de croisement
interspécifique (blé tendre x blé dur), des croisements intergénériques (blé dur x

Hordrum bulbosum, blé dur x malis).

Ce dernier croisement a permis dobtenir des plantes haploides
chlorophylliennes chez le blé dur, qui se développent normalement a partir d’'embryons
parfaitement formés. Cependant I'obtention de plantes d’'un taux élevé d’embryons
indifférenciés lors des croisements intergénériques reste un obstacle a lever (Laurie et
Bennett., 1986 ; Kazuhio et Nakajima., 1989 ; O’'Donoughue et Bennet., 1994).

3-2- Culture de microspores isolées :

La technique de culture de microspores ou de jeunes grains de pollen a permis
d’élargir le champ d’action des biotechnologies. En effet, les microspores isolées
constituent un matériel de choix pour les manipulations génétiques permettant
'obtention directe de plantes homozygotes transformées (Jahne et Loérz., 1995 ;
Touraev et al., 1997) la culture de microspores isolées favorise également I'exploitation
de la sélection in vitro et I'’évaluation au niveau cellulaire de la résistance a divers stress

biotiques et abiotiques. Cependant, le blé dur (Triticum turgidum L. var. durum)
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contrairement au blé tendre (Triticum aestivum) est jusqu’ici considéré comme une
espéce récalcitrante a la culture de microspores in vitro (Hadwiger et Heberte-Bors.,
1986). En effet, le rendement en embryons et les taux de régénération de plantes est
faibles et la plus part des plantes régénérées étaient albinos. Récemment chez Triticum
turgidum var. durum des résultats encourageants ont été obtenus en culture de

microspores isolées in vitro par Picard et al (1998).

4- Création variétale par voie moléculaire .

4-1- Marquage moléculaire :

Le développement des marqueurs moléculaires durant les dernieres années offre
la possibilité d’établir de nouvelles approches pour améliorer les stratégies de sélection.
Les marqueurs moléculaires deviennent un outil essentiel dans les programmes de
sélection du blé dur (Triticum durum) et tendre (Triticum aestivum). En effet, I'apparition
des marqueurs moléculaires a permis I'élaboration de méthodologie pour localiser les
génes chez les blés, ceci devrait aboutir & I'établissement de cartes de marqueurs
moléculaires qui doivent permettre de localiser les locis contr6lant la qualité du grain
ainsi que la tolérance aux principaux stress abiotiques ce qui devrait améliorer

I'efficacité de sélection de cette céréale.

Les marqueurs moléculaires les plus utilisés sont les microsatellites. Plusieurs
travaux ont abouti a une carte de marqueurs moléculaires de blé dur, ainsi que
I'établissement d’'une banque BAC, cette banque pourra constituer un précieux outil
pour identifier les génes importants. La pression de sélection exercée par les variétés a
résistance monogénique favorise le développement de nouveaux biotypes, ce qui
nécessite la recherche continue et rapide de nouvelles sources de résistance. Cette
recherche a été largement facilitée par I'avénement des techniques de marquage
moléculaire. Dans cette voie, plusieurs génes de résistance aux insectes et aux
maladies ont été localisés dans le génome du blé tendre par I'établissement de liaisons
entre ces derniers et des marqueurs moléculaires sur les différentes cartes génétiques
(Gupta et al., 1999 ; Yencho et al., 2000 ; Langridge et al., 2001).
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4-2- Utilisation de la mutagenése :

Cette méthode de création variétale combinant les techniques de cultures in
vitro aux traitements physiques (irradiation au cobalt 60) ou chimiques (traitement au
méthane, sulfonate d’éthyle...etc.) afin de provoquer des mutations est considérée
comme une technique rapide et efficace pour I'obtention de nouveaux cultivars. Plus de
2000 variétés ont été crées a partir de mutations naturelles ou induites. Ces mutation
peuvent étre induites par : Radiations ionisantes, mutagenese chimique ou variation
somaclonale. L'utilisation de traitements mutagénes sur le blé se propose pour arriver
a I'obtention de variant alliant les caractéres désirés dont la tolérance au stress biotique

et abiotique.

Cependant, les principales limites de cette méthode résident dans le fait que les
résultats obtenus sont aléatoires. lls permettent néanmoins I'acquisition de caractéres

nouveaux susceptibles d’apporter une amélioration ponctuelle d’un cultivar.

Cyanamid Crop Protection (maintenant BASF Canada) a mis au point une variété
de blé qui résiste aux herbicides a l'imidazolinone par mutagenese chimique produite
au moyen d’azoture de sodium. Le Ministere a effectué une évaluation détaillée de ce
blé conformément & ses Lignes directrices relatives a I'évaluation de I'innocuité des
aliments nouveaux. Ces lignes directrices sont fondées sur des principes internationaux
d’évaluation de linnocuité des aliments qui ont des caractéristiques nouvelles
(Anonyme., 2001).

4-3- Transgenese :

La transformation génétique du blé est une technique relativement nouvelle pour
I'insertion de genes spécifiques dans le génome. Bien que de nombreux types de blé
transgéniques soient en développement a I'heure actuelle, c’est le blé tolérant aux
glycophosate de monsantre (appelé blé de printemps = Roundup Ready = RR) qui est

vraisemblablement le premier a étre commercialisé.

Néanmoins, les producteurs de ce blé génétiquement modifié (Les Etats — Unis et
le Canada) perdront des ventes parce que sur le plan international, plusieurs Etats se
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sont déclarés opposer a I'importation de ce blé dont I'Algérie I'Union européenne, le
Japon, I'Indonésie, la Malaisie, 'Egypte et I'’Arabie Saoudite.

Etant donné les perturbations économiques et écologiques qui pourraient résulter
de I'introduction de blé transgénique dans un programme d’amélioration du blé, il serait

inutile et dangereux de I'approuver et de le commercialiser.

4-4- Fusions de protoplastes :

Maintenus sur un milieu appropri€, ces protoplastes peuvent régénérer leur paroi
et se diviser pour donner naissance a un cal puis a une plante entiere.
L'absence de paroi permet d'induire des fusions entre protoplastes appartenant a des
especes différentes sexuellement incompatibles grace a des traitements favorisant les
fusions. Cette hybridation somatique n'est pas sujette aux problémes d'incompatibilité

qui limitent souvent les croisements traditionnels.

La possibilité d'induire la fusion de protoplastes d'especes éloignées, porte la
création de nouvelles variétés par les techniques de la culture in vitro aux limites de
I'imagination. Citons I'exemple de la tomate et de la pomme de terre sur lesquelles la
technique est facilement réalisable. Malheureusement cette techniqgue ne marche pas
sur le blé, et en générale sur les céréales et les légumineuses car elle se heurte a
d'importants problemes de régénération (Yang., He., Scott., 1993) et de stérilité chez

les quelques plantes régénérées.

4-5- Embryogenéese somatique :

La culture in vitro des tissus végétaux a été a l'origine de nouvelles formes
d’embryogenése. Aux embryons zygotiques observés in situ dans les graines, se sont
ajoutés les embryons somatiques (Reinert, 1958., Steward., 1958) puis les embryons
androgénétiques (Guha et Maheshwari., 1964., Nitsh., 1969) et les embryons
gynogéniques (San Naeum., 1976). Ces structures naturelles ou néoformées
expérimentalement, ont en commun une évolution qui passe par des stades

morphogénétiques précis, pour aboutir a la constitution d’'un nouveau sporophyte.
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L’embryogenése somatique est un processus par lequel les cellules du
sporophyte donnent naissance, sans fusion gamétique, a des embryons qui passent par

des stades embryologiques caractéristiques.

L'embryogenese somatique présente plusieurs avantages par rapport a la

micropropagation conventionnelle :

§ Les embryons somatiques peuvent étre induits a partir de cellules cultivées en
suspension, ce qui rend possible une production en fermenteur et réduit

considérablement le colt de production.

§ Les taux de multiplication sont généralement importants et chez certaines
especes, les embryons peuvent étre encapsulés et traités comme des graines

artificielles.

§ Des plantes completes sont obtenues directement suite au processus de
germination. Les manipulations sont donc simplifiees par rapport a la
micropropagation traditionnelle qui nécessite plusieurs milieux différents pour le
développement des tiges et des racines et I'obtention de plantules complétes.

Cependant, plusieurs difficultés subsistent en embryogenese somatique :
§ L'induction du potentiel embryogene et la régénération restent souvent difficiles.

§ Les cultures de cals, et plus encore les cultures de cellules isolées, sont propices
a l'apparition de mutations géniques pouvant étre responsable d'une variabilité
des plantes issues de la culture. Toutefois, dés que cette variabilité sera
maitrisée, I'embryogenése somatique permettra de produire des quantités tres
élevées de plantes a faible colt. Certaines espéces, telles que le palmier dattier
ou certains coniferes font déja I'objet d'une production industrielle par

embryogenése somatique.

4-5-1- Les premiers travaux :

Il est généralement admis que I'embryogenése expérimentale a été observée

sur la carotte pour la premiére fois par Reinert (1958) puis par Steward (1958), mais
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les photographies ou les dessins que nous ont laissé des auteurs plus anciens,
montrent a I'évidence qu’ils avaient déja obtenus trés certainement des embryons en
culture, mais qu’ils ne les avaient pas reconnus comme tels les confondant avec de

simple bourgeons.

Steward a attribué beaucoup d’'importance au lait de coco dans la stimulation de
'embryogenese. Cependant, Wetherell et Halperine (1963), choisissant comme
matériel d’expérience la carotte sauvage, qui donnent des embryons mieux formés
gue ceux provenant de la carotte domestique, estiment que le lait de coco n’est pas
indispensable au déclenchement de I'embryogenése alors que I'ion ammonium par

contre joue un role essentiel.

Cependant une embryogenése somatique n’'a été mise en évidence que depuis
les années 80, de maniére incontestable dans plusieurs cultures de céréales
(Wernicke., Brettell., 1980 ; Vasil V., Vasil I.K., 1981 ; Vasil et al., 1985). Le nombre
d’espéce chez lesquelles I'embryogenése somatique a é€té décrite ne cesse
d’augmenter, atteignant 130 (Thorpe., 1988). Cependant la culture des tissus des
dicotylédones est plus simple comparé aux monocotylédones (Reinert et Bajaj., 1977).

L’embryogenése somatique a été décrite chez le blé (Bustamante., 1999 ;
Baochun et al., 2003) I'orge (Zdenko Regel., 1987) le mais (Novak et al., 1983) le riz
(Rueb et al., 1993)et avec lesquels des embryoides ou des embryons somatiques ont
été observés, mais si la voie de 'embryogenése a paru moins évidente dans ces cas,
c'est probablement a la suite des difficultés rencontrées lors de la régénération.
Certains auteurs reportent le processus de germination a I'organogenese (Fernandez et
al., 1999).

Cependant, chez d’autres espéces telle que la patate douce, carotte, céleri,
luzerne et la vigne, I'embryogenése somatique constitue la voie la plus efficace
concernant la régénération chez ces plantes. En effet, la technique permet d’obtenir un
taux élevé et inégalable de multiplication. En plus, le processus de I'embryogenése
aboutit a la production de structures bipolaires, c’est-a-dire comprenant un axe apical et
racinaire. (Sihachakr et al., 1994).
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4-5-2- Induction de I’embryogenése somatique :

Il est indispensable que I'explant soit, dans un premier temps placé dans un
milieu primaire contenant de l'auxine ou les cellules subissent un processus de
différenciation. Durant cette période, les cellules se multiplient pour former des amas
globulaires ou amas proembyogéne (PEM). Les cellules constituées de ces amas sont
caractérisées par un cytoplasme dense et une taille réduite. Aprés cette période
d’initiation embryonnaire, le transfert dans un milieu secondaire sans auxine permettra

le développement des embryons somatiques.

Ces structures sont hautement organisées et consistent soit en primordia
racinaires soit en tissus méristématiques capables de régénérer des pousses feuillées
et des racines (Cure et Mott, 1978 ; Wernicke et al., 1982) .

4-5-3- Modeles de ’embryogenése somatique :

L’hypothese émise par Sharp et al (1980) stipule qu’il y a deux modéles pour
'embryogenese :

4-5-3-1- Embryogenese directe :

Dans ce cas, I'embryon apparait directement sur I'explant mis en culture. Ces
embryons sont issus de cellules déja prédéterminées. Elles sont appelées : « PEDC » :

Pre-Embryonic Determined Cells.

L’environnement in vitro sert uniguement a déclencher le processus de divisions
organisées menant a I'embryogenese.

L’embryon peut se former au sein d’'une masse qui peut étre assimilée aun
cal. Cependant, sur le plan histologique cette masse est formée presque entierement
de proembryons. Ce cas est généralement considéré comme faisant partie de
'embryogenese directe. La masse résulte de la multiplication des cellules PEDC et
donc de leur clonage (PEDC cloning).
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4-5-3-2- Embryogenese indirecte :

~

Dans ce cas, une phase intermédiaire de callogenese est nécessaire a
'embryogenese. La culture in vitro conduit & la reprise de la mitose mais aussi a la
détermination de certaines cellules dites « IEDC » :Induced Embryonic Determined
Cells.

4-5-4- Culture d’embryon somatique :

Un apport important de la technique des cultures in vitro a la biologie, a montré
qgue des cellules somatiques pouvaient produire des structures comparables a des
embryons, méritant I'appellation d’embryons somatiques ou d’embroides.

Leur culture qui nécessite des besoins nutritifs plus complexes a permis d’avoir
des connaissances plus précises sur le role de I'endosperme durant les premiers
stades de I'embryogenése. Ceci a servi en particulier a la détermination des relations
métaboliques et des substances qui se forment dans I'endosperme.

Au début, les chercheurs cultivaient des embryons partiellement développés
dans un milieu enrichi en acide aminé et en vitamines. Mais la culture d’embryons plus
petits (cordiforme) n'a été réussie qu’avec l'usage du lait de coco contenant d’autres

substances inconnues a I'époque.

La culture d’embryons somatiques peut se réaliser aussi bien en milieu gélosé
gu’en milieu liquide. Ce dernier possede l'avantage de permettre une meilleure
observation des embryons.

Les embryons somatiques présentent certains avantages pour la multiplication
des plantes. lls proviennent en principe d’'une seule cellule et ils devraient donner des
plantes génétiguement uniforme, 'embryogenese somatique apparait donc comme une

alternative intéressante pour la propagation des plantes.
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4-5-5- Evaluation de la différentiation embryonnaire :

Si I'on suit le développement d’un embryon de capselle depuis le début de sa
formation jusqu’au stade adulte, qui correspond a la possibilité de germer, on s’apercoit
gue sa morphologie et son développement s’effectue selon une séquence de stades
définis : le stade globulaire, le stade cordiforme (cceur), le stade torpille, et le stade

cotylédonaire (fer a cheval) (Fig : I-1).
Les stades successifs du développement embryonnaire ont été définis par

Rijiven (1952) puis par Ragavan et Torrey (1963) ces stades sont indiqués sur le

tableau : I-1.
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Tableau : I-1 : Evolution morphologique d'un embryon (Rijiven., 1952 ; Ragavan ;
Torrey., 1963).

Longueur (um) Type

20-60 Globulaire jeune
60-80 Globulaire agé
80-150 Cordiforme jeune
150-250 Cordiforme agé
250-450 Pince

450-700 Torpille
700-1000 Canne
1000-1700 Fer a cheval
>1700 Embryon mir

4-5-6- Maturation et conservation des embryons somatiques :

L’évolution des embryons somatiques en plantes semble poser de sérieux
problemes. Ces difficultés sont signalées dans de nombreux articles. En effet malgré
'abondance des embryons au stade globulaire et cordiforme rare sont ceux qui
atteignent les stades supérieurs.

Les populations d’embryons ne sont pas uniformes, les embryons somatiques
peuvent étre transformés en semences artificielles. lls sont enrobés par un gel composé
d’alginates avec les éléments nutritifs nécessaires a la germination de I'embryon.
L’ensemble est protégé de dessiccation par un film de résine soluble dans l'eau
(polyox) (Kitto et Janick., 1985).

La durée de conservation est actuellement faible mais pourrait s’allonger par
linduction de la dormance. Actuellement les graines artificielles ne peuvent étre
conservées, a I'état humide et au froid, qu’'une huitaine de jours. Il reste donc de

nombreux problémes a résoudre.

21



4-6- Culture d’embryons :

L’embryons lui-méme est le résultat du développement qui a suivi la formation du
zygote issu de la fusion des deux gametes parentaux. Le patrimoine héréditaire de
'embryon est la réunion des facteurs géniques apportés par chacun des deux gamétes

parentaux.

Par ailleurs, avec la découverte des hormones de croissance et le
développement des techniques de morphogenese in vitro, I'environnement naturel de
'embryon est bien connu mais devient de plus en plus complexe a cause des
interactions des substances chimiques et de leurs interventions sur le développement

de I'embryon et la morphogenese en général.

4-6-1- Historique de la culture d’embryons :

L’évolution de la technique de culture d’embryons dans le temps et différente de
celle de la culture des tissus végétaux, elle la précede beaucoup. Le tableau: I-2
montre les grandes dates de découvertes et d’applications de la culture d’embryons in

Vitro.
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Tableau : I-2:
(Monnier., 1995).

Les grandes étapes historiques de

Chercheurs et
Années

Découvertes et applications

Charles Bonnet
1754

Culture d’embryons mdrs de la feve sur milieu artificiel.

Hanning 1904

Culture d’embryons prématurés des Cruciferes sur un simple
milieu

Brown 1906

Découverte de I'effet stimulant de la glutamine.

Laibach 1925

Sauvetage d’embryons issu d’un croisement interspécifique in
Vitro.

Kogl et al 1934

Découverte de l'auxine AIA (Acide Indole Acétique).

Li 1934

Addition de l'extrait de l'albumen du Ginkgo au milieu de
culture d’embryons.

Tukey 1934 Culture d’embryons prématurés des arbres fruitiers a
maturation précoce.

Raghavan & | Développement des plantes issues des embryons de 60 um

Torrey 1936 de taille sur un milieu artificiel.

La Rue 1936- | Culture dembryons a germination précoce pour les

1938 monocotylédones.

Nobécourt & | Utilisation pour la premiére fois de I’AlA dans la culture in vitro

Gantheret 1937 | des embryons

Van Overbeek | Addition de lait de coco au milieu de culture d’embryon

etal 1941 Datura.

Randolph 1945

Réduction du cycle de développement de I'lris par la rupture
de dormance.

Rijiven 1952

Effet de la pression osmotique sur le développement
d’embryons in vitro et I'effet stimulant de la glutamine.

Norstog & Smith
1963

Addition de I'acide malique au milieu de culture des embryons
d’orge.

Norstog 1965

Développement des plantes issues des embryons de 60 um
de taille sur un milieu artificiel.

Monnier 1970

La toxicité de la forte concentration des sels minéraux sur le
développement des embryons.

Monnier 1971

Développement des plantes issues des embryons de 50um
des tailles sur un milieu artificiel.

Monnier 1973

Développement d’'une nouvelle solution
stimule la croissance des embryons.

moins toxique et

Monnier 1976

Différents changements en exigences nutritionnelles pour la
maturation des embryons précoces.

Rhagavan 1973

Effet des composés azotés sur la culture d’embryons.

Norstog &
Monnier 1986

La dépendance de la différenciation des embryons a sa durée
passée dans l'ovule.
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4-6-2- Culture d’embryon mature et immature :

L'obtention in vitro de cultures de tissus de monocotylédones est signalée moins
fréquemment dans la littérature que celle de tissus de dicotylédones (Gautheret., 1959).
Citons ceux de (Shimada., 1978 ; Schaeffer et al., 1979) sur le blé ceux de Green
(1982) sur le mais

La technique de culture d’embryon s’est beaucoup améliorée ces derniéres
années. Un des critéres qui permet d’apprécier cette évolution est la taille minimale de
'embryon qu’il est possible de cultiver. Hanning (1904) cultivait des embryons de 2
millimétres de long sur un milieu relativement simple, 'amélioration des conditions de

culture a permis a La rue (1938) de cultiver avec succes des embryons de 500um.

En 1941, Van Overbeek et al, ajoutérent du lait de coco au milieu et obtinrent
des plantules a partir d’embryons de 15um. Raghavan et torrey., (1963) ont signalé
le début de développement d’embryons de 60um.

Dans différents laboratoires d’amélioration des plantes de I'INRA la culture
d’embryons immatures a permis d’obtenir des plantes hybrides dont certains sont
inédits :

L’orge (Hordum vulgare) une espéce voisine du blé (Triticum timopheevin)
Les radis (Raphanus sativus )
Le chou (Brassica oleracea )

w w W W

Le tournesol (Helianthus annus).

4-6-3- Appréciation de la valeur de latechnique de la culture d’embryon :

1- Les croisements entre des plantes dont les caracteres sont éloignés sont
généralement infructueux a cause de l'impossibilité pour 'embryon de se
développer sur la plante mére, cette inaptitude du zygote a produire
un embryon viable est due a des phénomenes d’incompatibilité entre

I'embryon et I'albumen, ce dernier est alors incapable d’assurer une nutrition

24



convenable a I'embryon et finalement il n’y a formation que de rares graines
dont beaucoup avortent. La culture d’embryons permet de surmonter cette

incompatibilité par sauvetage d’embryons.

2- L’observation de la morphogenése d’'un embryon va permettre d’analyser

celle-ci plus communément que la fastidieuse méthode des coupes.

3- Grace a I'emploi de milieux nutritifs appropriés il est possible de modifier a
volonté le mode de développement et connaitre les facteurs déterminants de
'embryogenese ainsi que d’expliquer quelques problemes fondamentaux in

situ, tels que la nutrition de I'embryon dans 'ovule.

4- Un gain de temps, une réduction de la durée entre deux générations, on
peut ainsi cultiver plusieurs génération par ans et accélérer les procédures

classiques de la sélection.

5- La culture in vitro d’'embryons permet de réduire fortement la dormance des
graines fraichement récoltées, les causes de la dormance se trouvent soit
dans I'embryon lui-méme, c’est a dire au niveau de I'expression génotypique
des cellules, soit par des inhibitions se trouvant dans I'environnement naturel

de I'embryon au sein de la graine.

6- Obtention de variants qui augmentent la variabilité génétique chez les
especes (Nozeran et Bancilohon., 1972).

4-6-4-Origine de la mortalité des embryons :

Les jeunes embryons, particulierement fragiles, ont une survie qui varie
beaucoup suivant la nature du milieu de culture. En dépit de I'amélioration des
conditions de culture par un meilleur équilibre des concentrations ioniques, la mortalité
des trés jeunes embryons demeures trés importante. Il apparait que I'effet nuisible de la

solution minérale ne peut étre complétement supprimé.
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Quand nous examinons un embryon de type cordiforme a la fin de la culture
nous observons généralement, a sa base, une tache brune, cette tache se reconnait
bien sur les embryons apres coloration histologique car elle est tres chromophyle. La
tdche brune est composée d'un certain nombre de cellules dont le protoplasme
contracté révele gu’elles sont mortes, apres, pour quelques une d’entre elles, avoir
considérablement augmenté leur paroi (Thomas et Monnier., 1976). Il s’agit d’'une
réaction de la partie blessée de I'embryon aprés coupure du suspenseur. Le milieu
pénétre dans I'embryon a travers la bréche ouverte, sans contrble, et lese laire
hypophysaire seule les cellules se trouvant en position éloignée de cette région peuvent
grandir et, si 'embryon est trés petit, formé d’un petit nombre de cellules, aucune de
celles-ci ne restent vivantes. De nombreuses observations viennent appuyer cette

hypothése.

C’est ainsi que si I'on met en culture pendant des temps variés 2, 8, 16 heures
des embryons munis de leurs suspenseurs, on peut mettre en évidence la progression
de la nécrose depuis la partie basale du suspenseur vers I'embryon en utilisant le bleu
d’Evan (Monnier., 1984) ce colorant a la propriété de pénétrer dans les cellules et d’en
colorer les protéines (Gaff et Okog,o0-Ogola., 1971) Fig :I-2.

Figure : 1-2 : embryons schématisés aprées 6, 8 et 16 heures de culture Monnier (1984).
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D’autre hypothése ont été formulées par Monnier (1995) pour expliquer la
mortalité des embryons de petites tailles :

-L’albumen approvisionne I'embryon avec des substances spéciales, lesquelles
sont manquantes dans le milieu dans ce cas, le sauvetage des trés petits embryons

exige des améliorations du milieu qui doivent encore étre trouvees.

-L’explication est basée sur l'effet protecteur de la masse de tissus qui
représente I'ovaire. Donc, la culture d’ovaires est probablement un ajustement du milieu
au besoin de I'embryon par I'albumen, au moins au début de la culture, parce qu'’il

dégénere au cours du temps.

4-6-5- Croissance et survie des embryons :

Généralement, lorsque des embryons de différentes longueurs sont excisés et
déposés sur un milieu nutritif, on peut constater que la survie des embryons augmente
avec leur taille. En effet, lorsqu’'un embryon est plus de 200um, il n’est pas influencé par
les conditions de culture (Monnier., 1995).

Les embryons doivent disposer d’'une source de sucre et généralement, le
saccharose s’est révélé étre la meilleure source énergétique. De nombreux auteurs ont
montré que la concentration de saccharose doit étre plus élevée que la concentration
gue I'on emploie ordinairement dans les milieux utilisés pour la culture des tissus. C’est
ainsi que Rietsema., Satina et Blakelee (1953) ont montré que la survie varie de fagon

importante avec la concentration en saccharose.
D’autre part, Hannig signala des 1904 que I'asparagine était un acide aminé tres
efficace pour exalter la croissance embryonnaire. Cependant, Paris et al (1953)

montrérent que la glutamine est supérieure a I'asparagine.

Toujours dans le but de stimuler la croissance des embryons en culture, de

nombreux auteurs ont ajouté au milieu de culture des extraits de plantes. Cette idée
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vient principalement a I'esprit quand on sait que I'embryon croit a I'intérieur de la graine
par assimilation de I'endosperme. Li (1934) ajouta au milieu de culture un extrait de
I'endosperme qui stimula considérablement le développement des embryons en culture.

Les effets du lait de coco sur les embryons de Datura ont souvent été reportés.

D’autre part Veen (1963) et Raghavan et Torrey (1964) ont montré que les
cytokinines et les auxines sont susceptibles d’augmenter la survie des embryons en
culture.

Il est observé que le taux de survie des embryons cultivés in ovulo est toujours
plus supérieure que celui des embryons isolés, bien qu'il ne soit pas possible de cultiver
des embryons isolés de 25um, ces embryons survivent toujours dans des ovules
cultivés in vitro. Dans ce cas le taux de survie arrive a 40% (Monnier., 1984).

4-7- Callogeneése :

En culture in vitro, le cal est le tissu de néoformation produit par I'explant initial

ou apres des repiquages successifs (Margara., 1989).

4-7-1- Principaux facteurs contrélant la callogenese :

4-7-1-1- Explant initial :

L’aptitude a la callogenése peut varier suivant plusieurs facteurs dont I'explant

gue I'on met en culture et ainsi qu’a I'espéce a laquelle dérive I'explant.

L’induction de la callogenese est effectuée in vitro a partir de divers explants de
blé : caryopses (Gosch-Wackerle., Avivi &Galuns., 1979); scutellum (Bommineni,
Jauhar., 1996) ; mesocotyles (Yurkova et al., 1981 ; Yurkova., etal ., 1982);
Inflorescence (Chu., Wang & Sang., 1987 ; Gosch-Wackerle., Avivi & Galuns., 1979 ;
Maddok et al., 1983) ;feuilles (Ahuja., Pental & Cocking., 1982), protoplsates (Yang., He
et Scott., 1993). Toutefois, les embryons zygotiques excisés demeurent les explants les

plus utilisés, ils constituent une bonne source d’explant chez les monocotylédones et
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chez un grand nombre de dicotylédones. Nombreux sont les auteurs ayant travaillés sur
les embryons matures de blé (Mohamand & Nabors., 1991 ; Mendoza., Kaeppler.,
2002). Cependant divers auteurs estiment que les embryons immatures excisés
présentent des capacités remarquable pour la régénération (Yurkova et al., 1981 ;
Ozias-Akins and Vasil., 1982 ; Maddock et al., 1983 ; Machii et al., 1998)

4-7-1-2- Milieu de culture :

Le choix du milieu de culture est arbitraire dans la culture in vitro. Selon Monnier
(1995) la croissance et la survie des embryons sont considérablement affectés par la

composition minérale du milieu.

Le processus de croissance - développement des plantes est en grande partie

étroitement liée a la composition du milieu de production.

La plus part des auteurs commencent par essayer le milieu MS (Murashige et
Skooge., 1962) il est généralement le plus utilisé lorsqu’il s’agit d’organogenese,
d’embryogenése et de callogenese, il est caractérisé par sa composition en éléments
minéraux nécessaires aux différentes activités du métabolisme cellulaire (Kirkby et

Mengel., 1979) le fer constitue un élément essentiel pour la croissance.

Les milieux liquides sont employés essentiellement pour les cultures de cellules
et des protoplastes, tres peu pour les explants de tailles supérieures. Le probleme
rencontré est I'oxygénation du milieu, c’est pourquoi les cultures en milieu liquide sont

souvent en agitation (agitateurs rotatifs) ou sur du papier filtre imbibé Heller (1953).
4-7-1-3- Reégulateurs de croissances :

lls constituent la classe la plus importante pour l'induction de cals. En effet,
I'initiation des cultures n’est possible que si le milieu contient des concentrations

relativement importante d’auxine (>10° M). L'auxine synthétique la plus efficace est

probablement le 2.4-D, cependant d’autres auxines ont été utilisées comme I'ANA, le
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dicamba, le 2, 4,5 -T et le picloram (Udvardy.et al., 1976 ; Collins., Vian and Phillips.,
1978).

Généralement, si I'on cultive des fragments d’organes dans un milieu contenant
une auxine on peut observer cing actions, suivants la stimulation de la multiplication
cellulaire : callogenése, rhizogenése, inhibition des bourgeons, stimulation ou freinage

de la croissance des feuilles, transformation hyper hydrique.

Les cytokinines, dont I'existence dans la plus part des végétaux a été mise en
évidence (Skoog et al., 1966) sont utilisés maintenant couramment pour les cultures
des tissus, elles ont cependant, montrées des cas d’inhibition.

Bien que les auxines et les cytokinines soient souvent considérées comme
antagonistes, leur utilisation simultanée a parfois un effet synergique sur certains
processus physiologiques. Skoog et Millier (1957) ont montré qu'une prédominance

d’auxines favorise le développement racinaire.

4-7-2-Facteurs de I’environnement :

4-7-2-1- Lumiere ;

La lumiere peut stimuler la prolifération et la croissance des cals, cette derniere
pourrait aussi contribuer a la formation des cals (Briggs., 1964), de fagon générale le
début de croissance nécessite une faible intensité lumineuse (500 a 1000
lux) avec 12 a 16 heures de photopériodes. Pour les tissus cultivés a l'obscurité, la
photosynthese n’est pas une activité nécessaire, puisque I'énergie est fournit sous la
forme de glucides.

4-7-2-2- Température :

La température des salles de culture est habituellement réglée de facon
constante a 22 + 25 C°. Cependant, la température réelle des tissus a l'intérieur des
récipients de culture peut étre supérieure de 2 a 4 C°, c’est pourquoi il est préférable de
régler la température de la salle a 2 C° au-dessous de celle que I'on désir, pour
favoriser la callogenése la plupart des auteurs utilisent des températures de 22 + 25 C°.

30



4-8- Etude de la variation somaclonale :

Le terme variation somaclonale a été introduit par Larkin et Scowcrof,

(1981) qui désigne la variation génétique découverte chez les somaclones.

Alors que la micropropagation produit généralement des plantes d’'une grande
uniformité génétique, un taux élevé de variation peut étre induit en culture in vitro

lorsque les cultures sont réalisées en conditions particuliéres Sibi (1974).

Gautheret (1955) a décrit en détail des observations sur des souches de cals de
carotte, cultivées dans son laboratoire depuis plusieurs années, qui étaient devenues

brutalement « habituées a I'auxine ».

Chautuverdi et Mitra (1975) a observé chez Citrus grandis que certains cals
formant habituellement des tiges, devenaient capables de former des embryons
somatiques. Selon Zheng et al (1989) des variations soudaines de caracteres comme
la pigmentation la vitesse de croissance, la friabilité des cals, le taux de production
d’alcaloides ont également été décrites chez plusieurs espéces comme l'ognon, le

tabac, la tomate, la canne a sucre, le cotonnier, les fenouils et la laitue et d’autres.

La variation somaclonale, induite par une culture plus ou moins longue des
cellules en conditions artificielles, est bien connue chez les plantes Skirvin et al (1994)
une partie de cette variation est due a des mutations de génes. Ces mutations ne
different pas essentiellement de celles qui apparaissent spontanément ou sont induites
par des traitements mutagénes. Pour autant que la régénération des plantes a partir
des cultures soit efficace, la variation somaclonale est une source de diversité
complémentaire, parfois utilisable en sélection, en raison du grand nombre de cellules

susceptibles d’étre atteintes.

Les résultats de nombreux travaux ont montré que les techniques de culture in
vitro sont les plus adéquates pour la sélection de variants sans apport étranger. Les
variants sélectionnés a ce jour pour la tolérance au stress hydrique chez le blé ont été
obtenus par des méthodes de sélection fondées sur la mise en ceuvre d’une pression

sélective ; le PEG a été utilisé en de nombreuses investigations comme agent sélectif
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(Janes., 1966 ; Milache., 1970). McClendon & Blinks (1952) utilisaient le poly
éthylene glycol bien avant 1952, pour créer un stress osmotique. Le PEG a aussi été
utilisé dans plusieurs autres investigations (Michel., 1970 ; Kaufmann & Eckard., 1971 ;
Ruf et al., 1967) afin de créer le stress hydriqgue chez plusieurs especes. Le méme
principe est appliqué pour la sélection de plantes tolérantes a la salinité on cite les
travaux de Piri et al (1994) effectués sur des plantes androgénétiques de blé tendre.
Chez le riz par exemple, des taux importants de variants somaclonaux ont été obtenus

in vitro pour la tolérance au stress abiotique (Bertin et Bouharmont., 1997).

La variation somaclonale a amené a de nouveaux caractéeres intéressants telle la
résistance au stress biotique, la résistance aux maladies, la précocité de floraison,
accroissement de vigueur, couleur et forme des fleurs. Ainsi que de corriger les défauts
des variétés déja existantes, en introduisant ces nouveaux caractéres. Des génotypes
résistants a certains virus, ont été obtenus chez la tomate et la pomme de terre (Evans.,
1989). Des plantes de canne a sucre présentant un taux de sucre plus important
ont été isolées.

4-8-1-Type de variation somaclonale :

Selon Evans et al (1984) il existe deux types de variations somaclonales :

Variation héritable : Ce type de variation est stable a travers le cycle sexuel ou

renouvelée a travers une propagation asexuée.

Variation épigénique : Elle peut étre instable méme quand elle est propagée

asexuellement.

La variation somaclonale bien qu’elle constitue un inconvénient quand on
cherche la production conforme peut étre une source trés utile pour I'amélioration des
plantes (Wang et al., 1994). Le tableau : I-3: illustre les niveaux relatifs acceptés de

variation somaclonale dans la culture in vitro.
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Tableau I-3 : Niveaux relatifs généralement acceptés de variation somaclonale dans la

culture in vitro de matériel végétale (Wang et al., 1994).

Méthode de culture de tissus Niveau relatif de variation

§ Méristémes (apicaux +axiliaires) BAS

§ Masses embryogéniques
-embryons somatiques
-embryons gamétogéniques

§ Calinorganisé
-bourgeons adventifs

8 Suspensions cellulaires

§ Protoplastes ELEVE

4-8-2- Caracteres affectés par la variation somaclonale :

Les caracteres affectés concernent les caractéres morphologiques,
physiologiques, phytopathologiques (Chaugardieff., 1985 ; Kumar., 1994).

Les premiéres expériences incluant des pressions sélectives, effectuées par
Carlson (1975) chez le tabac, ont donné des résultats positifs mais a cette époque

ces expériences difficiles a interpréter furent controversées.

Selon Meulmans (1984) la variation somaclonale touche le plus souvent les
caracteres monogéniques, parfois les caractéres polygéniques. D’autres auteurs
astiment que les variations somaclonales peuvent étre les résultats soit de la culture

de cals, soit de la culture de cellules ou de protoplastes.
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4-8-3- Avantages et inconvénients de la variation somaclonale :

La variation somaclonale permet I'élargissement de la variabilité génétique qui
constitue la base de tout programme d’amélioration des plantes pour la création
variétale. A cela s’ajoute le fait qu’elle permet de corriger les défauts des variétés déja
existantes, en introduisant de nouveaux caractéres (Ducreux et Rossignol.,
1986). Selon Kumar  (1994) elle fournie d’excellentes opportunités pour les

changements génétiques au sein d’'une plante.

En effet, depuis la sélection in vitro, tous les types de caractéristiques ont de plus
en plus été tentées, et de nombreux auteurs les ont signalées. Par exemple, la
résistance aux maladies (Crocomo., Ochoa-Alejo., 1983 ; Sacristan., 1986), aux
herbicides (Chaleff., 1986 ; Huges., 1983), aux sels minéraux (Borst., Greaves., 1987),
et au froid (Chen et Gusta., 1986), aux traumatismes (Tal., 1983).

Toutes ces recherches sont trés stimulantes pour 'amélioration des plantes dans
la mesure ou ces nouvelles potentialités avantageuses sont maintenues dans la plante

régénéree.

Cependant, la variation somaclonale présente un certain nombre d’inconvénients
liés essentiellement a sa nature incontrdlable et imprévisible, a sa dépendance des

cultivars et a la faible fréquence des changements désirables et

héritables par rapport a la fréquence totale des variants obtenus.



Matériels et méthodes
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1- Matériel végétal :

Nous avons utilisés au cours de notre expérimentation trois variétés de blé dur
(Triticum durum): Oued Zenati, Djenah khetifa et Waha, ainsi que trois variétés de blé

tendre (Triticum aestivum): Ain Abid, Mexipak et Mahon Demis, présentant des origines

variables, afin de tester leurs aptitudes a la callogenése.

Les variétés consistent en une sélection de la station expérimentale ITGC

(Institut Techniqgue des Grandes Cultures), le tableau

ci-dessous résume

principales caractéristiques des variétés. (Tab : II-1).

Tableau : 1I-1 : Caractéristiques principales des variétés de blé tendre.

Variétés Abréviation Origine Caracteres
(Blé tendre)
Mexipak MX Mexique - Modérément tolérante a la
Pakistan. sécheresse, bon rendement,
Sélection 1973 bonne qualité, modérément
(Obtenteur résistante aux maladies
CIMMYT)
Mahon MD lles Baléares. | Tolérante a la sécheresse, trés
Demias Sélection adapté aux hauts plateaux
généalogique bonne qualité, sensible a la
ITGC/ Sidi-Bel- verse, tolérante a la rouille
Abbés. jaune et au charbon.
Ain-Abid AA Introduction en Tolérante a la gelée et a la
1986 sécheresse, résistantes a
(Espagne). plusieurs maladies, tres bon
Culture rendement, trés bonne qualité.
algérienne.
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Tableau : 1I-2 : Caractéristiques principales des variétés de blé dur.

Variétés Abréviation Origine Caracteres
(Blé dur)
Waha WH ICARDA- Moyennement tolérante, bon
Sélection rendement et stable résiste a
ITGC/EI Khroub. différentes maladies, bonne
qualité semouliére,
Oued Zenati | OZ Station de Bonne tolérance,
Guelma 1936.H | variété tardive, bonne qualité
semouliere, sensible a la verse,
tolérante a la septoriose.
Djenah DK Variété Assez tolérante a la
Khetifa population sécheresse
sélectionnée
depuis les
premiers
botanistes.

2- Dispositif expérimental et conduite de I’essai :

2-1- Installation de I’essai :

Les grains matures ont été pré germés en boites de Pétri a I'obscurité et

température ambiante de 25°C.

5 a 6 grains au maximum sont disposés régulierement espacés de maniére a

éviter un chevauchement des racines pouvant aboutir a une cassure au moment du

transfert.

Les plantules ainsi obtenues ont été semées le 02-01-2004 dans des pots en
plastigues de 5 kg environ (30 cm de diametre et 40 cm de profondeur) contenant

un mélange de sable et de sol (2 /3 sol, 1/3 sable).
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60 pots ont été semes, les plantules sont semées a raison de 5 par pot ceci

étant pour les 6 variétés (10 pots / variété)

Les pots sont ensuite placés sous serre sous éclairement naturel. L’arrosage est

effectué régulierement avec I'eau de robinet chaque 2 a 3 jours.

La culture d’embryons immatures interrompe la phase de maturation de la
graine. Les caryopses sont prélevés 14 jours apres I'anthése, vu que la majorité des
travaux effectués donne de bons résultats avec cette date de prélevement.

2-2 Préparation du matériel végétale :

Les précautions exigées pour maintenir I'asepsie des cultures de tissus sont

d’un ordre supérieur car elles sont sans défense (Volcani., Riker et Hildebrandt., 1953).

La difficulté de stérilisation tient de la nécessité absolue de la destruction totale
des micro-organismes par les produits employés sans que les cellules de tissus (qui
sont au moins aussi sensible que les bactéries et au champignons) soient abimés. I
donc respecter un temps de trempage bien précis. Selon Boulay (1993) la durée des
bains varie selon le type de grain et la concentration du désinfectant plus la
concentration en hypochlorite est forte plus le temps de passage dans la solution du

désinfectant doit étre court.

De méme, plus la graine est fragile plus la concentration du désinfectant devra

étre faible et la durée d'immersion courte.

2-3- Désinfection des caryopses matures et immatures :
Les caryopses sont plongés dans de I'éthanol a 70% en agitant fortement afin de

dissoudre les substances cireuses pouvant imprégner leur tégument, ils sont ensuite

débarrassés de I'éthanol par lavage a I'eau distillée stérile.
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Les caryopses égouttés sont immergés dans une solution d'eau de javel
commerciale a 12% diluée 2 fois pendant 20 minutes sous une hotte a flux laminaire, en
agitant fortement, suivi de 5 rincages successifs a I'eau distillée stérile.

Apres avoir subi I'action de I'’hypochlorite, les grains sont transportés au moyen
d’une pince stérile, dans des boites de Pétri stérile contenant du papier filtre imbibé
d’eau distillée stérile.

Les boites sont ensuite placées a I'obscurité et a une température ambiante de
25°C environ, afin de provoquer le gonflement des caryopses.

2-4- Choix du milieu de culture :

Les embryons zygotiques ont été cultivés sur une multitude de milieux comme le
milieu B5 (Gamborg et al., 1968) et LS (Linsmaier et Skoog., 1965) ce dernier est
fréquemment utilisé pour la culture d’embryons matures du mais et du blé, mais le
milieu MS (Murashige et Skoog., 1962) et de loin le plus utilisé lorsqu’il s’agit de
callogenese.

Nous avons ainsi adopté le milieu de Murashige et Skoog (1962) de facon a

assurer la survie et la croissance des embryons matures et immatures.

2-5- Préparation du milieu de culture (Annexe 1):

Il s’agit d’'une étape essentielle, car il est généralement admis que les erreurs
dans la préparation des milieux de culture représentent la source principale de colteux
échecs Street (1977). Les éléments contenus dans notre solution nutritive sont les

suivants :

2-5-1- Sels minéraux :

Composés de macro et de micro éléments : les solutions meéres préparées doivent

étre stockées au froid (2°C) et a I'obscurité, pour une durée limité.
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L’équilibre minéral mis au point par Murashige et Skoog (1962) a été défini a
partir de travaux sur la croissance des cals de tabac cultivés in vitro, il se trouve qu'il

donne de bons résultats pour beaucoup de culture (embryons, méristémes).

2-5-2- Sucres :

Le saccharose constitue en général la meilleure source de carbone et on

I'apporte a la concentration de 20 g/l.

Le passage a l'autoclave provoque une altération des sucres par hydrolyse

mais ceci ne présente pas d’inconvénients sur le plan de la croissance.

2-5-3- Vitamines et acides aminés :

Les vitamines utilisées sont : la Thiamine-HCL, la Pyridoxine-HCL, la Glycine et
I'acide Nicotinique. Il a été démontré par plusieurs chercheurs, que I'emploi de diverses
vitamines dans un milieu de culture favorise le développement des cultures in
vitro Boccon-gibod (1980).

Comme il peut étre long et fastidieux de peser les produits nécessaires a
chaque préparation du milieu, I'utilisation des solutions meres dont les ingrédients sont
incorporés au préalable est recommandée (Jensen., 1977 ; Anonyme., 1999 et Shama.,
1999).

2-5-4- Régulateurs de croissances :

Ces substances sont utilisées a des doses faibles qui varient entre10? mg/l et 10
mg/l, mais sont d’une importance considérable (Norstog., 1961).

Plusieurs régulateurs de croissances sont dégradables par la lumiére en solution
aqueuse comme la KIN, d’autres sont dégradés par la chaleur comme I'AlA, mais
certains sont stables a 120° C tel que 'ANA, le 2.4-D, le BAP et la KIN.

Les régulateurs de croissances ne sont pas solubles dans l'eau, ils sont
préalablement solubilisés dans des solvants appropriés (Tab : 1I-3).
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Tableau : 1I-3 : Les différents types d’hormones de croissance et leurs solvants.

Hormone Solvant approprié
2,4-D 1IN NaOH ou EtOH
AlA 1IN NaOH ou EtOH
AlB 1IN NaOH ou EtOH
BAP 1IN NaOH ou EtOH
KIN 1IN NaOH ou EtOH

2-5-5- Substances gélifiantes:

On utilise de l'agar a 7 mg/l, c’'est une substance extraite des algues marines
appelés agar-agar ou gélose, elle se dissout a 100° C, et donne un gel transparent au-
dessous de 40° C.

Aprés avoir mélanger les différentes quantités requises d’agents actifs pour
chacune des formulations du milieu de culture, le pH sera ajusté a 5,7 avec du NaOH
ou du HCL sous agitation permanente, on ajoute graduellement sur une plaque
chauffante les sucres et I'agar d’'une maniere uniforme a la solution préparée jusqu’a

ébullition ou la plupart des moisissures et des levures seront détruites.

2-6-Conservation du milieu de culture :

Les milieux stérilisés sont généralement conservés a une température qui varie
entre 4°C et 5° C mais ceci n’est pas absolument nécessaire. En revanche, les milieux

contenant les substances de croissance seront conservés de préférence au froid.

Ces milieux seront conservés un mois au plus, car au-dela, il y a un risque de
desséchement.
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2-7- Les différentes hormones utilisées pour I'induction de la callogeneése :

La plupart des travaux relatifs a l'induction des cals embryogenes a partir
d’embryons matures et immatures rapportent I'utilisation du 2,4-D a I'ordre de 2mg/I,
plusieurs auxines comme I'AIA et ’ANA et des cytokinines comme la KIN et |e BAP ont
été également employés.

Afin d’induire la callogenese nous avons utilisé le 2.4-D avec deux
concentrations différentes, on a testé également 'effet de ’AgNO3 sur la concentration
la moins élevée. Seul les meilleurs résultats seront retenus pour la culture d’embryons

immatures des six génotypes de blé (Tab : 1I-3).

L’effet des trois milieux (A, B, C) sur les embryons cultivés in vitro est évalué
jusgu’a la fin de la phase callogéne.

Tableau:ll-4: les différentes combinaisons hormonales additionnées pour I'induction de
la callogenese.

A B C
10mg/l de 2,4-D 2mg/l de 2,4-D 2mg/l de 2.4D+1mg/l
d,AgNO'g,

2-8- Préparation du matériel :

L’asepsie constitue un élément trés important qui conditionne la réussite de la
culture d’embryons, car certaines irrégularités des résultats, concernant notamment leur
survie, semblaient dues a des différences dans les conditions de stérilisation (Monnier.,
1971). Cette importance a suscité la prise en considération d’'un certain nombre de

mesures :
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2-8-1- Stérilisation a pression :

La stérilisation du milieu de culture, est assuré par 'autoclave a une température
de 120°C et une pression de 15 psi pendant 20 minutes. La technique de culture in vitro
exige cette température de stérilisation ou plus pendant 15 a 20 minutes, afin de
s’assurer de la destruction des bactéries endosporulantes.

La présence d’'une seule bactérie dans un tube a culture donnera naissance en

moins d’'une ou deux semaines a une colonie de bactéries visible a I'ceil nu.

La durée de la stérilisation est trés importante et doit varier en fonction du volume

des milieux contenus dans les récipients (Annexe 3) (Torres., 1989).

Dans le cas de tubes renfermant de 10 a 20 ml de solution nutritive, on peut se
contenter d’'une durée de 15 minutes. Par contre, des ballons ou des erlenmeyers
contenant 3 a 4 litres liquide doivent séjourner a la I'autoclave pendant 40 minutes et
méme pendant 1 heure s'il s’agit de milieux gélosés car ceux-ci ne s’échauffent que

lentement.

Les sucres sont altérés lorsqu’on les chauffe en solution agueuse, cette altération
ne présente aucun inconvénient pour la pratique courante, car elle se traduit par un

accroissement de leur valeur nutritive (Ball., 1953).

2-8-2- Stérilisation de la hotte :

Avant chaque manipulation, la hotte doit étre nettoyée d’abord avec de I'eau de
javel (12%) puis on vaporise a l'alcool (70%) a l'intérieur des parois et la surface de

travail ainsi que tout le matériel de travail et les instruments nécessaires.

La stérilisation est complétée en lavant les autres paillasses, sol...etc., on allume

par la suite le bec bunsen et la hotte pendant 30 minutes avant manipulation.
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2-8-3- Stérilisation a sec :

Tous les instruments métalliques (pince, pointe ,bistouri ) ou verreries
(Becher, boite de Pétri ) sont enrobés avec du papier d’aluminium, et sont mis a
'étuve pour une stérilisation a sec a une température de 170°C pendant deux
heures de temps avant chaque manipulation. On évite ainsi le contact des
instruments avec I'’humidité lors de [l'utilisation de [lautoclave, car durant la
stérilisation  sous pression, une portion de 'eau dans l'autoclave est changé en

vapeur, ce qui implique l'oxydation des instruments métalliques .

2-8-4- Stérilisation a I’alcool :

Au cours des manipulations, les instruments sont plongés dans de I'alcool a

70°C, puis passés a la flamme du bec bunsen afin de brdler I'alcool.

La stérilisation se fait par le passage dans l'alcool, le passage a la flamme ne

sert qu’a éliminer I'alcool (on garde I'instrument stérilisé toujours dans la sphére stérile).

2-8-5- Condition de travail :

Les techniques de culture in vitro, sont assez proches des techniques
chirurgicales et micro chirurgicales, elles exigent, comme celles-ci beaucoup de soin
dans le maintien des conditions d’asepsie car la présence d’une seule bactérie
ou champignon suffit & envahir un milieu de culture c’est pourquoi il vaut mieux
respecter le maximum de regles, quitte a les simplifier, il serait donc nécessaire de
veiller & ce que tous les instruments stérilisés soient déposer dans la sphére stérile, de

facon a avoir le moindre geste a faire au cours des manipulations et dans l'air stérile.
Les mains seront frottées souvent a [lalcool (70%), tout au moins
systématiquement apres qu’elles aient été en contact avec du matériel non stérile

méme sous la hotte a flux laminaire (Boulay., 1993).

Généralement, le travail ce fait toujours prét du bec bunsen dans un rayon



de 30 cm (Morel., 1956) Mais pour plus de commodité, les manipulations sont réalisées

entre deux flammes assurées par le bec bunsen, afin d’assurer une atmosphére stérile.

2-9- Préparation des échantillons :

2-9-1- Dissection des grains matures :

180 grains matures stériles, ayant séjournés pendant 17 heures dans les boites
de Pétri, sont désormais pres a la dissection. Cette derniére est réalisée sous la hotte
a flux laminaire et sous une loupe binoculaire nettoyée a I'alcool a 70% et apres

séchage elle est placée prés du bec benzene.

L’incision est réalisée au niveau de la face dorsale du coté opposé a la brosse a
'aide d’'une pince et d’'un bistouri stérile, le capuchon du tube doit étre maintenu de

facon & ne pas le poser sur la paillasse.

L’incision fait ressortir les constituants liquides de la graine, I'embryon se trouve
suspendu dans ce liquide, il est tout de suite récupéré a l'aide d’une autre pince stérile
et déposé sur le milieu de culture approprié de facon a ne pas I'endommager.

2-9-2- Dissection des grains immatures :

Aprés récupération des épis, 120 grains agés de 14 jours sont collectés et
immédiatement stérilisés comme décrit précédemment puis disséqués sous la hotte
dans des conditions d’asepsie total, l'utilisation de la loupe binoculaire est essentiel

dans ce cas, pour la dissection vue la taille minime des embryons.

2-9-3- Ensemencement des explants :

L’ensemencement des embryons est réalisé sous le hotte pres du bec benzéne,
les embryons sont disposés de part et d’autre a raison de trois embryons par boite de

Pétri afin d’éviter tout risque de contamination.
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Les embryons sont déposés de facon a ce que le scutellum soit bien en contact

avec le milieu de culture.

2-10- Conditions physiques de culture des embryons matures et immatures :

Les boites ensemencées contenant les embryons matures et immatures sont
placées dans une chambre de culture et maintenues a une température diurne de

25°C environ avec une photopériode de 16 heures de lumiere.

2-11- Repiquage des cultures:

On procéde au repiquage des cals sur un milieu frais, afin d’éviter les nécroses

dues a I'’épuisement des substances nutritives contenues dans le milieu.

La fréquence des repiquages est généralement de quatre semaines pour les
transferts.

2-11-1- Milieux des repiquages :

Le milieu adopté pour les repiquages est toujours le milieu de base MS, il

renferme tous les éléments nécessaires a la prolifération des tissus.

2-11-2- Premier repiquage :
Le premier repiquage a pour but d’éliminer les embryons n’ayant pas induit de
cals,et ne garder ainsi que ceux qui sont capables de fournir de véritables cultures de

tissus, il peut donc étre considéré comme un prélevement de second ordre.

La conduite des manipulations doit toujours étre guidée par le souci de ne pas

transporter dans les milieux neufs les germes qui peuvent contaminer certaines parties
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ou la totalité du cal. Il est donc nécessaire de respecter toutes les conditions de

stérilisation décrite précédemment.

Chaque cal est examiné individuellement et soigneusement afin de noter les

différents aspects, ainsi que de repérer les régions qui ont le mieux proliférées.

Durant la phase dinduction les plumules allongées profitent mieux des
composantes du milieu et inhibent la croissance des cals, ces inhibiteurs sont
supprimés durant le premier transfert pour que les cals reprennent leur croissance avec

une bonne activité.

2-11-3- Deuxiéme repiquage :

Les repiquages ultérieurs ont simplement pour but d’entretenir la prolifération de

masses tissulaires, il suffit de transférer les explants produisant des cals.

C’est au cours de cette phase que I'on procéde au découpage des cals, ces
derniers ont désormais proliférés pendant deux mois sur le milieu de base MS.

Les cultures conservées seront alors examinées avec soin afin de déceler les

contaminations.
Aprés avoir éliminé ces cultures infectées on rejettera encore celles qui

présentent des colorations brunes. On procede de la méme maniére pour tous les

repiquages successifs.

2-11-3-1- Découpage des cals:

Le cal primaire formé par 'embryon est trés hétérogene car sous cette couche
épidermique de cellules réactives demeurent des tissus différenciés non proliférants qui

auront tendance a se nécroser en culture, il est donc déconseillé d'utiliser le cal
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primaire directement pour la néoformation de plante. La maniére dont on réalise ce

découpage est la suivante (Gautheret., 1938) :

2-11-3-1-1- Cals cubiques et volumineux:

On voit parfois apparaitre sur les cals des parties nécrosées ou des régions
molles faites de tissus dissociés ayant plus au moins perdu la faculté de proliférer. Dans
ces cas la on commence par isoler le cal le plus volumineux au moyen d’un bistouri

stérile et on le transporte immédiatement dans sur un milieu frais.

Une fois le nettoyage étant terminé, on prend un second bistouri stérile puis on

débite le cal en fragments cubiques. La rapidité ici consiste a séparer le cal de

I'embryon qui peut renfermer occasionnellement des microorganismes.

2-11-3-1- 2- Cals composeés :

A l'aide d’'une pince a branches coudées et stériles on repique les nodules

séparément, de tailles variables, sur un nouveau milieu de régénération.

2-11-4- Troisiémes repiquages :

50% des cals issus d’embryons matures et 50% des cals issus immatures sont
transférés sur un milieu stressé contenant 10% de polyéthyléne glycol. Il est a préciser
que le PEG est un polymére non toxique et soluble dans I'eau il agit par pénétration
dans les cellules de plusieurs espéces végétales (Lawler., 1970., Yaniv & Werker.,
1983) et fait diminuer I'eau libre dans le milieu extracellulaire et I'eau disponible aux
cellules (Hsissou & Bouharmont., 1994).

La maniére dont la pression sélective est exercée est a considérer. Beaucoup de
chercheurs appliquent des pressions sélectives faibles ou par palier en augmentant
progressivement leur intensité, permettant ainsi une adaptation des cellules, cette

adaptation se perd au cours d’'un passage ultérieur sur milieu non sélectif et ne se
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retrouve donc pas dans les plantes régénérées (Bouharrmont., 1991) par conséquent,
on a préféré appliquer la pression d’emblée pendant 30 jours.

2-12- Induction de I'organogenése :

~

Les cals ont été initiés a partir d’'embryons matures et immatures et cultivés
pendant 2 mois sur le milieu de base MS avant d’étre soumis au stress (PEG)
pendant 30 jours.

Aprés avoir bien respecter toutes les conditions d’asepsie on procede a la
I'étape suivante dans laquelle on transfert tous les cals dans des tubes en verre y

compris ceux présentant des nécroses.

2-12-1- Les hormones utilisées pour la régénération des cals:

L’effet des hormones sur I'organogenése a été signalé par plusieurs chercheurs
ayant étudié les techniques de culture in vitro. Le milieu de culture utilisé est toujours le
milieu de base MS (Murashig et Skoog., 1962).

Dans un premier temps on a utilisé le milieu MS sans hormones puis 'AIB et la
KIN et en dernier 'AlA et le BAP ceci étant pour les deux types d’embryons issus des
six variétés de blé (Tab : II-5).

Des modifications ont été apportées au milieu de base MS additionné a

I’AlA et le BAP, ceci au niveau de la concentration des macroéléments.

D’autres modifications ont été également portées au niveau de la concentration
du saccharose, qui sera portée a 30 g/l car des valeurs plus élevées sont parfois
utilisée pour modifier le comportement ultérieur des cultures, en particulier au niveau de

I'organogenese.
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Tableau : 1I-5: Différentes hormones utilisées pour la régénération.

1 ®* mois MS sans hormones
2 °™ mois 1mg/l d’ AIB+ 0.25mg/l de KIN
3 °™ mois 1mg/l d’ AIA+ 0.25 mg/l de BAP

2-12-2- Transfert en sol :

D’apres les recherches qui ont été effectuées sur cette importante étape de
transition Lee., Wetzstein et Sommer (1985) constatent que les principaux facteurs de
réussite sont : le choix du substrat, arrosages, température, humidité relative, lumiére,
sans oublier un point fondamental qui est le controle  stricte

de I'état sanitaire du milieu.

Afin d’éviter la fanaison par perte d’eau excessive des feuilles, dont le systeme
vasculaire et les cuticules foliaires sont peu développées, on commence par préparer
les plantules au transfert pour éviter le choc du changement d’environnement (Jensen.,
1976) ainsi deux jours avant la transplantation, les tubes sont placées dans un
dessiccateur contenant de I'eau au dessus du niveau du support.

Les plantules sorties des tubes sous la hotte, doivent étre soigneusement

débarrassées du milieu de culture subsistant, puis placées a l'intérieur du dessiccateur.

Ainsi, aprés 8 mois du culture pour les embryons matures et 5 mois pour les
embryons immatures issus des six variétés, les plantules présentant un bon systeme
racinaire sont désormais prétent pour le transfert en pots. Le substrat utilisé est un
mélange stérile de sable de terre et de terreau avec des proportions de 1:1:1 par

volume.
Les plantules sont placées individuellement dans les pots, ces derniers sont

maintenus dans la chambre de culture, sous les mémes conditions physiques de

culture des embryons matures et immatures.

50



2-13- Parameétres physiologiques :

2-13-1- Principe du LCA 4 :

C’est un appareil portatif de mesure en circuit ouvert, analyseur de CO, et
collecteur de données. Il mesure en plus les échanges d’eau ou la feuille, in situ est
enfermée dans une chambre d’assimilation étanche transparente en plexiglas de type
(ADC’PLC) il permet de mesurer plusieurs parametres, les parametres suivants sont

les seuls retenus :

Photosynthése nette (umol m?s™)

Résistance stomatique en (m”s mol™)

La feuille non détachée de la plante, repose entre la face supérieure
(transparente) et la face inférieure (métallique) de la chambre d’assimilation, la mesure
est enregistrée aprés stabilisation de I'appareil. Généralement le temps de mesure ne
dépasse pas 60 secondes.

2-13-2- Mesures de la teneur relative en eau :

Elle est déterminée, selon la méthode de Clarck et McGaig en 1982, par le
pourcentage deau présente dans la feuille excisée a la base du limbe et
immédiatement pesée c’est le poids frais, I'extrémité sectionnée est trompée dans de
'eau distillée I'ensemble est maintenu a une température ambiante et a

I'obscurité pendant 24 heures afin d’obtenir un taux maximum de réhydratation.

La feuille est ensuite retirée et passée dans un papier buvard afin d’absorber

I'eau de la surface puis pesée c’est le poids de turgescence.

La feuille est enfin séchée a I'étuve a une température de 85°C pendant 48
heures puis pesée une derniere fois c’est le poids sec.
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La teneur relative en eau (TRE %) a été mesurée a partir de la formule suivante :

PF - PS
TRE (%) = x 100

P.T - P.S

2-14- Traitement statistique des résultats:

L’interprétation des données concernant l'effet des difféerentes hormones
utilisées, est réalisée par une analyse de variance en utilisant le logiciel "STATITCF"
Version 4 suivi d’'une comparaison des moyennes au test Fisher au seuil de 5%. La
séparation des groupes homogénes observée entre plusieurs moyennes est faite
suivant le test de NEWMAN-KEULS au seuil de 5%.
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Résultats et discussions
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1- Taille des embryons matures et immatures :

Les embryons immatures collectés 14 jours aprés l'anthése, ont une taille
presque invisible a I'eeil nu, mesurant 1. mm en moyenne. Les embryons récupérés sont
plats et correspondent a une tadche minuscule suspendue dans un liquide transparent
représentant I'albumen, mais dans la plupart des cas les grains ne comprennent pas
d’embryons. Contrairement aux embryons immatures les embryons matures, ont une

taille nettement supérieure mesurant 4 mm en moyenne.

Différent types d’embryons ont été distingués par leurs ages, leurs longueurs et

leurs couleurs. Le tableau ci-dessous résume les différents paramétres :

Tableau : 1ll-1: Tailles des embryons matures et immatures.

Type Age (jours) | Longueur Couleur
(mm)
Embryons 14 1 -Transparent a blanchatre.
immatures
Embryons >16 3-5 -Blanchatre.
matures -Blanchatre.

2- Durée nécessaire entre I’inoculation et la réaction du scutellum :

Les embryons les plus 4gés ont une activité précoce de la couche scutellaire
durant cette courte période (Fig: Ill-1). Les embryons immatures mettent nettement
plus de temps pour réagir avec le milieu. En effet, le gonflement du scutellum des
embryons matures peut étre observé en 53 heures en moyenne depuis la mise en
culture tandis que, la réaction des plus jeunes n’est visible qu’au bout de 140 heures en

moyenne.

Une variabilité interspécifique a été identifiée au sein d’'un méme type d’embryon.
En effet, chez les embryons matures, les scutellums issus des génotypes de blé dur se
gonflent plus rapidement (48 heures en moyenne) par rapport aux génotypes de blé

tendre (58.56 heures en moyenne) et il en est de méme chez les embryons immatures



ou le gonflement du scutellum se fait en 144 heures en moyenne chez les génotypes de
blé tendre, et en 136 heures en moyenne chez les génotypes de blé dur.

La variété Oued Zenati dérivée d’embryon immature, peut étre considérée
comme une variété précoce par rapport a I'ensemble des génotypes, vu que les
scutellums de cette variété réagissent les premiers (120 heures en moyenne) (Fig :
llI-1) . En revanche, chez les embryons matures on note que les scutellums de tous les

génotypes de blé dur se gonflent en méme temps (48 heures en moyenne) (Fig : IlI-1).

Les résultats obtenus indiquent que la réaction du scutellum varie en fonction du
génotype et de I'age de I'embryon. Les embryons immatures exigent nettement plus de
temps (140.04 heures en moyenne) en comparaison avec les embryons les plus agés
ou la réaction des scutellums parait plus précoce (53.28 heures en moyenne).

Cette différence dans les réactions des scutellums, peut étre attribuée d’'une
part a I'état physiologique des embryons en particulier les taux de réserves qui sont
plus concentrés chez les embryons matures, se traduisant ainsi par la précocité du
gonflement (Kammoun et Daaloul., 1990). Et d’autre part, a la présence d’auxine et

d’AgNO; dans le milieu de culture MS (Fig : IlI-1) (et qui seront discuté par la suite).
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Figure IlI-1: Durée moyenne entre I'inoculation et le gonflement du scutellum issus des embryons

matures et immatures.
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3- Durée nécessaire entre I’inoculation et I’'induction de cals :

La rapidité du gonflement du scutellum des embryons matures chez les
génotypes de blé dur, est suivie par une induction rapide de la callogenése pour les
deux types d’embryons (Fig : 1ll-2). En effet, l'initiation des cals a eu lieu sur la quasi-
totalité des embryons matures de blé dur au bout de 101 heures en moyenne, mais elle
se généralise au bout 162 heures en moyenne sur les génotypes de blé tendre. D’autre
part, l'induction de cals chez les embryons immatures n’est perceptible qu’au bout de
231 heures en moyenne chez les génotypes de blé tendre et de 199 heures pour les
génotypes de blé dur.

Nos résultats arborent encore une fois que les embryons matures présentent des
réactions plus précoces pour l'induction de la callogenése (132 heures en
moyenne) par rapport aux embryons immatures (216 heures en moyenne). Il en est de
méme pour ce qui est des deux espéces de blé et ou les génotypes de blé dur induisent
le cal en premier (140 heures en moyenne) par rapport aux génotypes de blé tendre
(190 heures en moyenne). Ces comportements paraissent alors liés au génotype ainsi
gu’'a l'age de I'embryon ou I'état de différenciation cellulaire parait plus actif chez les
embryons matures de blé dur, favorisant ainsi la prolifération précoce des cals a la

surface de leurs scutellum (kammoun et Daaloul., 1990).
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Figure 11I-2 : Durée moyenne entre l'inoculation et linduction de cal issus des embryons matures et

immatures.
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4- Pourcentage de callogeneése :

Le pourcentage d’'induction est réalisé depuis la mise en culture jusqu’a la fin de
la phase d’induction. Cette période correspond selon Dale et Deambrogio (1979) a 30
jours aprés l'inoculation (Annexe 2). De méme, il a été suggéré par Halperin (1967)
gue c’est pendant la premiére phase de l'initiation des cultures que certaines cellules

pouvaient acquérir la capacité d’exprimer leur totipotence.

A la fin de la phase d’induction, on constate que les variétés issues des
embryons matures, détiennent le pourcentage le plus élevé, s’évaluant a l'ordre de
98.33%. Les deux especes appartenant a cette catégorie d’embryon présentent des
taux pratiquement similaire avec une Iégére avance pour les génotypes de blé dur et
qui est de I'ordre de 1.11% (Fig : 111-3).

Le pourcentage de callogenése est moins élevé chez les embryons immatures
(Fig : lI-4), ceci étant, pour les deux especes de blé, il s’évalue a l'ordre de 80
%. Toutefois, la comparaison entre les deux espéces révele une Iégere avance pour les

génotypes de blé dur et qui se rapporte a I'ordre de 10%.

Seulement 1.67% des embryons matures sont resté a I'état embryonnaire, et
n’ont pas développés de cals, ceci est principalement di a I'indifférenciation cellulaire et
a l'incapacité des cellules a exprimer leur totipotence (kammoun et Daaloul., 1990).

En revanche, 20% des embryons immatures n’ont pas réussi a former de cals ni
a réagir avec le milieu de culture ; facteur qui a probablement contribué a
I'abaissement du taux de callogenése chez cette catégorie d’embryons (Fig : 1lI-5).
La réaction de ces embryons peut étre attribuée au fait que les embryons n’ayant pas
atteint leurs maturités ont de petits scutellums faiblement différenciées et ne peuvent

donc pas induire de cal (kott., 1985).

On a obtenu des cals sur les 3 milieux avec des proportions presque égale
(Fig : 1I-3). Chez les génotypes de blé tendre, tous les embryons de la variété Mahon
Demias ont induit des cals. Chez les variétés de blé dur, seule la variété Waha n’a pas
atteint le 100%.
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Depuis les figures : 11I-3 et 1llI-4 ; on constate que I'age de 'embryon a un role
tres important dans la formation de cals par rapport au génotype ainsi qu'a la
concentration du 2.4-D employée, étant donné que le taux enregistré chez un méme
génotype, donne des réponses variables en fonction de I'dge de I'embryon. Ces
différences dans la réaction des embryons rejoignent I’hypothése émise par Green et
Philips (1975) travaillant sur le mais et qui stipule que les embryons récoltés a différents
ages donnent des réponses variables.
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Figure I1I-3 : Pourcentage d’'induction de cals des 6 variétés de blé dérivées d’embryons matures.
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Figure IllI-4 : Pourcentage d’'induction de cals des 6 variétés de blé dérivées d’embryons immatures.
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Figure 11I-5 : Nombre d’embryons n'ayant pas induit de cals chez les embryons matures et
immatures

5- Effet des différentes concentrations hormonales sur les embryons matures et

immatures:

La technique de Dale et Deambrogio (1979) nous a facilité I'estimation de la
surface des cals (Annexe 2) sans avoir recours a des mesures sous des conditions

stériles qui par la suite engendrent des contaminations.

L’analyse de variance pour ce parametre indique un effet trés hautement

significative pour les embryons matures (Annexe 5) et immatures (Annexe 7).

La comparaison des moyennes au test Fisher au seuil de 5% et la séparation
des groupes homogénes suivant le test de NEWMAN-KEULS au seuil de 5%, nous
permet de déceler ces différences et de déterminer par la suite la concentration ou la

combinaison la plus favorable pour la prolifération des cals.
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5-1- Effet du 2.4-D a 10mg/l sur les embryons matures :

5-1-1- Réaction des embryons:

L’action favorable de cette concentration auxinique se traduit dés la mise en
culture et concerne la totalité des génotypes. En effet, les embryons cultivés sur ce
milieu réagissent les premiers pour le gonflement du scutellum et qui a lieu en 48

heures seulement en moyenne chez les génotypes de blé dur et tendre (Fig : 1ll-1).

Pour l'induction de cals, on note également que tous les embryons cultivés sur
ce milieu induisent le cal en premier, mais le temps d’induction parait plus court chez
les génotypes de blé dur (96 heures en moyenne) que chez les génotypes de blé
tendre (152 heures en moyenne) (Fig : 111-2).

5-1-2- Surface des cals:

Durant les deux premiéres semaines de culture, la surface des cals cultivés sur
le 2.4-D a 10 mg/l, a surpassé considérablement les surfaces enregistrées sur les deux
autres milieux MS additionnés a 2 mg/l de 2.4-D en présence et en absence de
’AgNO3. A ce stade de culture, la forte concentration de 2.4-D parait avoir une action
puissante sur la callogenese (Fig : llI-6). En effet, la surface moyenne est de I'ordre de
51.67 mm? et ou les génotypes de blé dur enregistrent la surface moyenne la plus
élevée (65.67 mm?) en comparaison avec celle des génotypes de blé tendre et qui est
de I'ordre de 37.67 mmZ.

En revanche, le suivi du développement des cals révele que l'action favorable de
cette auxine n’est pas suivie de prolifération cellulaire intense. En effet, la comparaison
établie entre les différentes moyennes enregistrées chez les deux autres milieux MS,
additionnés a 2 mg/l de 2.4-D en présence et en absence de 'AgNO3, révéle a la fin de
la phase d’induction une diminution de la viabilité des cals, voir méme un arrét de
croissance (Fig : 1lI-6). Les cals présentent une surface moyenne de 43.67 mm? chez
les génotypes de blé tendre et de 68.67 mm? chez les génotypes de blé dur.
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Du point de vu morphologique, la forte concentration d’auxine provoque une
transformation importante, se traduisant par une coloration brunatre. De plus, lors du
repiquage, on constate que les cals acquierent une texture trés dure et ceci malgré le

respect de la fréquence des transferts.

Cette transformation peut étre expliqué par le fait que la forte concentration du
2.4-D provoque l'effet Feed-back. L’auxine devient toxique avec le temps, ainsi les
tissus des régions internes s’asphyxient progressivement car la périphérie devient
imperméable, par la suite les constituants du milieu de culture ne parviennent plus aux

régions capables de proliférer et finissent par mourir (Morel., 1956).

L’arrét de la prolifération cellulaire s’est confirmé par la suite sur le milieu
dépourvu de PEG, de plus, ces cals n'ont présenté aucun signe d’organogenese sur le

milieu de régénération.

Généralement les auxines sont susceptibles d’augmenter la survie et la
croissance des embryons en culture (Veen., 1963 ; Raghavant et Torrey., 1964) mais
dans notre cas il parait évidant qu’'une concentration trop €élevée de cette auxine

constitue un facteur limitant de la croissance des cals.

,,,,,

pour la culture d’embryons immatures. La comparaison entre les deux types
d’embryons n’a alors portée que sur le 2.4-D a 2mg/l en présence et en absence de
|,AgNO3.

Afin de maintenir I'action favorable de départ, Il serait peut étre préférable de

réduire progressivement la concentration du 2.4-D au cours des repiquages ou bien

d’utiliser une concentration moins élevée dés la mise en culture.
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Figure : 1ll-6 : Surfaces moyennes des cals issus d’'embryons matures et cultivés sur le milieu MS+10mg/I

de 2.4-D apres 15 et 60 jours de culture.

5-2- Effet du 2.4-D & 2 mg/l en présence et en absence de I’AgNO3 sur la réaction
des embryons :

5-2-1- Matures:

Les embryons cultivés sur ces deux milieux présentent des réactions similaires.
En effet, la réaction des scutellums des embryons matures cultivés sur le 2.4-D a 2mg/I
additionné ou non a ’AgNQOg, a lieu au bout de 48 heures en moyenne pour les variétés
de blé dur et de 64 heures en moyenne pour les variétés de blé tendre (Fig : 11l-1).

On note que la différence dans la réaction des scutellums ne concerne que les
génotypes de blé tendre issus des embryons matures, vu que les génotypes de blé dur
issus du méme type d’embryon et cultivés sur les trois milieux (MS+ 10mg/I de
2.4-D ; MS+2mg/l de 2.4-D ; MS+2mg/l de 2.4-D+1mg/l d’AgNQO3) réagissent tous au

bout de 48 heures pour le gonflement du scutellum (Fig : IlI-1).

Des réactions analogues entre les deux milieux MS additionnés a 2 mg/l de 2.4-
D en présence et en absence de I’AgNO3; ont été également relevées concernant
I'induction de cals (Fig : IlI-2). Toutefois, le temps d’induction varie suivant 'espéces de
blé et qui parait plus long chez les variétés de blé tendre (168 heures en moyenne) que
chez les variétés de blé dur (104 heures en moyenne).
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5-2-2-Immatures:

Chez ce type d’embryons, les réactions du scutellum (Fig: Ill-1) ainsi que
'induction de cals (Fig: IlI-2) sont plus tardives comparativement aux embryons
matures. Ces réactions le sont encore plus lorsqu'’il s’agit de génotypes de blé tendre.
En effet, le gonflement du scutellum chez ces derniers se fait en 144 heures en
moyenne, alors que chez les génotypes de blé dur il parait moins élevé (134 heures en
moyenne). Méme constatation relevée pour ce qui est de I'induction de cals (Fig : lI-2)
et ou les génotypes de blé dur induisent les cals en premier. L’induction se fait en 199
heures en moyenne chez les variétés de blé dur, alors que chez les génotypes de blé

tendre elle met un peu plus de temps (232 heures en moyenne).

A ce stade de culture, on constate, alors que I'utilisation du 2.4-D a 2mg/l seul
ou combiné a I’AgNO3 induit les mémes réactions pour le gonflement du scutellum ainsi
gue pour I'induction de cals, au niveau des embryons matures et immatures mais de

facon plus tardive pour ces derniers.

D’autre part, les variétés de blé dur issues d’embryons matures ou immatures,
présentent les réactions les plus précoces par rapport aux variétés de blé tendre, tant

pour le gonflement du scutellum que pour l'induction de cals.

5-3- Effet du 2.4-D a 2 mg/l sur la surface des cals :

5-3-1- Dérivés des embryons matures :

Aprés les deux premiéres semaines de culture, les embryons matures cultives
sur ce milieu enregistrent une surface moyenne de l'ordre de 37.59 mm?, a ce niveau
de culture, se sont encore les génotypes de blé tendre qui présentent la surface
moyenne la moins élevée (18.05 mm?) par rapport aux génotypes de blé dur (55 mm?)
(Fig : 111-8)

63



Cependant, au bout de 60 jours de culture, tous les cals ont considérablement
proliférés, la surface moyenne enregistrée est 'ordre de 121.12 mm? pour tous
les embryons matures et ou les génotypes de blé dur (135.62 mm?) présentent la
surface moyenne la plus élevée par rapport aux génotypes de blé tendre (106.6mm?)
(Fig : 111-10).

5-3-2-Dérivés des embryons immatures :

Aprées deux semaines de culture, les embryons cultivés sur ce milieu produisent
de petits cals de l'ordre de 16.75 mm?. Chez ce type d’embryon les génotypes de blé
dur présentent pareillement la surface moyenne la plus élevée (22.88 mm?),
comparativement au génotype de blé tendre (11.29 mm?) (Fig : 111-9)

Au bout de 60 jours de culture, la surface moyenne enregistrée sur ce milieu
s’éleve a 64.51 mm?, cette augmentation concerne la totalité des génotypes, ou les
variétés de blé dur proliférent le mieux (83.97 mm?) comparativement aux génotypes
de blé tendre (45.03 mm?) (Fig : IlI-11).

5-4-Effet du 2.4-D a 2 mg/l + 1 mg/l d’AgNOs sur la surface des cals :

5-4-1-Embryons matures:

La surface moyenne relevée apres les 15 premiers jours de culture sur ce
milieu est de l'ordre de 46.82 mm?, elle parait plus élevée par rapport a ce qui a été
enregistré avec le 2.4-D & 2mg/l sans ’AgNO; (Fig : 111-8)

On note avec ce milieu également que la surface moyenne des variétés de blé
tendre est deux fois moins élevée (30.04mm?) que chez les variétés de blé dur (63.61

mm?).

La prolifération cellulaire se poursuit jusqu’a la fin de la phase d’'induction, ou la
surface moyenne passe a 151.02 mm?, et concerne tous les génotypes y compris la
variété Ain Abid qui a souvent présenté de faibles potentialités callogene. On enregistre



une surface moyenne de 181 mm? chez les génotypes de blé dur et de 121.11 mm?
chez les génotypes de blé tendre (Fig : IlI-10).

5-4-2- Embryons immatures:

Apres les deux premiéres semaines de culture, on note que la surface moyenne
obtenue chez cette catégorie d’embryon est de I'ordre de 19.71 mm?, elle parait plus
élevée que celle relevée sur le méme type d’embryon cultivés sur le 2.4- D a 2 mg/l
sans I’AgNO; (1mg/l), mais qui parait en revanche moins élevée comparativement aux
embryons matures cultivés sur le méme milieu (2.4-D a2 mg/l + 1 mg/l d’AgNO3) (Fig :
111-9).

La aussi, les variétés de blé tendre détiennent la surface moyenne la moins

élevée (13.77 mm?) par rapport a celle du blé dur (26.14 mm?).

De mémes que les embryons matures ; on constate a la fin de cette phase
callogene que la présence de 'AgNO3 dans le milieu de culture favorise la prolifération
cellulaire de tous les génotypes des embryons immatures, mais qui reste la plus élevée
chez les variétés de blé dur (97.79 mm?) par rapport au génotypes de blé tendre (53.72
mm?) (Fig : 1lI-11).

La séparation des groupes homogéne au test de NEWMAN-KEULS au seuil de
5%, pour le facteur auxine, indique la présence de deux groupes distincts : le premier
concerne les embryons matures et immatures cultivés sur le milieu MS additionné a
2mg/l de 2.4-D +1mg/l d’AgNOs3 et qui présentent une surface moyenne de 112.64 mm?
et le second concerne les deux types d’embryons cultivés sur le milieu MS additionné a
2mg/l 2.4-D et dont la surface moyenne est de I'ordre de 92.82 mm?.

On constate alors que la présence du 2.4-D a 2 mg/l parait capital pour
I'induction efficace de cals mais que l'adjonction de 1 mg/l d’AgNOs au 2.4-D a2
mg/l favorise particulierement la croissance des cals. De nombreuses observations
viennent appuyer nos résultats concernant la présence de 'AgNO; dans le milieu de
culture (Bered et al., 1997 ; Inagaki and Tahir., 1990).
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Bien que I'action callogéne est prépondérante, elle s’accompagne dans la plupart
des cas d’'une action caulogéne. En effet, sur certains cals, deux activités, callogenése
et caulogeneése, de l'auxine 2.4-D a 2 mg/l additionné ou non a I’AgNO; sont
provoquées et se manifestent séparément. D’autres fois encore I'action auxinique est
répartie de facon si étroite qu'une méme concentration de 2.4-D (2mg/l) additionné ou
non a I’AgNOs provoque les deux phénoménes a la fois pour un méme génotype (Fig :
11-7).

Figure : lll-7 : Cals issus de la variété Djenah Khetifa présentant les deux phénomeénes :
caulogenése et callogenése.
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Figure : 111-8 : Surfaces moyennes des cals issus d’embryons matures et cultivés sur le milieu : MS + 2
mg/l de 2.4-D et le milieu : MS+ 2 mg/l de 2.4-D+ 1 mg/l d’AgNOs apres 15 jours de culture.
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Figure : 11I-9 : Surfaces moyennes des cals issus d’embryons immatures et cultivés sur les milieu : MS +
2 mg/l de 2.4-D et le milieu : MS+ 2 mg/l de 2.4-D+ 1 mg/l d’AgNO; apres 15 jours de culture.
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Figure : 11I-10 : Surfaces moyenne des cals issus d’embryons matures et cultivés sur le milieu : MS + 2
mg/l de 2.4-D et le milieu : MS+ 2 mg/l de 2.4-D+ 1 mg/l d’AgNO; apres 60 jours de culture.
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Figure : 1lI-11 : Surface moyenne des cals issus d’embryons immatures et cultivés sur le milieu : MS + 2
mg/l de 2.4-D et le milieu : MS+ 2 mg/l de 2.4-D+ 1 mg/l d’AgNO; aprées 60 jours de culture.
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6-Effet de I’age de I’embryon sur la surface des cals :

L’analyse de variance pour ce paramétre indique un effet trés hautement
significatif depuis les mesures effectuées apres les 15 premiers jours de culture
(Annexe 8) jusqu’a la fin de la phase callogéne (Annexe 9). L’age de I'embryon

influence sur la surface des cals.

La séparation des groupes homogénes au test de NEWMAN-KEULS au seuil de
5% indique la présence de deux groupes distincts : Le premier regroupe les embryons
matures présentant une surface moyenne de 136.08mm? et le second concerne les
embryons immatures et qui enregistrent une surface moyenne de 69.39 mm? (Fig : Ill-
12).

O Triticum durum
O Triticum aestivum
2001
150+
100+
50
0 ;
Embryon mature Embryon immature

Figure : 11I-12 : Surface moyenne de la totalité des cals dérivés d’embryons matures et immatures.

7- Effet variétal sur la surface des cals :

L’analyse de la variance indique un effet tres hautement significatif chez les
embryons matures (Annexe 4 et 5) ainsi que chez les embryons immatures (Annexe 6
et7).

La séparation des groupes homogénes au test de NEWMAN-KEULS au seuil de
5% nous permet de distinguer quatre groupes, démontrant I'importance fondamentale
du génotype et I'implication du facteur génétique dans le contréle de la callogenése
(Annexe 13):
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- Le premier regroupe deux génotypes de blé dur : Waha et Djenah Khetifa

- Le second concerne une variété de blé tendre seulement : Mahon Demias

- Le troisieme regroupe les variétés Oued Zenati et Mexipak.

- Un dernier groupe concerne la variété Ain Abid produisant la surface moyenne la

moins élevée.

8- Interactions entre les différents facteurs sur la surface des cals :

L’interaction auxine X variété, chez les embryons matures est hautement
significative, ceci indiqgue que les surfaces enregistrées sur les génotypes de blé
different en fonction des concentrations du 2.4-D de maniére importante (Annexe
4 et 5). Cependant, chez les embryons immatures, cette interaction n'est pas
significative puisque I'’étude des moyennes au test Fisher au seuil de 5% montre que
les surfaces moyennes enregistrées chez les 6 variétés, cultivées sur les 2.4-D a 2 mg/l
additionné ou non a ’AgNO3, ne sont pas tres éloignées (Annexe 6 et 7).

D’autre part, l'interaction age de I'embryon X variétés est hautement significative.
Ce qui indique que les surfaces enregistrées pour les six génotypes étudiés varie en
fonction de I'age de I'embryon. La séparation des groupes homogénes au test de
NEWMAN-KEULS au seuil de 5%, révele la présence de cing groupes (Annexe 14):

-Le premier (A) : regroupe les variétés ayant les moyennes les plus élevées, il
s’agit des embryons matures de blé dur Waha et Djenah Khetifa

-Le second (B) : intéresse deux génotypes de blé tendre : Mexipak, Mahon

Demias et un génotype de blé dur Oued Zenati, tous issus d’embryons matures.

-Un groupe intermédiaire (C) concerne les variétés Waha et Djenah Khetifa

issues des embryons immatures.
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-Le quatrieme (D) : regroupe les variétés Mahon Demias, Oued Zenati, Mexipak
des embryons immatures et la variété Ain Abid des embryons matures.

-Le dernier groupe (E) : concerne que la variété Ain Abid, n’ayant produit que

de petits ou menus cals.

L’interaction age de I'embryon X auxines, aprés 15 jours de culture n’est pas
significative, ce qui confirme que les surfaces enregistrées, sur le 2.4-D a 2mg/l
additionné ou non a I'AgNOs; ne sont pas trés différente, pour les deux types
d’embryons. En revanche, a la fin de la phase callogéne l'interaction est significative, ce
qui signifie que la différence est importante. La séparation des groupes homogenes
révele la présence de quatre groupes distincts (Annexe 15).

Les limites supérieures et inférieures les plus élevées correspondent aux cals
présentant les meilleures surfaces moyennes obtenues sur les milieux additionnés a 2
mg/l de 2.4-D en présence de 'AgNOsza 1 mg/l, suivie du 2.4-D a 2 mg/l, puis du
milieu additionné a 10mg/l de 2.4-D. Néanmoins, les plus gros cals ne correspondent
pas toujours a cet ordre. En effet, on note a la fin de la phase d’induction que les

surfaces des cals ne sont pas adjacente (Tab : IlI-2 et 11I-3).

Chez les embryons matures ; la variété Mexipak cultivée sur le milieu MS +10
mg/l de 2.4-D fournie deux cals présentant des surfaces relativement élevée par rapport
a leur moyenne, les surfaces s’élévent respectivement a 100.48 mm? et 114.87 mm?
(Tab : lll- 2).

Sur le milieu MS+ 2 mg/l de 2.4-D en enregistre également une prolifération
intense pour trois autres cals issus des embryons matures des variétés Oued Zenati et
Waha et Ain Abid cette derniére ne fournit générale que de petits cals en palmes, pour
les embryons matures (Fig : 111-19) et immatures (Fig : 111-18), dont la surface moyenne
est de 58.4 mm? (Tab : IlI-2).

On note également pour les variétés Oued Zenati et Mahon Demias cultivées sur

le milieu MS + 2 mg/l de 2.4-D + 1mg/l d’AgNO3 des valeurs relativement élevées (Tab :

llI- 2), la variété Mahon Demias détient la surface la plus élevée par rapport a tous les
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génotypes dérivés des embryons matures et immatures et par rapport aussi aux deux
autre milieux MS + 10 mg/l de 2.4-D et MS + 2 mg/l de 2.4-D + 1mg/l d’AgNO:s.

Des perturbations similaires ont été relevées également au niveau des
embryons immatures, ou on note que les génotypes Mexipak, Mahon Demias, Ain
Abid et Djenah Khetifa cultivés sur le milieu MS+2 mg/l de 2.4-D produisent des cals
ayant des surfaces considérablement supérieure a leur moyenne, ces valeurs ne
correspondent pas forcement aux génotypes présentant les moyennes les plus élevées
(Tab : 111-3).

Les embryons immatures issus des variétés Ain Abid et Oued Zenati et cultivés
sur le milieu MS + 2 mg/l de 2.4-D+1mg/l d’AgNOQOs, présentent des surfaces assez

élevées en comparaison avec leurs surfaces moyennes (Tab : 11I- 3).

Depuis les résultats indiqués sur les tableaux : 111-2 et IlI-3 on constate que les
limites enregistrées au sein d'un méme génotype sont trés éloignées les unes des
autres ; une méme variété peut alors développer des cals minuscules et volumineux
mais a des proportions variables. Le coefficient de variation élevé (Annexe 4 a 9) reflete
I’hétérogénéité des résultats. Selon les travaux de Bouharmont (1991) effectués sur le
riz ainsi que les travaux de Zheng et al (1989) selon lesquels la variation somaclonale
se manifeste par des différences dans I'aspect et la croissance des cals issus d'un
méme type d’embryon.
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Tableau 1l1I-2 : Etendues des cals issus d’embryons matures apres 60 jours de culture.

Milieux Variété Limites Limites Moyennes
inférieures Supérieures (mm?)
(mm?) (mm?)
10 mg/l de 2.4-D | MX 25.12 114.87 49
MD 39.25 56.52 54
"A" AA 23.55 31.4 28
WH 76.93 76.93 73
DK 47.1 76.93 73
0oz 39.25 65.94 60
2 mg/l de 2.4-D MX 28.26 157 116.23
MD 78.5 172.7 145.18
"B" AA 25.12 127.17 58.4
WH 98.91 302.18 160.45
DK 87.92 197.82 135.51
0oz 62.8 207.24 110.91
2 mg/l de 2.4-D MX 47.1 172.7 136.22
+ MD 86.35 471 163
1 mg/l dAgNOs [ AA 31.4 87.92 64.1
WH 100.48 282.6 204
"ct DK 84.78 266.9 197
0oz 65.52 211.95 142
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Tableau 111-3: Etendues des cals issus d’embryons immatures apres 60 jours de culture.

Variétés Limites Limites Moyennes
Inférieures supérieures | (mm>)
(mm?) (mm?)
MX 25.12 207.24 50 24
2 mg/l de 2.4-D MD 47.1 145.50 62.42
AA 3.14 100.48 22.45
"B" WH 62.8 141.34 100.48
DK 62.8 211.95 96.72
0oz 39.25 76.93 54.71
MX 43.96 56.52 53.54
2 mg/l de 2.4-D MD 65.52 100.48 76.22
+ AA 9.42 109.9 31.4
1 mg/l ?AgNO3 WH 75.36 172.6 122.87
DK 76.93 113.04 100.32
" C" 0z 54.52 207.24 70.17

9-Etude des corrélations :

L’étude des corrélations indique qu’apres 60 jours de culture les trois milieux :
MS + 10 mg/l de 2.4-D, MS + 2 mg/l de 2.4-D MS + 2 mg/l de 2.4-D+1mgl/l
d’AgNOs, sont hautement corrélés avec la surface des cals, tandis qu’en début de
culture ils sont faiblement corrélé (Annexe : 10). Il en est de méme chez les embryons

immatures (Annexe : 11)

D’autre part, I'étude des corrélations indique que les variétés étudiés
(Annexe : 10, 11) ainsi que I'age de I'embryon (Annexe : 12) sont corrélés aux surfaces
des cals enregistrées.
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10- Taux de contamination :

La durée des culture est longue (30 jours au maximum) et les milieux sont
relativement riches et trées favorables au développement des bactéries et des
champignons dont la croissance bien plus rapide que celle du tissu végétale, abouti a
I'envahissement de la culture, on a rencontré au cours de notre expérimentation deux
types d’infections : accidentel et systématique cette derniere résulte de la présence de
germes dans les tissus embryonnaires, phénomeéene régulierement observé chez la
variété Ain Abid des embryons matures, présentant une forte proportion d’infection qui

a nuit au début de la croissance.

Les infections sont soit bactrienne soit fongiques mais ces derniers prédominent

surtout au début des cultures.

Au début de I'expérimentation, nous avons enregistré un taux moyen de 7.22%
pour les embryons matures. Le plus souvent l'infection se traduit par un enduit blanc

ou crémeux, recouvrant le milieu de culture ou le tour du cal.

Les microspores se développent parfois au sein du milieu nutritif lui-méme, qui
présente alors des voiles d’aspects laiteux, ce type d’infection été fréquent chez la
variété Oued Zenati des embryons matures.

10-1- Aprés découpage des cals :

Les cals découpés et cultivés sur le milieu sélectif sont normalement stériles,
mais en pratique, les parties internes des explants peuvent renfermer quelques

microorganismes qui n’ayant pas atteint le milieu nutritif n’ont pu se multiplier.
Ainsi le découpage des cals a permis de libérer ces germes et par conséquent

le taux de contamination a augmenté de 4.44% pour les embryons matures (Fig : IlI-
13) et de 0.83 % pour les embryons immatures (Fig : 111-14).
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10-2-Apres transfert en tube:

Pour les six transferts restant et a partir de cette étape, le pourcentage de
contamination a considérablement baissé, il est en moyenne de 0.55% pour les

embryons matures et de 0% pour les embryons immatures.

Cette diminution peut étre attribuée en premier lieu au changement du récipient
car il permet un contact plus directe avec le bec benzéne lors des transferts

contrairement au boites de Pétri.

La suppression de I'AIB peut étre relié a cette diminution importante du taux de

contamination ; substance fréquemment ajouté apres l'autoclavage.

Le suivi de ces infections montre que les embryons matures enregistrent le plus
de contamination (19.43%) en comparaison avec les embryons immatures (4.2%).
Toutefois aprés trois mois de culture ce taux est pratiquement voir nul chez

'ensemble des génotypes.
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Figure : 11I-13 : Taux de contamination enregistré chez les 6 variétés de blé des embryons matures.
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Figure : 1lI-14 : Taux de contamination enregistré chez les 6 variétés de blé des embryons immatures.

11- Aspects morphologiques des cals :

La qualité des cals est estimée a partir de I'aspect extérieur du cal, la couleur et
la texture. Toutes les observations ont été relevées sur le milieu MS sans hormones.

De ce fait, quatre types de cals on été distingués :

11-1- Cals cubique :

Pour ce type de cal on constate que le fragment s’est accru d’'une maniere
uniforme pour donner une colonie plus au moins cubiques (Fig : 1lI-17), on a souvent
apercus ces cals chez pratiguement toutes les variétés des embryons matures
spécialement les génotypes Waha et Mexipak, mais en moindre quantité chez les
mémes génotypes des embryons immatures (Fig: IlI-16). Rencontré aussi chez trés
peu de cals de la variété Ain Abid des embryons matures seulement (Fig : 11I-15). Le
découpage de ces cals provoque parfois des brunissements superficiels cependant
cette réaction n'est pas inquiétante, car elle ne géne en rien la reprise des cultures,
puisque on a constaté par la suite que n'importe quelle région du cal est capable de
proliférer.
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Figure : 11I-15 : Aspects morphologiques des cals dérivés d’embryons matures.
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Figure : 111-16 : Aspects morphologiques des cals dérivés d’embryons immatures.
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Figure : 11I-17 : Cal cubique issu d'embryon mature de la variété Waha.

11-2-Cals volumineux :

Ce type de cal produit une volumineuse protubérance parenchymateuse, ils ont
une surface qui varie entre 200 et 471 mm?, observée en plus grand nombre chez les
embryons matures et sur pratiquement toutes les variétés des deux types d’embryons.
Il occupe généralement les deux extrémités de I'embryon, mais I'un des deux est

toujours plus volumineux que le second (Planche : IlI-1).

Les cals volumineux découpés en plusieurs petits fragments, résistent mal au
blessures. Il serait peut étre préférable d’opérer avec ménagement et se contenter de
partager les gros cals (ayant une surface supérieure ou égale a 150 mm) en

deux fragments seulement ou de les repiquer en entier.
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al volumineux issu
embryon immature
de la variété WH,
apres 2 mois de
culture sur MS+2
mg/l de 2.4-D +
AgNO3

Cal volumineux issu
d’embryon mature de
la variété WH, apres
2 mois de culture sur
MS+2 mg/l de
2.4-D.

Comparaison entre un
cal volumineux (1) et un
cal minuscule (2)

Planche IlI-1: Cals volumineux dérivés d’embryons matures et immatures et présentant

une extrémité plus volumineuse (représentée par les fleches) que I'autre.
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11-3- Cal en palmes :

Ce type de cal est spécifique a la variété Ain Abid des embryons immatures
(99.5%) et matures (97.5%). Toutefois, on retrouve ces cals chez d’autres génotypes
aussi dont : Oued Zenati et Mexipak des deux types d’embryons (Fig : l11-15
et 111-16). Les tissus situés contre le milieu s’accroissent moins que ceux de la région
opposé pour que le cal s'incurve et donne une sorte de cloche dont la cavité est orienté
vers le milieu de culture ou vers l'intérieur (Fig : I11-18 et 19). Ce type de développement

a été observé par Morel (1950).

Morphologiquement, la plupart des cals semblent étre constitué par une mince
couche de tissus, leur développement est relativement lent en comparaison avec les
autres cals. Généralement, ces cals se multiplient lentement, mais il arrive qu’on reléve
des surfaces élevées (Tab : 11I-2) par rapport a la surface moyenne (62.23 mm? chez les

embryons matures et 16.72 mm? chez les embryons immatures).

Figure : 111-18 : Cal en palme issu d’embryon

immature de la variété Ain Abid.
—

Figure : 111-19 : Cal en palme issu d’embryon
mature de la variété Ain Abid. —_—
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11-4- Cals embryogénes :

Nous avons observés ce type de développement sur le milieu MS témoin sans
hormones et chez pratiguement toutes les variétés parvenues d’embryons matures

(34.29%) et immatures (75%) des six variétés.

Lors des repiquages, on a noté que les colonies tissulaires sont dépourvues de
cohésions, ils paraissent méme étre constituées par un agrégat de nodules a peu prés
sphériques de dimension irréguliere, ils sont fragiles et s’émiettent au moindre
contact (Fig : 111-20).

Chez les embryons immatures, les variétés Mexipak et Mahon Demias,
fournissent le plus de cals embryogénes contrairement aux génotypes de blé dur (Fig :
[1I-21). Les mémes observations ont été relevées pour les embryons matures (Fig : IlI-
22) ou les génotypes de blé tendre produisent le plus de cals embryogénes a la
différence du nombre de cals embryogenes qui est plus élevé pour les embryons
immatures. Les cals provenant d’embryons immatures pourraient constituer le matériel

privilégié pour I'établissement de suspension cellulaire embryogéne.

Ces cals renferment des embryons somatiques. En effet, 'embryon peut se
former au sein d’'une masse qui peut étre assimilée a un cal. Cependant, sur le plan
histologique cette masse est formée presque entierement de proembryons. Ce cas est

considéré comme faisant partie de 'embryogenese directe (Sharp et al., 1980).

L’'apparition de ces embryons somatiques n’est pas imprévisible car
généralement leur développement début lorsque les cals sont transférés dans des
milieux dépourvus d’hormones (Hanower J et Hanower P., 1984). Théoriquement ils
peuvent étre obtenus de toutes cellules végétatives et suivent les mémes stades de
développement (Chapitre 1) que les embryons zygotiques comme cela a été illustré
par Halperin (1966).
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Figure : 111-20 : Cals embryogéne issu d’embryons matures de la variété Oued Zenati.
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Figure : IlI-21 : Taux de cals embryogene enregistrés chez les embryons immatures apres trois mois de
culture.
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Figure : 1lI-22 : Taux de cals embryogene enregistrés chez les embryons matures aprés trois mois de
culture.
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Tableau:lll-4 : Aspect superficiel des cals issus d’embryons matures et immatures.

Embryon Couleur Texture
Matures -Brune/Jaune (observé sur | -Dure, rigide
le milieu A)
-Brune /Jaune -Trés molle
-Blanche -Fragile
-Beige -Fragile / Pateuse
Immatures -Beige transparent -Translucide vitrifié
-Blanche. -Friable / Fragile

Nous avons noté que les cals fragiles croissent plus hativement que les cals
durs. En effet, de nombreux auteurs en [l'occurrence Ducreux et Rossignol,
(1986) estiment qu’'un cal friable a une croissance rapide comparativement aux cals
durs dont la croissance est plus lente. Les cals jaunatres et bruns ainsi que les cals
pateux ou trés durs ne deviennent jamais embryogénes, seule les cals fragiles et de

couleurs blanchéatre ou beige le deviennent.

On note ainsi, que les cals issus d’'un méme génotype et d’'un méme type
d’embryon, different en plus de leurs morphologies et leur croissance, par leur

coloration et leur texture.

12- Effet du poly éthyléne glycol sur la croissance des cals:

Dans notre travail la sélection in vitro pour la tolérance au stress hydrique est
basée sur I'étude de la réactivité in vitro au poly éthyléne glycol sur le milieu de culture.
La figure : llI-23 illustre clairement le taux de perte suite a l'addition de 10mg/l de PEG

dans le milieu de culture.
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Figure : 11I-23 : Effet du PEG sur les cals issus des embryons matures et immatures aprés 30 jours de
culture.
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Figure : 1lI-24 ; Taux de cals indemnes issus des embryons matures et immatures aprés 30 jours de
stress.

Le PEG induit au niveau des cals des réactions particulierement marquées se
traduisant par des jaunissements et des brunissements (Fig : 111-25) fréquemment par

des nécroses (Fig: 11I-28) on assiste généralement a des dégénérescences qui



débutent dans des régions bien localisées puis s’étendent lentement en atteignant la
totalité du cal, la récupération chez ce type de cal reste souvent incompléte.

Ces transformations sont visibles dés la premiére semaine, mais au bout de la
guatrieme semaine il envahissent leurs surfaces présentant un taux moyen de 75%
chez les embryons matures et de 56.25% chez les embryons immatures. Ces cals sont
considérés comme sensibles, vu que leur croissance est fortement déprimée par la

présence du PEG dans le milieu de culture.

Par ailleurs, les réactions des cals sont variables au sein d'une méme variété
issue d’'un méme type d’embryons, certains se distinguent par un niveau de tolérance

plus important que d’autres.

Les embryons matures de blé tendre détiennent les taux les plus élevés de
nécroses s’évaluant a 83.33% dont les variétés Mexipak et Mahon Demias qui
paraissent les plus affectées par rapport a la variété Ain Abid. En revanche, 'effet du
PEG sur les génotypes de blé dur du méme types d’embryon est moins important que
ce qui a été relevé pour les génotypes de blé tendre, s’évaluant a un taux moyen de
66.66%. Les variétés Djenah Khetifa et Oued Zenati enregistrent le taux le moins élevé

de nécroses, suivi de la variété Waha (Fig : 11-23).

Les mémes perturbations ont été relevées pour les embryons immatures, au
niveau des six génotypes et ou les génotypes de blé tendre détiennent les taux les plus
élevés de nécroses (66.66%) par rapport aux génotypes de blé dur (45.83%). Toutefois,
le taux de nécrose est moins accentué pour cette catégorie, on note un taux

d’abaissement de l'ordre de 18.75%.
Ainsi, les variétés de blé dur issues d’embryons matures et immatures paraissent
plus tolérantes au PEG que les variétés de blé tendre issues des deux types

d’embryons (Fig : 111-24).

Si I'on classe les différentes moyennes de cals indemnes enregistrées, on

retrouvera trois groupes distincts:
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- Le premier regroupe les embryons immatures de blé dur, et qui enregistre

un taux moyen de l'ordre de 54.17%.

- Le second regroupe les embryons matures de blé dur et les embryons
immatures de blé tendre enregistrant un taux moyen de l'ordre de
33.33%.

- Le dernier regroupe concerne les embryons matures de blé tendre et qui

enregistre un taux moyen de I'ordre de 16.66%.

Les cals indemnes ont conserveés leurs couleurs et textures initiales, certains
d’entres eux ont Iégérement jaunis mais ce jaunissement ne parait avoir aucune
influence sur leurs évolutions, ceci s’est confirmé par la suite sur le milieu de
régénération. Les cals sélectionnés sont considérés comme tolérants au PEG et
présentent les meilleures performances qui conduiraient a la formation de lignées

cellulaires tolérantes au stress hydrique.

Le comportement des cals témoins (cultivés sur le milieu dépourvu de PEG)
issus d’'un méme génotype est variable. En effet, certains manifestent un probleme de
brunissement, d’autres de jaunissement et ceci malgré le respect de la fréquence des
repiquages sur le milieu frais, cependant, on n’a pas été confronté aux problémes de
nécroses des cals (probléme majeur en culture in vitro, que Reynolds et Murashig
(1979) atténuaient en utilisant du charbon active) mais ce brunissement a entrainé par

la suite l'inhibition de la croissance de 5% des cals finissant par un dépérissement.
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Figure : llI-25 : Cals jaunatre et brun cultivés sur le milieu MS additionné a 10mg/l
de PEG.

13-Effet du milieu MS sans hormones sur la régénération :

La totalité des cals est transférée sur un milieu de base MS dépourvu de PEG et
d’hormones pour la régénération (Bregitzer, 1992 ;Daaloul et al., 1992) a la suite d’'un
séjour d’un mois sur le milieu stresseé.

On assiste a une dégénérescence de l'ordre de 65.62% des cals issus
d’embryons matures et immatures, leur dépérissement s’est confirmé aprés 19 jours
environ de culture ou on note la présence d’'une couche transparente et gélatineuse

entourant la surface des cals atteints.

L’utilisation du milieu MS sans hormones n’entraine aucune formation racinaire,
car les cals dérivés des deux types d’embryons ne se différencient pas ou faiblement
sur ce milieu malgré la composition complexe du milieu de base MS en sels minéraux,
ceci pourrait étre attribuer a 'absence du rapports auxine / cytokinine dans le milieu de

culture.
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En revanche, le milieu MS sans hormones a permit la formation de cals
embryogénes chez 34.29% des embryons matures et 75% chez les embryons

immatures (Voir : Aspect morphologique des cals).

14- Effet de I’AIB et la KIN sur la régénération :

Aprés 28 jours en moyenne de culture on constate que I'utilisation de 'AIB a
1mg/l avec la KIN a 0.25 mg/l produit au niveau des cals issus d’embryons matures et
immatures la formation de trés fines racines mais sans pour autant favoriser leurs
développements. Toutefois, cette association a permis le développement foliaires sur
62.13 % des cals cultivés (Tab : IlI-5). Les tiges sont trés enroulées (Fig : I1I-26) et trés
fragiles, ce qui ne nous a pas permit pas de mesurer leur longueur (Aprés

transplantation).

Tableau : 1lI-5 : Taux de caulogenése enregistré sur la totalité des cals.

Source des cals Développement | Nombre de
foliaire (%) cals

E.M sans PEG 26 12

E.IM sans PEG 58.13 25

E.M + PEG 75 9

E.IM + PEG 85.71 18

Aucun parallélisme n'a été distingué entre le développement de la partie
aérienne et de la partie racinaire (Fig : IlI-26, 29) ; étape qui nous a paru comme un
processus complexe, par rapport au développement foliaire, ou les faibles potentialités

rhizogéne sont identiques chez I'ensemble des génotypes.
On a souvent noté la présence de zones meéristématiques verdatre sur certaines

parties des cals embryogenes (Fig:lll-28), celles-ci correspondent a la présence de

structures embryonnaires (Bencheikh., 1992). Ces zones méristématiques sont
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susceptibles d’évoluer par la suite en une plante entiere. Généralement les cals
produisant ces protubérances sont soit des cals cubique, ou volumineux mais friable,
comme le démontre la figure : 111-28 : méme si le cal présente un aspect volumineux, si
il est pateux il ne peut étre embryogéne.

-

Figure : 111-26 : Aspect morphologique des tiges des variétés Oued Zenati et Mahon Demias issus

d’embryons immatures.

Figure : 11I-27: Développement de la partie aérienne sans la partie racinaire.
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Figure : lll- 28 : Cal volumineux embryogéne présentant des zones méristématiques représentées par les

fleches (1) et cals volumineux pateux non embryogéne (2).

15-Effet de I’AlIA et du BAP sur la régénération:

Les travaux de Skoog et al (1966) ont prouvé que l'association de I'AlA et la
KIN provoque le blocage des propriétés rhizogéne, c’est la raison pour  laquelle on a
préféré remplacer la KIN par le BAP a 0.25 mg/I.

Le milieu de base MS dilué de moitié en concentration des macroéléments
additionné a cette combinaison hormonale, présente une action favorable se traduisant
par le développement d’'un bon systéme racinaire.

En effet, aprés 10 jours de culture, les premiéres racines commence a
apparaitre, leur formation passe par trois étapes essentielles qui sont: I'induction,
I'initiation et I’élongation racinaire (Fig : 111-29), ils mesurent entre 120 mm et 230 mm
(Tab : 111-6). On note que les racines de blé dur sont plus longues que celle du blé
tendre.
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Parmi les 34.38 % (dont 21 cals sont issus d’embryons immatures et 12 cals
sont issus d’embryons matures) des cals survivants, quatre plantules entieres se sont
formées. La régénération de ces plantules depuis le milieu sélectif, suggére que ces
cellules mettent en place une stratégie de tolérance au stress liée a des propriétés
cellulaire suite a la présence d’agent sélectif dans le milieu (Adkins et al., 1995).

Tableau : 111-6 : Longueurs des racines des plantules régénérées.

Variétés | Types Milieux Longueur des
d’embryons | inductifs racines (mm).
MD Immature - PEG 170
MD Immature + PEG 150
DK Immature + PEG 200
DK Immature - PEG 200
0oz Immature + PEG 230
AA Mature + PEG 120

Cependant, les cals cultivés sur le milieu dénué de PEG n’ont régénérées que
deux plantules. Parmi les six plantules régénérées, cinq sont issues d’embryons
immatures et ou les variétés Mahon Demias et Djenah Khetifa régénérent le nombre le
plus élevé (4). Tandis que les embryons matures n’ont permis la régénération que d’'une
seule plantule dérivée de la variété Ain Abid (Tab : 1l-6). On constate alors que les cals
issus d'un méme type d’embryon possedent des aptitudes organogenes assez
différentes, I'impact du génotype a été mis en évidence par des analyses quantitatives
chez diverses espéces notamment chez le blé (Keyes, Collins., Taylor., 1980 ;
Ahloowalia, 1982 ; Sears and Deckard, 1982 ; Milach et al., 1991). Nos résultats
concernant la régénération des plantules a partir d’embryons immatures rejoignent ceux

obtenus par Zhang and Seilleur (1987).
Par ailleurs, la survie et la différenciation des cals sur ce milieu (AIA+BAP) aprés

les conditions de stress dans lesquels ils se trouvaient indiquent une certaine tolérance

a cet agent sélectif. Ce fait suggére qu’'un mécanisme de résistance opérant au niveau
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cellulaire, pourrait étre impliqué, du moins en partie dans la résistance au stress
hydrique chez ces génotypes, les plantules régénérées depuis le milieu stressé, sont
par conséquent considérées comme tolérantes au stress hydrique, puisque la
résistance d’'une plante au stress hydrique s’exprime par sa capacité a survivre et a

produire dans des conditions de stress (Monneveux., 1991).

Divers auteurs estiment que dans la mesure ou I'on constate la présence de
cellules possédant les capacités de résistance souhaitées, il faut recourir a la sélection
(Korradimova., 1990 ; Zid et Grignon., 1991), mais dans notre travail on a préféré
transférer tous les cals y compris ceux présentant des nécroses. En effet, le transfert et
le suivi de ces cals dégénérés et considérés comme morts était révélateur, car on a
assisté apres six semaines de culture depuis le milieu additionné au PEG, a I'apparition
soudaine d’'une prolifération cellulaire sur un cal complétement nécrosé dérivé de la
variété Oued Zenati des embryons matures et sur lequel on vois apparaitre des boutons
verts correspondant a la présence de zones méristematiques (Bencheikh., 1992) (Fig :
111-30).

Un autre cas encore trés important a signaler était observé aprés cinq semaines
de culture, sur un cal issu de la variété Ain Abid des embryons immatures, variété
présentant de faible potentialités callogénes, qui consiste en I'apparition de minuscules
racines sur I'extrémité du cal et qui s’allonge lentement (Fig : I11-31).

Un autre cas concerne la variétés Waha issu d’embryon immature et cultivée avec
deux autres cals du méme génotype et du méme type d’embryon et ou les deux
phénoménes : callogenese (Fig: 11I-32(1)) et initiation racinaire (Fig : II-32 (2)) sont

apparus sur un méme cal.
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Figure : 1lI-29 : Formation de racines sur un cal stressé issu de la variété Djenah Khetifa

d’embryon immature (la fleche démontre ’enroulement foliaire).
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Figure : IlI-30 : Cal nécrosé issu de la variété Oued Zenati issu d’un embryon mature
développant un cal embryogene.

Figure:lll-31 : Développement de 2 minuscules racines (représentées par les fleches) sur un cal

issu de la variété Ain Abid d’un embryon immature.
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Figure : 1lI-32 : Prolifération cellulaire et développement racinaire sur cal nécrosé de la variété
Waha des embryons immatures (1 : Initiation racinaire, 2 : Callogenese).

Parmi les cals cultivés in vitro sur ce milieu, certains arrétent leurs croissance
d’autres n’émettent pas de racines seule les six plantules completement formées ont
été repiquées. Leur reprise a été difficile puisque les racines sont tres fines et longues
et trés attachées aux milieux de culture.

Aprés une longue phase de culture in vitro, les plantules repiquées dans le
dessiccateur montrent, aux cours des premieres 48 heures trés peu de vigueur ceci est
principalement di au choc du changement d’environnement, puisque a partir du
septieme jour les plantules reprennent tres bien, et semblent bien adaptées au nouvel

environnement.

16- Caractéres morphologiques :

La comparaison établie entre les plantules cultivées in vitro et celles cultivées in
vivo, fait apparaitre des différences chez les cals ayant développés des parties
aériennes, ces différences sont relative a la taille des plantules ou I'on note une
certaine diminution. Le raccourcissement du chaume est un phénoméne observé par
Fukui (1983) selon lequel il serait di a une mutation monofactorielle. Observée
€galement par Sun et al (1983) sur des variétés de riz, et qui ont démontré que ce

caractere est contrdlé par un géne mutant (isolé en seconde génération).
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D’autres différences relevées, relative a l'orientation et la forme des feuilles, ces
derniéres présentent une forme spiralée et enroulée sur elles-mémes  (Fig : 111-26).
L’enroulement foliaire observé chez certaines variétés de blé résistantes consiste en un
mécanisme d’économie en eau (Clarke., 1986). Des modifications de I'expression de ce
genre ont été misent ont évidence chez plusieurs espéces notamment chez le blé
(Larkin., 1987).

On a également noté un raccourcissement du cycle végétatif sur les variétés
Oued Zenati, Waha issues d’embryons matures et dérivees de cal témoin, ainsi que sur
la variété Mahon Demias issue d’embryon immature et dérivée de cal stressé. En effet,
I'apparition du stade tallage, bien que les feuilles soient trés difficiles a distinguer, ce fait
en un temps relativement court correspondant a huit semaines en générale depuis la
mise en culture. La réduction de la phase végétative et la résistance aux stress
hydriques représentent deux objectifs potentiels, il s’agit souvent de caractéres

monogéniques apparaissant par mutation (Fukui, 1983 ; Baijji., Lutts et etal.,, 1999).

Les variations morphologiques observées chez les plantes régénérées ainsi que
sur les cals ayant développés une partie aérienne, peuvent étre liées a une perte ou un
gain de chromosome entier ou a un changement structural des chromosomes
(Ahloowalia., 1976 ; D’amato et al., 1980). Divers auteurs rapportent notamment que les
plantes manifestant des variations morphologiques de ce genre présentent un nombre

anormal de chromosomes (Green et Philips., 1975 ; Ahloowalia., 1982).

L’origine de ces variations, y compris les variations observées dans la
croissance et I'aspect morphologique des cals ainsi que lors des différentes réponses
des cals issus d’'un méme lot face aux PEG, restent multiples, il peut étre lié a la
régénération sur cal, qui engendre obligatoirement des perturbations dans le
développement. En effet, le développement d’'une plante entiére a partir de méristeme
améne rarement a des variations alors que la régénération d’explants a partir de cals

semble étre une source commune de variations somaclonale (Clare et Collin., 1974).
D’autre part, 'age de I'explant est considéré aussi comme une variable critique

pour la variation somaclonale (De Jong et Custers., 1986 ; Evans et Sharp, 1988 ; Rao
et al., 1992 ; Kaeppler et al., 2000).
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Notons aussi que la présence d’agent sélectif dans le milieu peut augmenter la
probabilité d’obtention de plantes tolérantes (Nabors et al., 1980) puisque dans cette
voie des plantes tolérantes ont été obtenus aprés sélection  in vitro par le PEG chez
le blé dur (Bouharmont., 1991 ; Hsissou et Bouharmont., 1994) le riz (kavi Rishor and
Reddy., 1985, Adkins et al, 1995) et le Sorghum (Smith et al, 1985) et amenant a des
dérives génétiques (Janes., 1966 ; Milache., 1970)

D’autre part, I'addition des régulateurs de croissance au milieu de culture est
connue pour avoir de l'influence sur la fréquence des changements de caryotype des
cultures. Fréquemment l'auxine 2.4-D, et parfois a des concentrations élevees
(Kaeppler et al., 2000) est considérée comme responsable des variations

chromosomiques (Singh et al., 1975).

Les cals issus d’embryons matures et immatures ont été cultivés respectivement
pendant 8 et 5 mois in vitro, et repiqués chaque fin du mois sur milieu frai ; la durée de
cette phase était apparue depuis longtemps comme facteur de variation génétique
(Demarly., 1974 ; Sibi., 1976).

Les cals issus dembryons matures et immatures ont été repiqués
respectivement 9 et 6 fois ; la fréquence des mutations est également liée au nombre
de transfert in vitro (Deshayes., 1976 ; Skirvin et Janick., 1976 ; McCoy et Philips.,
1982 ; Mikoko-Nsika., 1982 ; Lee., 1984) comme si cette phase avait un effet
mutagene sur les cellules cultivées, ou si la régulation des systéemes de réparation de
I’ADN été perturbée (Sibi., 1981). Les tissus longuement cultivés, peuvent changer de
comportement ou de caractéristiques de maniere irréversible. Ainsi plus la phase
callogéne est longue plus la fréquence des variations est importante (Karp & Bright,
1985).

17-Paramétre physiologiques :

L’analyse de la TRE, permet de décrire d’'une maniére globale le statut hydrique
en réponse au stress hydrique subi, ainsi que de donner le niveau de turgescence a

I’échelle cellulaire (El jaafari., 2000).
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Dans notre cas, l'effet du PEG a induit une baisse substantielle des relations
hydriques (TRE) (Larabi et al., 2000). En effet, I'abaissement de la TRE pour la variété
Mahon Demias est de l'ordre de 22.64%. Cependant, la TRE de la variété Djenah
Khetifa est plus élevée que celle du témoin (19.95%) et ou on enregistre une TRE de
66.67% chez la plantule dérivée de cal témoin et de 89.31 % chez la plantule
dérivée de cal stressé. Il se pourrait alors que la variété Djenah Khetifa issue de cal

stressé a développée ou dispose d’'un mécanisme de tolérance lié au stress hydrique.

Les travaux de Matin et al (1989) et Diaz-perez et al (1995) suggérent que les
génotypes qui arrivent a maintenir une TRE élevée malgré le stress sont des génotypes
tolérants et qui dans notre travail sont les génotypes Oued Zenati et Djenah Khetifa. De
méme, des travaux réalisés sur le blé dur ont pus mettre en évidence que les plantes
qui manifestent des valeurs de TRE élevées étaient les plus tolérantes car elles
maintiennent des valeurs de Pn élevées malgré la contrainte hydrique résultats

confirmé par les travaux de Djekoune et Ykhlef (2000).

Le génotype Djenah Khetifa présente une TRE de 76.48% pour une Pn élevée
(3.59 umol m?s™) contrairement a la variété Mahon Demias qui enregistre une valeur

moins élevée s’évaluant a 66.67% pour des Pn moins élevées.

La présence du PEG dans le milieu a également engendré des réductions
importantes de l'activité photosynthétique. En effet, le taux d’abaissement chez la
variété Djenah Khetifa est de I'ordre de 43.76% par rapport a son témoin, les mémes
variations sont relevées sur la variété Mahon Demias de blé tendre (54%), nos
résultats sont confortés par d’autres travaux réalisés sur des variétés de blé tendres et
durs et pour lesquels les auteurs ont relevés un abaissement de la Pn sous contrainte
hydrique (Hopkins., 1999). Cette baisse de I'activité photosynthétique est généralement
attribuée pour une large part a la fermeture des stomates et donc a une augmentation
des résistances a la diffusion du CO, a travers la feuille jusqu’au site de fixation
(Djekoune et Ykhlef., 2000a). Les différents auteurs ont révéelés un parallélisme entre
laugmentation de la résistance foliaire et la chute de la Pn. Les résultats sont
consolidés par des pourcentages d’augmentation de la résistance stomatique
s’évaluant & 1.04% pour la variété Djenah Khetifa et de 35.98% de la variété Mahon

Demias.
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Sachant que ces variations étant directement liées aux variations enregistrées
sur la Rs. Ceci rejoint les travaux réalisés par Djekoune et Ykhlef (2000) ou il a été
noté que les génotypes dits tolérants ont pu assurer une bonne ouverture stomatique
avec maintien des taux de Pn plus ou moins élevés tel que la variété Djenah Khetifa
contrairement aux variétés sensibles dont la fermeture stomatique intense conduit a la

baisse de la Pn, phénoméne observé chez la variété Mahon Demias.

L’étude physiologique nous permet donc de déduire que les génotypes de blé
dur spécialement Djenah Khetifa manifestent une tolérance vis-a-vis du stress hydrique
plus importante que celle relevée chez les variétés de blé tendre (Mahon Demias). Nos
résultats concernant la tolérance du blé dur par rapport au blé tendre sont confrontés
par les travaux de Cauderon (1978).
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Conclusion générale
et discussion
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Le travail que nous avons entrepris comprend plusieurs niveaux, en définissant

pour chacun d’eux un objectif spécifique :

Les résultats obtenus pour la phase callogene indiquent que les embryons
matures issus de génotypes de blé dur, ont des réactions plus précoces que les plus
jeunes, tant pour le gonflement du scutellum que pour I'induction de cals. Par ailleurs,
'acquisition de la compétence a la callogenése est dépendante de trois facteurs

essentiels :

- L’age de I'embryon: les embryons matures se prétent le mieux a la
callogenese, ainsi la surface du cal augmente avec l'accroissement de la

surface de I'embryon (Jensen., 1976 ; Dale et Deambrogio., 1979).

- L’association constituée de 1mg/l d’AgNO3 et de 2mg/l de 2.4-D, semble
étre la plus favorable pour l'accroissement et la prolifération cellulaire.
Cependant I'utilisation de l'auxine 2.4-D a forte concentration a un effet
Feed-back sur la croissance des cals et qui finissent par un

dépérissement.

- L’espéce de blé: en moyenne, les variétés de blé dur favorisent mieux la
prolifération cellulaire. Cependant, les plus gros cals ne correspondent
pas tous forcement aux cals présentant les meilleures surfaces
moyennes ; la croissance des cals est trés hétérogene. L’aptitude a la
callogeneése est aussi liée a I'espece a l'intérieur de lagquelle cette réponse

peut encore varier suivant le génotype (Zryd., 1988).

A ce stade de culture, la variation somaclonale se manifeste au sein d’'un méme
génotype dérivé d'un méme embryon et cultivé sous les mémes conditions, du point de
vue : croissance, couleur, texture et aspect superficiel des cals. 4 types de cals ont été
obtenus chez les deux types d’embryons : des cals cubique volumineux, en palme, et
embryogéne, on y retrouve pratiguement toutes les variétés mais a des proportions

variables.
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Afin de favoriser la production des embryons somatiques, il serait préférable de
cultiver le cal en entier sur le milieu MS dénué d’hormones, puisque leur apparition s’est
effectués sur le milieu MS sans hormones. L'embryogenése somatique a laquelle on a
été confronté fait partie de 'embryogenese directe. La masse résulte de la multiplication
des cellules PEDC et donc de leur clonage (PEDC cloning) (Sharp et al., 1980).

Les régulateurs de croissance paraissent nécessaires pour le développement
aérien (AIB et KIN) ainsi que pour le développement racinaire qui se trouve étre a la
concentration associant I'AlA et le BAP, sur le milieu de base MS dilué de moitié en
concentration des macroéléments. Ce phénomeéene de régénération rend compte de la

capacité que possedent les cellules a restructurer une plante entiere en conditions

normales et en conditions de stress hydrique.

La réaction des cals face au stress varie simultanément au sein d’'un méme
génotype; 34.38 % des cals cultivés ont été sélectionnés in vitro pour leur tolérance aux
PEG, parmi lesquels les embryons immatures de blé dur en sont les moins atteints |l
est donc possible de sélectionner in vitro pour la résistance au stress hydrique chez le
blé dur et tendre.

La présence du PEG dans le milieu n’a pas réduit la fréquence de régénération
pour les embryons immatures, puisque 4 plantules se sont différenciées apres un séjour
de 30 jours sur le milieu sélectif, contrairement aux cals témoins qui n’ont permis la
régénération que de deux plantules. Les variétés régénérées sur cals stressées sont
normalement tolérantes au stress hydrique. On peut penser que le choc provoqué par
la transplantation de I'embryon dans un milieu synthétique perturbe le développement
normal (Monnier., 1980). En effet, le caractere sélectionné peut étre relié a des
modifications des propriétés des cellules membranaires (Martin et al., 1987 ; Vasquez-
tello et al., 1990). D’autre part, ce phénomene de résistance pourrait étre également
expliqué par le fait que les plantules régénérées ne présentent pas forcement des
modifications intracellulaires mais que ceci est peut étre di a la persistance de
quelques cellules non mutées dans le cal sélectionné (Demarly., 1986). D’autre part le
passage par cal favorise I'expression des genes non exprimés classiquement chez le
parent (Chevreau, 1991, 1996, 1997, Chevreau et al, 1999).
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L’age de I'embryon influence sur les aptitudes de tolérances au PEG ainsi que
sur la régénération, puisque cing plantules entieres se sont formées a partir
d’embryons immatures et parmi lesquelles trois sont issues de milieu stressé.
Cependant, le caractere de tolérance apparent chez le blé dur ne parait pas lié aux
capacités de régénération puisque le nombre de plantules régénérées a partir de blé

tendre et de blé dur est équivalant.

Les modifications morphologiques relatives a I'aspect, la croissance des cals et
la réaction des lignées cellulaire face au PEG ainsi qu’au niveau des plantules
régénérées relatives a la disposition du feuillage, la taille du chaume et la durée du
cycle végétatif (chez quelques variétés) et I'enroulement foliaire ; se traduisent par des
modifications des propriétés cellulaires (Alhoowalia., 1982 ; Fukui., 1983 ; Martin et al.,
1987 ; Vasquez-Tello et al., 1990). Toutes ces perturbations sont a I'origine de divers
facteurs dont le passage par cal (Clare et Collin., 1974), la durée de cultures in vitro
(Bayliss., 1980 ; Karp & Bright, 1985 ; Larkin., 1987), la présence de I'agent sélectif
(PEG) (Clare et Collin., 1974) et du 2.4-D (Kaeppler et al., 2000) dans le milieu ainsi
gu’a l'age de I'embryon (Zhang., 1988).

Les phénomenes observés de callogenese et rhizogenese sur les cals
complétement nécrosés n’exclue pas I'hypothése que des variations pourraient se
produire a leurs niveaux (Handa., 1983).

La technique de culture d’embryons immatures, pourrait constituer le matériel
privilégié pour la régénération de plantes tolérantes, en un temps relativement court,
ainsi que de sélectionner des plantules directement tolérantes aux stress hydrique. Ce
qui avantagera cette technique pour un gain de temps au lieu d’attendre la maturation
des graines. Cependant, la détermination de la nature génétique des variations
observées reste difficile (Maraschin et al, 2002) il serait alors intéressant et utile:

§ D’accroitre le nombre d’embryons cultivés de départ afin de régénérer un
taux élevé de plantules sur lesquelles il serait possible d’effectuer des

études plus approfondies.
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§ De vérifier la stabilité des nouveaux caractéres retenus sur les
descendants.

§ Cultiver les embryons immatures récoltés a différents ages et évaluer
leurs aptitudes a la callogenése ainsi qu’'a la fréquence de la variation
somaclonale.

§ Produire massivement les embryons somatiques, cela constituerait une
cible intéressante pour la transformation génétique et une méthode de
choix pour une multiplication massive en bioréacteurs et traitement en

semences artificielles.
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Annexe 1 : Composition chimique du milieu de culture MS (Murashige et Skoog., 1962)

Constituants

Concentration des solutions meéres

Macroéléments Mg/l MI/I
NH4NO3 33000 100 ml de la solution mere des macro-
KNO3 38000 éléments pour préparer 1 | de milieu de
CaCL2-2H20 8800 culture.
MgS0O4-7H20 7400
KH2PO4 34000

Microélements Mg/l MI/I
MnS0O4-H20 2230 100 ml de la squEion mere des r_n_icro-
ZnSO4-7H20 860 gLei\trSreeths pour préparer 1 | de milieu de
H3BO3 620
Kl 83
Na2MOO04-2H20 25
CuS04-5H20 25
COCL2-6H20 25
Fer Mg/l MI/I
Na2EDTA 3730 100 ml de la solution mére de Fe-EDTA
FeSO4-7H20 2780 pour préparer 1l de milieu de
Acides aminés et Mg/l 100 ml de la solution mére de Fe-EDTA
vitamines pour préparer 1l de milieu de
Acides aminés et Mg/l 10 ml de la solution mére des vitamines
vitamines pour préparer 11 de milieu de culture.
Glycines 10 _m[ de la solu,tion mere des_acides
Acide nicotinique ZT;S?: pour préparer 1l de milieu de
Pyridoxine-HCL
Thiamine-HCL
Saccharose 30000
myoinositole 100
Agar 7000
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Annexe 2

1- Pourcentage d’induction des cals (%IC) défini comme suit :

Nombre d’embryons ayant formés des cals

IC % = . .
° Nombre d’embryons inoculés

2- La surface des cals. Dale et Deambrogio., 1979 : deux diamétres sont mesurés
pour chaque cals : le plus large (D1) et celui perpendiculaire (D2). La surface est

déterminée comme suit :

D1 x D2
Surface de la cal en mm? = x 3.14
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Annexe 3

Temps minimal de stérilisation du milieu de culture Torres., 1989 et Anonyme., 1999.

Volume du milieu Temps minimal de stérilisation
(ml) (min)
20-50 15
75 20
250-500 25
1000 30
1500 35
2000 40
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Annexe 4 :
Analyse de variance de la taille des cals issus d’embryons matures et cultivés sur

10 mg/l de 2.4-D, 2 mg/l de 2.4-D, 2 mg/l de 2.4-D + 1mg/l d’AgNOs, apres 15 jours

de culture.

Variance DDL TestF
Var.Facteur 1 (Auxine) 2 32.317
Var.Facteur 2 (Variétés) 5 33.17"
Var Inter F1-F2 10 5.44"
Var. Résiduelle 162

Var. Totale 179

CV :57.5%

*** . Trés hautement significatif
** . Hautement significatif

Annexe 5:
Analyse de variance de la taille des cals issus d’embryons matures et cultivés sur

10 mg/l de 2.4-D, 2 mg/l de 2.4-D, 2 mg/l de 2.4-D + 1mg/l d’AgNOs, apres 60 jours

de culture.

Variance DDL TestF
Var.Facteur 1(Auxine) 2 133.59"
Var.Facteur 2(Variétés) 5 37.347
Var Inter F1-F2 10 9.137
Var. Résiduelle 162

Var. Totale 197

CV :46%

*** : Trés hautement significatif
** . Hautement significatif
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Annexe 6 :

Analyse de variance de la taille des cals issus d’embryons immatures et cultivés
sur 2 mg/l de 2.4-D + 1mg/l d’AgNOs, 2 mg/l de 2.4-D aprés 15 jours de culture.

Variance DDL TestF
Var.Facteur 1(Auxine) 1 457"
Var.Facteur 2(Variétés) 5 22117
Var Inter F1-F2 5 1.22
Var. Résiduelle 108

Var. Totale 119

CV :54.6%

*** : Trés hautement significatif

** . Hautement significatif

Annexe 7 :

Analyse de variance de la taille des cals issus d’embryons immatures et cultivés
sur 2 mg/l de 2.4-D + 1mg/l ’AgNOs, 2 mg/l de 2.4-D aprés 60 jours de culture.

Variance DDL TestF
Var.Facteur 1(Auxine) 1 28.89
Var.Facteur 2(Variétés) |5 4769
Var Inter F1-F2 5 1.65
Var. Résiduelle 108

Var.Totale 119

CV:42.8%

*** . Trés hautement significatif

Annexe 8 :
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Analyse de variance de la taille des cals issus d’embryons matures et immatures
et cultivés sur le milieu MS additionné a 2mg/l de 2.4-D +1mg/l d’AgNOs3 , 2mg/l de 2.4-
D apres 15 jours de culture.

Variance DDL TestF
Var.Facteur 1 (Embryon) |1 88.59"
Var.Facteur 2 (Variétés) |5 24,727
Var.Facteur 3 (Auxine) 1 464"
Var.Inter F1-F2 5 6.42"
Var Inter F1-F3 1 1.95
Var Inter F2-F3 5 1.17
Var Inter F1-F2-F3 5 0.61
Var. Résiduelle 216

Var. Totale 239

CV:67.2%

*** : Trés hautement significatif
** . Hautement significatif

Annexe 9 :
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Analyse de variance de la taille des cals issus embryons matures et immatures
cultivés sur le milieu MS additionné a 2mg/l de 2.4-D +1mg/l d’AgNOs , 2mg/l de 2.4-
D apres 60 jours de culture.

Variance DDL TestF
Var.Facteur 1 (Embryon) 1 287.10"
Var.Facteur 2 (Variétés) 5 56.43"
Var.Facteur 3 (Auxine) 1 31.86
Var.Inter F1-F2 5 3.25"
Var Inter F1-F3 1 7.027
Var Inter F2-F3 5 1.73
Var Inter F1-F2-F3 5 0.74
Var. Résiduelle 216

Var. Totale 239

CV:41.1%

*** . Trés hautement significatif
** . Hautement significatif

* : Significative.
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Annexe : 10 : Matrice des corrélations des embryons mature :

Auxines Variétés Taille 15 jours  Taille 60 jours
Hormone 1
Variété 0.155 1
Taille 15 jours 0.104 0.419 1
Taille 60 jours 0.724 0.253 0.637 1

Annexe : 11 : Matrice des corrélations des embryons immature :

Auxines Variétés Taille 15 jours Taille 60 jours
Hormone 1
Variété 0.149 1
Taille 15 jours 0.030 0.311 1
Taille 60 jours 0.511 0.201 0.600 1

Annexe : 12 : Matrice des corrélations des embryons matures et immatures:

embryon variété  hormone taille 15 taille 60
jours jours
embryon 1.000
variété 0.000 1.000
hormone 0.000 0.000 1.000
Taille 15 jours 0.431 0.210 0.099 1.000
Taille 60 jours 0.580 0.158 0.193 0.572 1.000
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Annexe : 13 : Effet variétal sur la surface des cals :

Variétés Moyennes Groupes homogeénes
WH 140.48 A

DK 139.25

MD 116.86 B

0oz 94.47

MX 89.06

AA 38.98 D

Annexe : 14 : Interaction :

Age de I'embryons X Variétés

Type d’embryon Variétés | Moyennes (mm?) | Groupes homogeénes
Mature WH 182.23 A
Mature DK 166.25

Mature MD 154.09 B
Mature 0oz 126.45

Mature MX 126.23

Immature WH 111.67 C
Immature DK 98.52

Immature MD 69.32 D
Immature 0oz 62.44

Mature AA 61.25

Immature MX 51.89

Immature AA 26.93 E

Annexe : 15 : Interaction Age de I'embryons X Auxines

Type d’embryon | Moyennes | 2.4-D ¥ AgNO3; Groupes homogeénes
(mm?)

Mature 151.02 2.4-D + AgNO3 A

Mature 121.12 2.4-D - AgNOs B

Immature 74.26 2.4-D + AgNO3 C

Immature 64.51 2.4-D - AgNOs D
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Abstract

Six varieties of wheat resulting from mature embryos were cultivated on MS
medium added at 2 different concentrations of 2.4-D in order to induce the callogenesis.
The best results are retained for the culture of immature embryos. Differing parameters
were considered: reaction of the scutellum, time of callus induction, area of calli, rate of
callogenesis. A selective pressure (PEG) was applied to these calli during 30 days. Al
calli were transferred on to regenerated medium. 4 types of calli were obtained from
mature and immature embryos. The growth regulators are necessary for the
development of roots (AIA+BAP) but inhibiting for the embryogenic calli. The immature
embryos regenerate the most plants, however the mature embryos cultivated on the
2.4-D+AgNO3 have the best performances of callogenesis. The regenerated seedlings
present morphological variations relating to the size and the orientation of the foliage,
and the vegetative cycle. These morphological variations appear since the stage callus
through diversity of the growth of the calli, the morphological appearance, as well as the
various answers of the cellular lines subjected to the PEG. We find these variations in
the same genotype resulting from the same type of embryo. The durum wheat was
shown more tolerant than the bread wheat. As for regeneration, the immature embryos

seem made up the ideals explants for regeneration like for obtaining tolerant plants.

Key words: Mature and immature embryo culture, Triticum durum, Triticum aestivum,
Growth regulators, Callogenesis, PEG, Regeneration, Somaclonale variation.
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