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Introduction

Les céréales occupent a I'échelle mondiale uneepfanordiale dans le systeme
agricole. Elles sont considérées comme une pritecgmaurce de nutrition humaine et animale
(Slama etl., 2005). Selon la FAO, (2007) leur productioniatt2001.5 Mt/an.

De 1930 a 1970 le monde a connu une augmentatipariemte dans les rendements
des cultures notamment celle des céréales, gréappdication des principes de la génétique

et de la cytogénétique dans le domaine de I'anatlar des plantes (Khush, 1999).

Les especes céréalieres aussi bien annuelles éreangs, recélent de nombreux
caractéres agronomiques intéressants (BommineniJagthar, 1997) c'est ansi que
I'hybridation interspécifique et intergénériquecaig¢ un réle crucial dans 'amélioration des
céreéales, par l'introduction dans différents calts; de nombreux traits désirables, a partir des
especes apparentées (Miller,1987 ; Doebley ,19@8).cellules et les tissus des plantes
monocotylédones étaient récalcitrants a la régénérmn vitro, et a la transformation par le
biais d’Agrobacterium (Repellin etal., 2001). En conséquence, les premieres céréales
transgéniques n’ont vu le jour gu’a la fin des am&980 (Rhodes at., 1988 ; Toriyama et
al., 1988 ; Zhang et Wu, 1988).

Les céréales ont une faible réponse aux technigigeda culturein vitro en
comparaison avec les dicotylédones. En effet, deslissus immatures ou les cellules d’'un
certain age peuvent étre induits pour une meilleégénération (Repellin at., 2001).

Les méthodes d’amélioration des plantes sont nambsmais I‘'objectif est unique a
savoir I'obtention de nouvelles variétés plus paithes, plus tolérantes a la sécheresse et
plus résistantes aux différentes contraintes tejles les maladies. Parmi ces techniques, la
culture d'embryonsin vitro, par I'utilisation de milieux de culture synthés comme le
milieu de Murashige et Skoog (MS) (1962), et lei@nilde Wong et chen (1984).

Notre étude s’inscrit dans le cadre du programnandlioration variétale du blé
tendre par l'utilisation des techniques de cultdiembryons initiés par le ministére de
l'agriculture. Ces embryons sont issus de crois&ratre des variétés locales et introduites,
L’objectif visé est d’optimiser la technique detowé d'embryons pour tester I'effet du 2.4D
sur milieu Murashige et Skoog (MS 1/2) a difféemntoncentrations sur trois variétés de blé
(sahel, Djanet ef.Monococcum). Notre essai a été réalisé a 'INRAA, au labaratale
physiologie végétale et amélioration des plantedraeail & été en collaboration avec les
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travaux de biomoléculaire a fin d'arrivé a réalisébut globale d'accéléré les cycles de
reproduction.

Notre travail est subdivisé en trois chapitres. ©&n premier chapitre nous avons
abordé les données bibliographiques relativedatehdre et a la cultuie vitro.

Dans le deuxiéme chapitre nous avons relaté lerrabéé les méthodes utilisées.

Dans le troisiéme chapitre, nous avons exposémstats obtenus et leur discussion,
et nous avons terminé par une conclusion et lesppetives d'étude.



Chapitre I
Données bibliographiques



Chapitre I: Analyse lmlgraphique

1. Généralités sur les blés
1.1. Origines génétique et géographique du blé tere (Triticum aestivum)

La découverte du blé remonte a 15000 ans avans-I&sust dans la région du croissant
fertile, vaste territoire comprenant, la vallée alurdiain et les zones adjacentes de Palestine,
de la Jordanie, de I'lraq, et la bordure Ouest’ldanl (Feldman et Sears, 1981 ; Mouellef,
2010). C'etait a une époque ou 'homme pratiquéja da cueillette et faisait ses debuts
comme agriculteur. Cette période coincidait avecépisode climatique sec, aboutissant a
'arrét du mode de vie de ‘chasseur cueilleur’, e@myant la domestication progressive des
plantes, associée a la création des premiéres coautas villageoises (Wadley et Martin,
1993).

Selon Doussinault &l.(2001)le Croissant Fertile est le centre d'origineblé qui diffusait
vers le Nord-Ouest par les plaines cétiéres duimaséditerranéen et a travers les Balkans,
puis en suivant la vallée du Danube pour arrivéa @allée du Rhin, entre environ 5000 et
6000 ans avant J.C. Les restes archéologiques embofue le blé a atteint 'Ouest de I'Europe
5000 ans environ avant J.C.D’aprés Feldman(2001)Afeque, la route la plus ancienne
gagna I'Egypte depuis 6 000 ans et se poursuivit eSoudan et I'Ethiopie au sud, et vers la
Libye a 'Est. A partir de la Grece et de la Cr&tentains blés rejoignirent également la Libye,
d’autres en provenance du sud de la péninsulesritadi et de la Sicile vers la Tunisie,

I'Algérie et le Marog(Figure 1).

P Arnivée de .. Diffusion de
g Triticum dungudunm ThRfteun aestiverm

-Reparhhon de Asgiiops tewschi (espéce sauvage)
I:I Aire probable o apparition de TrRlicwm sestivum

ismue du croiserment de Thitcun fuvgraom
at Asgifope tausachu

Legende

Figure 1 : Lieux d’origine et de diffusion du Blé a travers le monde (Vilmorin, 1880)
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L’espéce de cette époque lointaifrgjcummonoccucumest I'un des ancétres des blés
actuels. Le genré&riticum, se subdivise, en fonction du niveau de ploidiefreis groupes:
diploide, tétraploide et héxaploide, avec respestant 14, 28 et 42 chromosomes (Harlan,
1971). Ces trois groupes sont représentés, regpemnt, parTriticummonococcum .|
Triticumturgidumsspdurum.let Triticumaestivum LLe génome de ces especes est organisé
en une série basique de 7 chromosomes (X = 7 cls@mes), qui, au cours de I'évolution, a
gardé une certaine homologie (synténie), malgrsépkciation chez la famille des Poaceae
(Ahn et al., 1993).

Les especes de blé tirent leur origine génétiquecibésements naturels entre
TriticummonococcumTriticumurartu et des especes sauvages apparentées appartenant a
Aegilops Aegilops speltoidés Triticummonococcunet Triticumurartusont les premieres
formes de céréales cultivées, elles sont de catistitgénomique 2n = 14. Ainsi le génome A
vient de Triticumurarty, alors que le génome B vient degilops speltoidesCes deux

génomes, ensemble, forment la constitution génoendlygublé durTriticumdurumDes].

Le croisement entre I'especkiticumdurumde constitution génomique AABB et
Aegilops tauschii de constitution génomique DD, donna naissance espéce
Triticumaestivumde constitution génomique AABBDD(Feldman et Sed®31). Kihara
(1944) a été le premier a montrer que cAsgjilops tauschigui est le donneur du génome D
du blé tendre. Le croisement enireticumdurumet Aegilops tauschiissgstrangulata a eu
lieu il y a plus de 7000 ans (Dvorak et al., 19@8yure 2)
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Figure 2. Origines génétiques des différentes esmgdcde blés (Feldman et Sears, 1981).
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1.2. Classification botanique :
Cronquist (1981) a classeé le blé comme suit:
Regne:Plantae
Division:Magnoliophyta
Classe:Liliopsida
Ordre :Commelinidae
Famille:Poaceae
S/Famille:Triticeae
Tribu:Triticeae
S/Tribu:Triticinae
Genr@&riticum

EspecEiticumaestivum L.

1.3. Descriptions morphologique:
Les appareils végétatif et reproducteur du blé déntits ci-dessous.

1.3.1. Appareil végétatif :

D’aprés Soltner (2005), L'appareil végétatif eshsiitué de différentes talles émises
depuis le plateau de tallage a la base de la pl@ftaque talle se compose d'une tige, une
gaine, un limbe foliaire et un bourgeon axillaitgperte a son sommet un épi formé derangées
d’épillets situés de part et d’autre du rachilledn épillet regroupe plusieurs fleurs a

l'intérieur de deux glumes.

1.3.1.1. Tige
La tige est creuse et formée d'entre-nceuds, sEpped des nceuds.Chaque nceud est le
point d'attache d'une feuille. La hauteur de la tigrie selon les especes, les variétés, et

les conditions de culture (Soltner, 1990).
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1.3.1.2. Feuilles

Les feuilles sont alternes, longues, étroites eteevures paralléles. Chaque feuille
comprend deux parties : une partie inférieure epgmnt I'entre-nceud correspondant a la
gaine, et une partie supérieure, le limbe.A la lwaskmbe se trouve deux oreillettes plus ou
moins embarrassantes, velues chez le blé tefdtemaestivurh.) (Soltner, 1990).

1.3.1.3. Systéme racinaire

La racineest de type fasciculé et assure deuxiéms: I'ancrage de la plante au sol et
son alimentation en eau et en éléments minéraunl¢Betal., 2007).

1.3.2. Appareil reproducteur

Chez le blé, le type dinflorescence est un (fépire:3a), constitué d'un
ensembled'épille(Bgure:3b). Les fleurs sontattachées sur le rachillet (rameadant de
I'axe principal de I'inflorescence) (Boulal at, 2007).

a.épis b. Epillet

Figure 3: Morphologie des épis (a) et d'un épilletle blé tendre (b) (INRA, 2015)

La fleur est dite cléistogame, c’est-a-dire que, plus souvent, les pollenssont
relachésavant que lesétamines ne sortent.L’autod@&tion est lemode de reproduction le
plus fréquent (autogamie)(Bogard, 20Eigure 4).
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L'embryon est constitué d'un scutellum (ou cotyf§daui sécréte des enzymes qui
dissolvent I'amidon de l'albumen pour nourrir I'epam. Au cours de la germination une
coléoptile, qui devient la premiere feuille a larrgamation et qui enveloppe les feuilles
subséquentes émerge.Parallélement une coléorharaatgpour loger la premiere racine ou la
radicule.

La structure des grains de diverses céréalessst aemblable les différentes parties
composant un grain de blé est illustré pdigare 4.

etamines
Figure 4:schéma de I'appareil reproducteur du(B®LTNER, 2005
1.3.2.1. Structure du grain de blé tendre

Physiologiqguement, le grain des poacées est wyogse blanc ou roux, ovoide,
pesant de 35 a 45 mg (le grain est soudé aux pdeoi®vaire) jouant le role d’un fruit

renferment une graine, (cotylédon qui représenta 82% du grain) (GODON, 1991).

Le caryopse montre une face dorsale (arrierepetface ventrale (avant), un sommet et une

base. La face ventrale est creusée d'un profolad sjli s'allonge du sommet a la base. Le
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caryopse est surmonté d'une brosse et I'embryaiteétau bas de la surface doraere

Face ventrale Face dorsale

Figure 5: caryopses observés sous microscope phatpre (face ventrale et dorsale)
grossissement x40 (INRA, 2015).

L’espece Triticumvulgare est composée de trois parties essentielles leppe)
I'amande farineuse et le germe. Chacune de caspast formée de réseaux trées complexes
qui font encore I'objet de nombreuses recherchBl e ETEL et CHEFTEL, 1977).



Chapitre I: Analyse lmlgraphique

2. Application des Biotechnologies en amélioratiodes plantes

L'amélioration regroupe aujourdhui, l'ensemble decédés biologiques et
biotechnologiques qui permettent au sélectionneubign choisir sa stratégie d'action en
utilisant au mieux les ressources génétiquessankgériels disponibles, c'est la culturm «
vitro»,Le clonage, I'haplo-diploidisation. La fusion dellules et le transfert de génes
constituent. des technigues nouvelles et compléirestaux méthodes conventionnelles qui
permettent dans leur synergie, une plus grandeaeffé pour introduire une nouvelle

diversité génétiqgue(Demarley et Sibi ,1989;BonjetRicard, 1990).
2.1. Culturein vitro

La culture in vitro est une technique de production cellulaire peinéttla
conservation en survie, la prolifération voire méiobtention d’organismes entiens) vitro,
a partir d’'un fragment de tissu appedé&plant, prélevé sur l'organisme qu’on souhaite
multiplier, dans des conditions contrélées (Awaal, 1989 ; Simonin, 2006) et dans les
conditions d’aseptie totale afin que le développande I'explant ne soit pas géné par la

présence de bactéries ou de champignons (Zryd).1988

La multiplication in vitro trouve son fondement dans le concept de " totijmete
cellulaire " énoncé dés 1902 par HABERLANDT, et d@tné par STEWARD et son équipe

en 1958, lorsqu’ils obtinrent les premiers " emimgoartificiels" appelés " embryons
somatiques" a partir de cellules de carotte quiélué par la suite en jeunes plantules

(Augeet al.,1989).
2.1.1. Totipotence et dédifférenciation cellulaire

Les cellules végétales, prélevées sur un organee gilante, possedent la capacité de
régénérer un individu complet identique a la plamtere (Margara,1984., Cooper,1999).
Cette technique montre que chaque cellule somatigogent toute l'information nécessaire
a l'élaboration d'une plante entiere aussi compkoieelle ( Luttage et al.,1992 ). Ce

phénomene est appelé la totipotence celluléigare 6) .

10
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Cellule méristématique ou
Cellules Celiule de :
Explant * > : # cellule embryonnaire non
SFJé'ClallSéE'E différenciation : )
differencies

h

Vépétal Obtention des différents =
i t
xegeld < organes végétales (feullles, |e Différenciation uipiaten
EntiEF tige, ratme:l par mitose

Figure 6: schéma expliquant la totipotence des calks végétales (Morot-Gaudry Jean-
Francois, 2009)

La totipotence repose sur l'aptitude a la dédifféiaion (Cooper ,1999) qui est un
phénomene caractéristique des cellules végétales.d€rnieres sous certaines conditions,
perdent leurs caractéres différenciés et retrouleant états méristématiques (Margra,1984,
Luttge et al.,1992). Cet événement leur permeededéfférencier et donner différents types
de cellules spécialisées ( Cooper,1999) . Toutédoiedifferenciation ne peut affecter que les
cellules qui ne sont pas trop spécialisées (mar284) et dont la différenciation n'a pas
entrainé la dégénérescence du cytoplasme (Buv&)19xploitation de cette caractéristique
propre aux végeétaux a ouvert la voie a de nombseagplications en génétique et en

amelioration des plantes (Dubois,1989)

2.1.2. Callogenése

Les cellules végétales mises en culture dans dieunde culture contenant des
substances nutritives et des hormones, se divisemioliferent indéfiniment en produisant
une masse de cellules relativement indifférencaggselées cal ( Margra,1984;Albert et al
.,1989). En effet sous l'action des hormones désances contenues dans un milieu de
culture les cellules subissent une dédifférenalmaéibacquierent un pouvoir mitotique ce qui
abouti a I'augmentation du volume des explants danpremier temps puis a la formation
d'un cal ( Ighilhariz et al.,2008). Les cals samceptibles d'etre conservés indéfiniment par
repiquage,mais ils peuvent aussi étre utilisésmgoite quel moment pour régénérer de

manier indirect ,rapidement et en grande quanégpiiantes entieres ( Zryd,198)ure 7).

11
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Formation d'un cal a partir de la dédifferenciatitume cellule

cal

Cellule défferenciée

Cytoplasme Paro noyeu Vacuoe plaste protoplaste

Figure 7: Différentes étapes de la callogénése
2.1.3. L'organogenése

L'organogenese consiste a la formation de nouveaganes, Elle est la base
fondamentale dela multiplication végétative quipplée sur la formation de nouvaux

méristemes (Margra, 1984). Elle peut étreréalisansdeux voies:

» voie directe, qui conduit a la morphogenésedirgetda tige (la caulogenese) ou de
racines (Rhizogenése) ou des embryons (embryogésesmatique).elle Donne
ainsinaissance a des plantules viables, qui pe@temniacclimatées progressivement au
milieu naturel (Margara, 1984).

* voie indirecte, qui passe d'abordpar une callogeeégiont I'organogenése, suite a des

repiquages, apparait plus tardivement (Margara4;1268/d, 1988) .

Pour dédoubler le nombre de chromosomes a 2naitartrent a la colchicine est réalisé en
métaphase afin d'inhiber la formation du fuseaurauhtique. Ce processus permet de
restaurer la fertilité et de fixer les caracter@sdionnés (Maciejewski, 1991).

Ce processus d'obtention de plantes haploidesta garcellules gamétiques puis
haploides doublés, est appelé« Haploidie » (Pid®295). De ce fait, un haploidepossede le
12
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nombre gamétigue de chromosomes (Bonjean et Pit868f). Ce sont donc des « plantes

sans pére » (gynogeneése) ou des « plantes sans if@r@rogenése) (Demarly et Sibi, 1989).

Selon Pelletier (1998) cité par Teoule (1999), &extde production d'’haploides chez
le blé est satisfaisant. Des haploides doublesistagrés dans les programmes de sélection et

des variétés dérivées.

2.2. Culture d’embryons

L'embryon lui-méme est le résultat du développenmnta suivi la formation du
zygote issu de lafusion des deux gameétes parentaugatrimoine héréditaire de 'embryon
est la réunion des facteurs géniques apportéshpaun des deux gametes parentaux.

Par ailleurs, avec la découverte des hormonesaissance et le développement des
techniques de morphogenésevitro, I'environnement naturel de I'embryon est bien rmon
mais devient de plus en plus complexe a causentiractions des substances chimiques et de

leurs interventions sur le développement de I'erobrgt la morphogenése en général.

2.2.1. Croissance et survie des embryons

La technique de culture d’embryon s’est beaucouglianée ces derniéres années. Un
des criteres qui permet d’apprécier cette évolutisiia taille minimale de 'embryon qu’il est
possible de cultiver (Monnier, 1995). Hanning (1p6édltivait des embryons de 2 millimetres
de long sur un milieu relativement simple, 'amg&lition des conditions de culture a permis

de cultiver avec succes des embryons deus0QLa rue,1938).

Généralement, lorsque des embryons de différenteguéurs sont excisés etdéposés
sur un milieu nutritif, il est possible de constateie la survie des embryons augmenteavec
leur taille. En effet, lorsqu'un embryon a plus #@0um, il n'est pas influencé parles
conditions de culture (Monnier., 1995).

Les embryons doivent disposer d’'une source de s{ggeéralement, lesaccharose
s’est révélé étre la meilleure source énergétigDe).nombreux auteurs ontmontré que la
concentration de saccharose doit étre plus élewédagconcentrationemployée ordinairement
dans les milieux utilisés pour la culture des ssd0’estainsi que Rietsemaet al.(1953) ont
montré que la survie varie de fagonimportante dv@oncentration en saccharose.

Denombreux auteurs ont ajouté au milieu de culties extraits de plantes. Cette

idéevient principalement du fait que I'embryon ti@i’intérieur de la graine par assimilation

13



Chapitre I: Analyse lmlgraphique

de l'endosperme. C'est ainsi que Li (1934) ajouta railieu de culture un extrait
del’endosperme qui stimula considérablement le ldgpement des embryons en culture.

Les effets du lait de coco sur les embryonsDdd¢ura ont souvent été rapportés.
D’autre part Veen (1963) et Raghavan et Torrey 41 @t montré que lescytokinines et les
auxines sont susceptibles d’augmenter la survieddsyons enculture.

Il est observé que le taux de survie des embryaits/és in ovuloest toujoursplus
importantque celui des embryons isolés. Bien gnél soit pas possible de cultiver des
embryons isolés de g, ces derniers survivent toujours dans des owll@agés in vitro.

Dans ce cas le taux de survie arrive a 40% (MonriiéB4).

2.3. Choix des milieux de culture

Le choix du milieu de culture est arbitraire dares dulture in vitro. Selon
Monnier(1995) la croissance et la survie des emimysont considérablement affectés par
lacomposition minérale du milieu.

Le processus de croissance, développement desepladt en grande partie
étroitement lié a la composition du milieu de prctitan.

La plupart des auteurs commencent par essayetilEurMS (Murashige et Skooge.,
1962) qui est généralement le plus utilisé lordagidgit d’organogenése, d’embryogenése et
de callogenese. Il est caractérisé par sa composn éléments minéraux nécessaires aux
différentes activités du métabolisme cellulaireridy et Mengel., 1979). Le fer constitue un
élément essentiel pour la croissance des embrilernstituent la classe la plus importante
pour linduction de cals. En effet, l'initiation decultures n’est possible que si le milieu
contient des concentrationsrelativement importadtasxine. L’auxine synthétique la plus
efficace estprobablement le 2.4-D, cependant déawduxines ont été utilisées comme I’ANA
et AlA...(Vian and Phillips.,1978).

Les cytokinines, dont I'existence dans la plupas gégétaux a été mise enévidence
par Skoog etl.(1966) sont utilisés maintenant couramment posircldturesdes tissus.Elles
ont cependant, montré des cas d'inhibition.

Bien que les auxines et les cytokinines soient sougonsidérées commeantagonistes,
leur utilisation simultanée a parfois un effet agigue sur certainsprocessus physiologiques.
Skoog et Millier (1957) ont montré qu’une prédonmiced’auxines favorise le développement

14
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racinaire.Le rapport auxine/cytokinine déterminedéenir des tissus en culture ; C'est la
notion de balance hormonale (figure:8).

Chaque hormone induit la formation d'un organeadadnte. En effet, les Cytokinines
entrainent la formation des bourgeons, les Auximsainent la formation des racines. Et

lorsque les quantitésd'auxine et cytokinine sontlesy y'a une division cellulaire
indifférenciée.

Formation de racines

Développement des embryons

Formation de cals

Formation de
F bourgeons

Figure 8: balances hormonales

2.4. Composition du milieu de culture de murashiget skoog (1962) (Annexe 1)

Les éléments contenus dans la solution nutritivet smuméres ci-dessous et les
guantités préconisées sont détaillées en Annexe I.

2.4.1. Sels minéraux

Composés de macro et de micro éléments : les @ofutneres préparées doiventétre
stockées au froid (2°C) et a I'obscurité, pour doge limitée.

15
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L’équilibre minéral mis au point par Murashige &b8g (1962) a été défini apartir de
travaux sur la croissance des cals de tabac csiitivéitro. Il permet de bons résultats pour
beaucoup de culture (embryons, méristemes).

2.4.2. Sucres

Le saccharose constitue en général la meilleurecsade carbone il est apporte a
déférentes concentration selon le milieu utilisé passage a l'autoclave provoque une
altération des sucres par hydrolysemais ceci neepté pas d’'inconvénients sur le plan de la
croissance.

2.4.3. Vitamines et acides aminés

Les vitamines utilisées sont : la Thiamine-HCL, Pgridoxine-HCL, la Glycine
etl'acide Nicotinique. Il a été démontré par plusse chercheurs, que I'emploi de
diversesvitamines dans un milieu de culture faeoles développement des cultuiiesitro
Boccon-gibod (1980).Comme il peut étre long etidestix de peser les produits nécessaires
achaque préparation du milieu, l'utilisation deslusons meres dont les ingrédients
sontincorporés au préalable est recommandée (Jen$éid7 ; Anonyme., 1999 et
Shama.,1999).

2.4.4 Régulateurs de croissances

Ces substances sont utilisées a des doses failearient selon le milieu, mais sont
d’'une importance considérable (Norstog., 1961).

Plusieurs régulateurs de croissances sont dégesdaplr la lumiéere en
solutionaqueuse comme la Kl, d'autres sont dégrausss la chaleur comme I'NAA,
maiscertains sont stables a 120° C tel que 'NA&.4-D, le BAB.

Les régulateurs de croissances ne sont pas solddtes|’eau. Ills sontpréalablement

solubilisés dans des solvants appropriés.

2.4.5. Substances gélifiantes
La substance gélifiante utilisée est I'agar qui @ws¢ substance extraite des algues
marinesappelés agar-agar ou gélose, elle se diast@Q0° C, et donne un gel transparent

audessousde 40° C.
2.5. Intérét de la culture in vitro

La culturein vitro des tissus offre des avantages incontestableslaquatique de la

multiplication végétative :

16
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Elle permet une production d'un grand nombre datptagénétiquement homogéenes
en un laps de temps court, ce qui offre un grarahi@ge pour le reboisement rapide des
plantations qui pourraient étre ravagées par deaspp@s ou des catastrophes naturelles
(Boxuset al.1995).

La culturein vitro des méristemes permet I'obtention de plants sapeatir de plants
virosés (Augeet al.. 1989 : Evans. 1989 : Simonin. 2006) ce qui donmgnand espoir pour
le sauvetage de variétés menacées de disparitiopluE Les cultures peuvent étre conservées
au froid, ce qui facilite ainsi la constitution déanque de genes » (Margara, 1984).

La culture in vitro permet I'obtention de plantes présentant des témesc
agronomiques intéressants restés silencieux dansdeditions naturelle (Dubois, 1989 :
Evans., 1989).

La technique de la culture in vitro offre a I'noudiiture des applications extrémement

nombreuses grace a I'organogenese (Margara, 12§d,:1988).

2.6. Inconvénients de la culturen vitro

Malgré ses avantages, la culturevitro des tissus peut présenter quelques risques :
Les plantes obtenues par la culture des méristdomsindemnes de virus mais ne sont pas
devenues résistantes a ces derniers et les indivghus d'un méme méristeme peuvent
étrerecontaminés, une situation qui rend plus digp#obleme de I'érosion génétique. Risque
de dérive génétique suite au passage ou I'emploedains régulateurs de croissance a des
concentrations élevées. En effet un déséquilibrenbpoale peut provoquer des modifications
aléatoires sur des chromosomes et permet I'obtedgovariants différents de la plante mére
par leur morphologie ou physiologie (Margara, 1984)

Le codt du planin vitro est plus élevé que celui d'une bouture obtenwssiglaement.
Il demande une main-d'ceuvre spécialisée qui repesenviron 60% a 70 % du prix de
revient (Boxuset al.,1995).

2.7. Condition de culture
La température et la lumiére sont les facteursresagues les plus importants en culture
vitro.
2.7.1.Température
La température des Chambers de culture est hdbiueht réglée de facon constante

a 22 + 25 C°. Cependant, la température réelldismss a I'intérieur des récipients de culture
17
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peut étre supérieure de 2° a 4° C, c’est pourdqusitipréférable de régler la température de la
chamber a 2° C au-dessous de celle désirée. Pooriser la callogenése la plupart des
auteurs utilisent des températures de 22+ 3C°eérgkn

2.7.2. Lumiere

Elle peut stimuler la prolifération et la croissandes cals. Elle pourrait aussi
contribuer & leur formation (Briggs., 1964). De dia¢cgénérale, le début de croissance
nécessite une faible intensité lumineuse. Pour tiesus cultivées a [I'obscurité, la
photosynthese n’est pas une activité nécessairgqumril’énergie est fournie sous forme de

glucide.
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Matériel et méthodes

L’objectif de notre travail consiste écélérer les cycles de reproduction et amélilarer
gualité et la quantité de trois cultivars de legdre a travers la culturan vitro des embryons
immatures dans un milieu de culture (MS) a diffées concentrations de 2.4-D

1. Localisation du site d’étude

Notre expérimentation a été réalisée au niveauladelivision biotechnologie et
amélioration des plantes a I'Institut National decRerche Agronomique d’Algérie (INRAA) au
sein de la station de recherche Mehdi Boualernuésiau sud-ouest d’el Harrach dans la partie
orientale de la Mitidja (figure 09).

Figure 09: localisation du site d’étude.
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2. Matériel végetal

Pour nos essais, nous avons utilisé trois varigeéblé, deux de blé tendrel(iticum
aestivum) de variété Sahel l'autre de variété Djanet et Tuiticum monococcum .
Notre choix a été motivé par les caractéristiquedreéssantes qu’offrent ces especes.

Elles sont indiquées dans le tableau 3.

Tableau 1 : caractéristiques et abréviations adop#s aux variétés testées.

Variété Caractéristiques abréviation

Résistance au stress
Sahel biotique

Bon rendement

Résistance  au  stress
Djanet biotique

Bon rendement

Bonne qualité
Triticum monococcum technologique
Résistance au  stress

biotique

2.1- Le semis

Le semis des graines a été mené dans des polEsique

Nous avons mélangé un substrat contenant deux esldeterre et un volume de sable.

Nous avons ensuite mis quatre (4) graines par pot.

Le semis a été conduit dans une serre controlée.

Nous tenons a signaler que nous avons realisé (Bpisemis échelonnés sur trois (3)
dates de 10a15 jours d'intervalle les dates soantionnées ci -dessous:

Le 05. 02.2015;

Le 28.02.2015;

Le 15. 03.2015
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L'essai a été conduit sous serre semi controléaefan 2) dans les conditions suivantes :

température 20° C le jour et 15°C la nuit et unenidgité comprise entre 60 et 80 % (figure 10).

, s ot
Figure 10 : Disposition des pots dans la serre semi -contrblée

2.2-Prélevement des épis

11 semaines apreés la date du semis, les épis et @es au stade laiteux.

lls sont ébarbés puis décortiqués. Les graimegérées sont déposées dans des boites
de pétri codées puis stockées a 4 °c jusqu'a ke emisulture (figurell).

Le nombre de grains prélevés de chaquiété est 300grains.

Figure 11 : Décortication des épis et conservation des grains dans des boites de Pétri
21
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3. Mise en culture des grains

Pour la mise en culture, les embryons immaturésétén cultivés sur le milieu Murashige et

Skoog (1962) avec trois combinaisons hormonalevairs:

M1:MS1/2;

M2 : MS1/2 & 2.4-D, 2ml ;

M3 : MS1/2 a2.4-D ,10ml.

L'utilisation de ce milieu MS (Murashige et Skoo§962) a été citée dans de nombreux travaux
comme favorables a la réponse a I'instants de &ustsHenry-1986,Picard 1980 et Chu et Hill-
1988 . Pour la régénération des cals c'est le milidang et Chen (1984) qui a été utilisé

(annexe 3,figure 37).

3.1. Milieu de culture

3.1.1. Composition du milieu d’induction (AnnexeO}L

Pour la préparation des milieux d’'induction, dekisons meres de macroéléments et
microéléments ont été préparées (25 et100 foiserure) Les solutions méres contiennent des
vitamines tels que la Thiamine, la Pyridoxine &title Nicotinique.

Le fer sous forme de Fe EDTA BeSO47H ;O solubilisé dans de I'eau distillée et
préparé a une concentration de 100 fois.

Les régulateurs de croissance utilisé dans lerdifts milieux sont de Il'acide
abscissique BAB, 2,4D (2,4 dichlorophénoxyaast)get I' auxine acide naphtaléne acétique
(NAA). L’acide abscissique est solubilisé daredbol a une concentration finale de 1mi/l.
Pour l'acide naphtalene acétique (ANA), le solvarnilisé est [Ialcool absolu a une
concentration finale de 2ml/l et pour le 2.4D oajeuté 2ml/l dans le milieu M2 et 10 ml/l pour
le M3.

Ces solutions sont stockées & ‘¢ @t & I'abri de la lumiére (verrerie teintée).eBlise
conservent et restent actives durant 5 mois paurstdutions meres et 4 semaines pour les

vitamines.
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3.1.2 Préparation des milieuxde culture

Les milieux d’induction et de régénération sordéparés a partir des solutions meéres.
Les solutions meres sont prélevées comme sulit :
Le volume des différents éléments (macro et micie)sucrose, le fer et I'agar est ramené a
900ml avec l'eau distillée. Le mélange est dissaufaide d'un agitateur sur une plaque
chauffante jusqu’a ébullition a 100°c (figure 1R be volume a été ramené a 1000ml apres
avoir ajouté les vitamines (la Thiamine, la Pyritk@ I'acide Nicotinique) et les
hormones (NAA .BAB ET 2.4D) par I'ajout de la difééce avec I'eau distillée. Le pH est ajusté
a 5.8 avec une base (NAOH) ou un acide (HCL) pailisation du pH meétre (figure 12 b). Le
milieu va étre stérilisé par autoclavage et caladas des boites de Pétrie apres refroidissement

(40°c) sous la hotte ( annexe 4, figure 38) afaviter toute contamination (figure 12 c, d) .

b :Ajustement au PHmetre

¢ ,d :Répartition du le milieu de culture dans des boites de Petri sous la hotte.

Figure 12 : Etapes de la préparation du milieu deudture.
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3.2. Stérilisation

Avant chaque mise en culture les pinces (courtéaex), les scalpels ainsi que le papier
peline sont stérilisés a I'étuve (annexe 4 ,figd€y pendant 4 heures a une température de
160°C. Lors de la mise en culture les instrumesoist stérilisés avec le stérilisateur & billes
(annexe 4, figure 41) a chague manipulation.
Avant la mise en culture des embryons, la hottexaléminaire est allumée pendant une heure et

désinfectée avec de I'alcool & 70° (annexe 5).
3.3. Stérilisation du matériel végétal

Les grains de blé tendre sont trempés dansain d’eau de javel (annexe 6) &% (8
pendant 10 min sous agitation. lls subissent un blcool & 78 pendant 10 min puis sont
rincés a I'eau distillée stérile (soient trois {(Bins de rincage a I'eau distillée stérile dans des

conditions d’aseptie rigoureuses) (figure 13).

Eau de javel

Eau distillée stérile

Tubes a essai contena

les graines de blé tendre

Figure 13 : Stérilisation du matériel végetal.
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3.4. Dissection et ensemencement des explants

La dissection des caryopses se fait sous lae lidigure 14). Une incision dans le tégument,
sur la partie dorsale est pratiquée (figurel4 Bmbryon est prélevé soigneusement au bout du
scalpel est déposé avec précaution sur le milegulture, de sorte que le scutellum soit en
contact avec le milieu de culture (figurel4c).

Les embryons sont disposés de part et d’auti@san de dix embryon par boite de pétri afin
d’éviter tout risque de contamination (figurelb).

Les boites de Pétri sont ensuite scellées aveadafilm. Elles sont placées dans une chambre

de culture ( annexe 7) a l'obscurité, a une teatpés de (25+27 C.

a: Préparation de la hotte b : Position du caryopse pour la

pour la dissection. dissection.

¢ : Prélevement de I’embryon.

Figure 14 : Etapes de dissection des grains immatures. 25
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Figure 15 : Ensemencement des embryons dans le raiide culture.
4. Suivi des cultures
Tous les trois jours les boites ensemencéesvgoifites et celles contaminées éliminées.

Ainsi avons-nous estimé le taux de contaminat&mig formule suivant :
% = (Nombre. d’embryons Perdu/Nombre d’embryoriisalin 100

Figure 16 : Boites ensemencées contaminées.
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4-1. Observation et déscription des formations obhues

Trois a quatre (03 a 04) semaines environ aprésise en culture des embryons, nous
avons observé ['apparition des premiéres néofoomait (figurel9a et 19b).Nos observations
ont été effectuées au microscope optique x40 éxanB) doté d'un adaptateur et d’un appareil a
photos ainsi qu’ a la loupe binoculaire (G :10x2).

Figure 17 : Néoformations des embryons observés somicroscope photonique (G :40x10).

5- Régénération :

Au bout de 5 a 6 semaines de culture les formatiggstique obtenues, sont transférées
dans le milieu de régénération. Les conditions sentiques a celles de la phase d’induction
soient une température ambiante de 25 +/- 1°Geeluniere

5.1 - Repiquage des cals

Le premier repiquage a pour but d’éliminer les grabs ayant induit des cals nécrosés et ne
garder ainsi que ceux qui sont capables de fodmivéritables cultures de tissus. Il peut donc
étre considéré comme un prélevement de secome.ord

La conduite des manipulations doit toujours §trielée par le souci de ne pas transporter

27



Chapitre Il : matériel et méthodes

des germes dans les milieux neufs qui peuventaagner certaines parties de I'explant
(Figurel8).

Figurel8 : cals repiqués.

6. Acclimatation

Les plantules issues des cultures en boites dd, Rigivent étre soigneusement
débarrassées du milieu de culture par ringcageau [(figurel9 a ,b ,c).

Les plantules sont placées individuellement dasspdés contenant un mélange constitué
de deux tiers (2/3) de sable et un tiers (1/3)esteaiu. Les pots (figurel9 d) sont maintenus
dans une atmosphere humide au laboratoire dassulg de reconstituer les conditions d’'une
serre.
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—————————————— —————————————

a :Plantule en boite de Pétri b :Rincage des plantules C :Plantule apres rincage

d :La plantation

Figurel9 : Acclimatation des plantules issues des embryons immatures.

7. Analyse statistiques

L’ensemble des résultats obtenus lors de nos gssaiexe 3) ont été soumis a une
analyse de la variance a deux critéres de claadit en utilisant le test (ANOVA) avec le
logiciel stat-box version 6.A cette analyse faitesle test de Newam et keuls qui permet de

classer les difféerents moyennes dans différemtspgs homogenes.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

900 embryons des trois cultivars (Djanet, sahdl.mbnococcum) notées V1, V2 et V3
de blé tendre prélevés et mis en culture dans Ruxilde culture notés M1, M2 et M3 ont
montré des réponses différentes concernant leumigation, le nombre de cal formeé et leur
régeéneération.

L'ensemble de ces réponses est noté dans le tébleau

Tableau 3: Réponses induites par les milieux M1, M@t M3 sur les variétés teste.

Milieux
Variétés Réponses observé M1 M2 M3
Embryons 100 100 100
Germination 25 17 00
V1 Nombre total de cals | 41 43 76
Nombre de cals non | 25 37 96
régéneéres
régénération 16 06 07
Embryons 100 100 100
Germination 23 23 00
V2 Nombre total de cals | 57 39 70
Nombre de cals non | 49 33 44
régéneéres
régénération 8 6 26
Embryons 100 100 100
Germination 48 14 00
V3 Nombre total de cals | 26 58 85
Nombre de cals nor | 8 16 37
régénéeres
régénération 18 42 48
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1. Caractérisation morphologique

Deux semainesapres la mise en culture des embrymmsatures dans le milieu (MS
1/2) nous avons observé un début de germinationg(®\)est caractérisépar un gonflement de
I'embryon de coléorhize puis apparition de racifis apparition de la partie aérienne verte a

partir de la coléoptile (C) et enfinle développetmmmplet de la plantule (D).

Microscope

photonique X40

1:Coléorhize 4: racines principales et racines adventives
2: Coléoptile 5: premiere feuille
3: Embryon tamule
Figure20 : Différentes phases du développement dembryons de blé tendre sur le
milieu MS 1/2.
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Une induction de la callogénése chez les explantsatures des trois variétés a apparu
en seulement trois jours. Ce phénoméne pourregt dile a la fragilité de leursstructures

membranaires qui permet ainsi une pénétration eagéd’auxine.

Selon les milieux et les variétés utilisées, lds ismsues sontdifférentes par la couleur qui
varie du blanc aujauneou au marron foncé (calsoségret la texture (figure 22).Ainsi, 'aspect
des cals change en fonction du milieu de culturelest conditions d’incubation (annexe.l,
Tableau 4).Le milieu M3 contenant le 2.4 D a 10mg/ldonné un taux élevé de cals compactes

blanchatres (A).Dans les milieux M1 et M2 nous avobservé surtout des cals chlorophyllien

(B). Le milieu de culture contenant 2mg/l de 2.4Dfavorisé I'apparition des cals rhizogénes
chez les différentes variétés (C) (Figure 21).

Prise sous microscope
photonique X40.

—— ]
Cal embryonnaire
chlorophyllien

Cal friable

Apparition des
racines sur les
cals

Figure 21: Différents types de cals observes surdelifferents milieux utilisés

(M1, M2, M3).
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» Cals nécrosés (Brunissement)c'est une entrave récurrente et difficile a évikdle se
manifeste par un changement de couleur du calttpintd'abord la surface de la coupe
en contact avec le milieu, puis s'étend sur Iditétdu cal.

Cal friable

- Blanchatre

Cal jaunatre

‘Hyper hydrique

Cal nécrosq
[

Figure 22 : Différentes teintes variété de couleursbservées sur les cals

Un mois aprés la mise en culture, les cals embmyioes (A) ont été transférés dans un

milieu de régénération mis au point par wang enai®84).Une semaine aprestransfert nous
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avons observé une régénération de jeunes pousdes (B) et deux semaines aprés nous avons

de petites plantules (C) (figure.23).

A: une semaine apres repiquage des cals B: deux semaines apres repiquades cals

C: trois semaines apres repiquage des cals

Figure 23 : Régénération de plantules vertes a pérde cals embryonnaires
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2. Effets de 2.4D sur les différent¢ réponses
A. Effet de la concentration en 2.4D sulla germination dans différents milieux de
culture M1, M2 et M3
Les résultats de l'analyse de la variasont groupés dans le tableauannexe 3) et les
résultats obtenus montrent que la diminution deolacentration en 2-D s'accompagne d'une
augmentation de la germination zygotique. Maisecatigmentationest plus ou moins importe

selon le cultivarconsidésént matérialisés par les graphesa Figure 24.

60

50

40

30 M 1v

H2v

pourcentage

20 -

i 3v

10

™ 2M 3M

milieux

Figure . 24- Effet de la concentration en 2.-D, sur le taux de germination zygotique dar
les milieux M1, M2 et M3.

Chez la variété sahldstaux de germination zygotigles plus élevs sont obtenus dans
le milieu M1 avec un tauge 25%. Dans les milieux M2 et M&es taux sor respectivement
de 17% et 0%. Quant alariétéDjanet,le pourcentage le plus élel8 %) a été enregistré sur
les milieux M1etM2, alorguesur le milieu M3aucune germination n'a été obser

Chez T.monococcum48% de germination a été noté&mr le miliet M1 et
destauxrespectifs del4 %086 ont été enregistrés surles milieM2 et M3

Le rapport auxineitokininejouerait un role capital dans Ipeénomens de callogénése
et organogenése. En effeine diminution du taux de germination zytiquea été enregistrée

chez les trois variétés, &aite de 'augmentation 2.4-D.
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Le rapport entre les auxines et les cytokininesgadesvarieraitselon le cultivar, ce qt
expliquerait les différences les tendances observées des taux de germi zygotique
occasionnées par l'ajout de -D. Les variétés Djanet d.monococcum présentent une bonne
aptitude a la culturian vitro contrairement a sahel gserait moins propice

Les fortes concentrations e€2.4-D ont tendance diminuer l¢ taux de germination
zygotique. L'addition de 12.4-D au milieu de culture entraine umegmentation du rappc
auxine/cytokinine, cequi favorise un développementmorphogénétiqt (embryogenése

somatique)

B.Effet de la concentration en 2.4D sur les cals de différes variétés de bl¢

Les taux de cals non régénérenregistrés dans les mileeud'induction MS1/2

différentesconcentrations de 2.4D screprésentés sur la figure 25.

80

70

60

50

40 H1v

pourcentage

30 2V

M3V

20

10

™ 2M 3M

milieux

Figure 25.- Effet de la concentration en 2.-D, sur le taux decals non reggénéré dans M1,
M2 et M3.

L'augmentation deal concentration er2.4-Da 10ml/l serépercut globalementsur
l'augmentatiordu taux de callogéise. Cependant, cet impact difféselon lavariété, cetaux est

respectivement de I'ordre 88%chez sahel ,44%chezDjanet, et 3¢g8€zT.monococcum.
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Chez les variétésahe ,T.monococcum et Djanet, les taux deallogénés commencent a
diminuer a partir de laoncentratior2ml/L., avec des taux respectifs d&g33% et 16%.

Le taux decallogénés dans le milieu MS1/2 atteint 25% et 436 € % respectivement
chez les variétés sahel,Djar¢T.monococcum.

Ces resultasexpliqueraier par le rétablissement d'u@quilibre entre auxines et

cytokinines, favorable aldivision cellulair.

C. Effet de la concenration en 2.4-D, sur le taux decals régénérés dans M1, M2 ¢
M3.

La présence de 2-a troisconcentrations différentes a un effet sur le poueage d

cals embryogénes (Figure 26)

60

50

40

M1v
30

H2v

pourcentage

i 3v

20

10 A

™ 2M 3M

Figure 26 : Effet de la concentration en 2.-D, sur le taux de cals r§énéréssur les milieux
M1, M2 et M3.

Le traitementes embryons avec du 2.4D a entrainé une régémeratnnéegligeable des
cals dd.monococcum et ce sur les milieux de culture utilisés. Des prtipns de 18%,42%

48% ont été enregistréesspectivements les milieux M1, M2 et M3.
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Dans le cas des variétés Sahel et Djanet nous aglawe les mémes résultavec 6% de
régénération sur M2@ant au milie M3 nous avons noté un taux de 26% pour lavariet&
bien plus impodnt que celui obtenu avec la variété Sahel qut gles de 7%.1l en est de mél
pour le milieu M1 qui s'est réveélé bien plus favdeapour la variété Djanet avec léde cals

régeénerés contre un tateprésental deux fois le taux enregistré aveo/kxiété Sahel soit 8%

3. Analyse statistique

3.3. Analyse des résultats d’effet interaction milie variété sur la germination, callogénése ¢
régeénération

3.3.1. Effet de l'interaction milieu, variété sur la germination

6
5
4
o]
c
g 3 CRLY
g
M2V
2 1 M3V
. I
0 u
™ 2M 3m
milieux

Figure 27 : Résultats dd'analyse de la variance dd'effet de I'interaction milieu variété sur

la germination.
Les résultatsle I'analyse de la variana deux critéres de classification ¢ montré

qguel’interaction milieux, variété a un effet significatiur le taux de germination avec un

value =0,011 (p<0.0Fjableau ' ,annexe 9).
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Le test de Newman et keuls a per de classer les moyennes on quatre gro
homogenes (V3 M1= 4.,8dlans le groupe , (V1V2, M1M2 = 2,5 dans le groupe B
,(V1V2,M3=1,9)dans le groupe et (V1M3= 0) dans le groupe (@ableau i ,annexe 9).

3.3.2.Effet de l'interaction mili eu, variété sur le nombre total de cals

taux

1V

M2V
3V

™ 2M 3M

milieux

Figure 28 :Résultats de l'analysede la variance de [I'effet de l'interaction milieu,variété

sur le nombre total de cals.

Les résultatsle I'analyse de la variance a deux criteres dsifiztion a montré
gue les milieux étudiés ont affecté d’'une maniégs hautement siificative le nombre de cals

induits avec une P value0,000! (tableau 9 , annexe 9).

Le test de Newman et keuls a permis de classemi®ennes on cing groug
homogénes (V3M3=8.5)ans le groupe 4 (V1M3=7.6)dans le groupe ,(V2M1= 6) dans le
groupe C ,(V2M2 = 4.3}dans le groupe,( V3V1 = 2.6)dans le groupe (tableau 11 , annexe
9).
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3.3.3. Effet du milieu, variétés sur les cals non g&nérés

8
7
6
5
[
K]
& 4
§ M1V
3 M2V
2 - M3V
1 .
0 i
1™M 2M 3M
milieux

Figure 29 : résultats de I'analyse de la variance de l'interaction milieu, varmté sur le
nombre de cals nonégéneéreé.

Les résultatsle I'analyse de la variance a deux criteres dsifization a montré que
l'interaction milieu, variététudié« ont affecté d’'une maniére trés hautement ificative le
nombre de cals non régénéréP value = 0,0024 les cals non régénéiaisieau 1 ,annexe 9).

Le test de Newman et keuls a permis de classemi@gennes on six grouj
homogénes (V1M3=6.9ans le groupe , (V2M1=4.9)dans le groupe ,(V1M2= 3.7)dans le
groupe C, (V1M1= 2.5¢lans groupe [, (V3M2 =1.6)dans le groupe,(V3M1= 0.8) dans le
groupe F (tableaul5 , anneXe
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3.3.4. Effet de I'interaction milieuvariété sur la régénération des cals

6
5
4 I
xX
x 3 —
8 H1V
2 M2V
M 3V
1 4
O 4
™M 2M 3M
milieux

Figure 30Effet de l'interaction milieu variété sur la régénération decals

Les résultatsle I'analyse de la variance a deux criteres dsifization a montré que
l'interaction milieu, variété@tudié« ont affecté d'une maniére trés hautement ificative la
régénération de cals aBlue= 0,00002 (tableau 16 , annexe 9).

Le test de Newman et keuls a permis de classemt®gennes on quatre grouf
homogénes (V3M3 =4.8)ans le groupe ;,, (V2M3=2.6)dans le groupe |, (V3M1= 1.8) dans
le groupe C,(V1M3=0.7yans le groupe (tableau 19, annexe 9).
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Discussion

L'utilisation de la culture des I'embryons immatudes trois variétés de blé tendre
sahel, Djanefl.monococcum nous a permis d'éviter la phase de maturatioradgdine,cela
permet ainsi de réaliser plusieurs générationsipace qui a été montré par les travaux de
(Mzouri., Amssa., 2002) sur Amélioration de I'emdggnése somatique a partir d'embryons
immatures chez le Blé tendrériticum aestivum). D'autre part 'embryon immature de blé
nous a aussi permis d'améliorer la callogeméséro , ce qui est conforme avec les résultats
de (Mzouri et al., 2002).

Dans le cas des embryons immatures et pour unurdieculture donné, il est donc
prévisible qu'on obtienne des réponses difféeregsnination, qualité des cals et pouvoir de
régénération, selon les troisvariétés testees.

L'étude de la réponse des embryons zygotiques fanesaa permis de distinguer
deux types de cals, ceux qui présentent des stascichlorophylliennes,des tiges et des
racines, et d'autres sont rhizogénes (amorpheg)agtet qui n'ont régénéré que des racines.
Ces résultats sonten accord avec les travaux (feldre Purnhauser (1992) sur des

embryons immatures de blé tendre.

Les régulateurs de croissance interviennent dac@niedle de la croissance et de la
morphogenése. Dans le cas des blé, le 2,4-D esesbutilisé seul comme régulateur de
croissance dans le milieu d'induction.L'ajout dedl2.a différentes concentrations
(2mg/l,10mg/l) dans les milieux de culture (M2,M8permis l'induction d'une callogénése et
d'une organogénese (relative a l'appariation déidelet racines)dans M2, alors que sur le
milieu M3 nous avons obtenu un taux élevé de caliége avec inhibition de la germination
d'embryons immatures, tandis que la mise en cutwrée milieu M1 (absence de 2.4D) , ont
montré une germination importante ce qui été praleés les travaux (Gonzalez., Friero.,
Jouve.,2001)sur le blé dure . Il ressort égalemantle probleme de la germination se pose
beaucoup plus aux faibles concentrations de 2,deDjernier améliore significativement la

capacité embryogéne et le taux de régénération.

Cependant, la concentration en 2.4D qui a engemdréffet maximal depend de la
variété qui nous a permis d'obtenir respectiverdans les milieux M2 ,M3 des taux de cals
embryogénes de l'ordre de 43% et 76% chez Sa&h€l9% et 70% chez Djanet et de l'ordre
de 58% et 85% chek. monococcum.Ce qui est en accord avec les travaux deGonzakd7 et

2001) qui en travaillant sur du blé dure.
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Discussion

Ces difféerences observées s'expliqueraient paguastités endogenes en auxines et
cytokinines et par les rapports entre ces régulstede croissance notamment
auxine/cytokinines.

Plusieurs auteurs ont montré que la présence didokinine en combinaison avec le
2,4-D dans le milieu de callogenese permet d'améiar qualité embryogéne des cals et le
pouvoir de régénération (Carmanal.,1987 b ; Bhaskaran .,Smith, 1989 ; Hsissou, 1994 ;
Bouiamrine, 1998). Mais la capacité embryogéne dalmépend souvent du génotypecomme
la affirmé Brown etal.,(1995) contrairement a nous résultants ou la ap@mbryogéne

dépend du milieu .
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Conclusion et per spectives

L'utilisation de [l'outil biotechnologique, fondé rsles techniquesin vitro par
embryogénése, constitue sans doute le moyen leppameetteur pour accélérer le cycle
veégetatifdu blé via une régénération d'embryonsatones.

A travers ce travail, nous avons appliqué une nuelogie permettant la régénération,
la croissance et le développement des cals etitteplants a partir d'embryons immatures de
blé chez trois cultivars Sahel, DjanefTehonococcum.

Au terme de notre travail de recherche, il a apgtairement que I'additionde la 2.4D
a forte concentration au milieu MS 1/2, a permme tdorte callogénése. En effet, les cals
obtenus ont présenté des teintes variables allantbldnc au jaune et certains sont
chlorophylliens pourvus de tige et de racines atpre d'autres sont amorphes pourvus de
racines.

L'analyse de la variance a deux criteres de claag8dn a permis de montrer que le
milieu de culture utilisé en l'occurrence le MS H2ine concentration de 10 mg/l a affecté de
maniére tres hautement significative la callogér@éBevalue< 0,0001 .

L'ensemble des cultivars de blé ont eu des répammeximativement semblables sur
le milieu de culture utilisé quelque soit la corcation de 2.4D ajoutée.

L'étude statistigue (ANOVA) a également montré tfetdrés hautement significatif
de linteraction milieu-cultivar aussi bien sur ermination, la régénération que la

callogénése, avec des P values respectives tié, @@002 et 0,0005 .

Notre expérimentation nous a permis de définirmideu M3 & 10 mg/l comme
déterminant de la callogénése et qui optimise lpaci#& embryogéne et le taux de

régénération des cals issus des embryons immatesesois cultivars de blé utilisés.

Notons que la germination et la régénération duabfgartir de culture d'embryons
immatures est un travail d'envergure qui nécessite durée d'un mois, une attention
particuliere, et des moyens de laboratoire et hnsnabnséquents. Il serait souhaitable de
continuer ce travail qui, notons le, n'est qu'oaetribution a un vaste programme revétant
un intérét particulier pour notre pays étant dogu'é a attrait aux besoins alimentaires en blée,
aliment de base de la population Algérienne. Pela cnous recommandons pour les travaux
futurs d'essayer toutes les hormones auxiniqug®uiisles a des concentrations variables et

de réaliser plusieurs repiquages.

44



Conclusion et per spectives

Réaliser un dosage des hormones endogeoes déduire la balance hormonale

exogene afin d'orienter I'organogenése-c’est-a-daecallogénése, la rhizogénése et la
caullogénése

Il est primordial de reprendre les conditions dikuca les plus satisfaisantes dans nos travaux
et les travaux déja réalisés, et de travailler aweeffectif plus important.
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Annexe 1

Tableau 4 : Composition du milieu culture de Murashige et Skoog., 1962.

Groupe

Macroéléments

Micro éléments

Fer

Vitamines

Hormone

Sucre

Agent gélifiant

Composition

KNO;
NH4NO;,
CACL2H,
MGSO, 7H,0
KH ,PO,

H ,BO;
MNSO, 4H ,0
ZNSO,7H,0
CUSQ, 5H,0
COCL, 6H,0
NAMOO 2H,0
Kl

FeSQ.7H,0
NaEDTA.2H,0

Nicotinic acid
Pyridoxine HCI
Thiamine HCI

NAN
BAB
2.4-D

Agar agar

Concentration dans un | Quantité
litre de milieu (mg/l)

prélevée
23.75 40ml
20.62
5.5
4.62
2.12
10ml
310
111.5
430
1.25
1.25
125
41.
3.7 10ml
2.78
0.1 1ml
0.5
0.5
M1 M2 M3
02
1 1ml iml 1ml
1 imil Iml Iml
ooml 2ml 10ml
309 309
079 79
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» Préparation de la solution mere de la macro et mi@éléments.

Pour préparer une solution mere de chaque élénesnmnitro-macros éléments, vitamine,
hormone et fer on utilise la régle suivent :
V préparé
V (prélevé) = ——
V: volume.

n : facteur de dilution.

Exemple:
n=100.

V préparé= 50ml.
Pour préparer une solution mére @¢ ®5mg).
35 x 100 = 3500mg = 3, 5gde KCL.
Mettre8,5gde KCL dans une fiole et complété jusqb@ml par I'eau distillé.

1
V (préleve) = 100

V (prélevé) = 0,5 ml/l

Annexe 2

1
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Figure 37: Serre semi controlée.
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Annexe 3:

Tableau 5 : Composition du milieu de culture dgerération(1902) modifié par Wang et Chen

(1984)

Groupe

Macroéléments

Micro éléments

Fer

Vitamines

Hormones

Sucre

Agent gélifiant

Composition

KNO3

NH4NG;
CACL2H,
MGSO, 7HO

KH ,POy
H 3BOs
MNSO, 4H ,0
ZNSO47H ;0
CUSQ, 5H,0
COCL, 6H20
NA ,MOO 4 2H 0

Kl

FeSO4.7H20
Na,EDTA.2H,O

Nicotinic acid
Pyridoxine HCI
Thiamine HCI

NAA
Kl

Agar agar
pH: 5,8

Concentration
dans un litre de

milieu (mg/l)

1000

200
100
200
40

8,4
8,6
6,2
0,5

0,025

3.7

2.78

0.1
0.5
0.5

0,5
1,5
30g
079

Quantité

prélevée

50ml

5ml

10ml

Iml

0,5
1,5
30g
079
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Annexe 4 : Matériels de laboratoire utilisé

Figure 38. Hote a flux laminaire

Figure 39. Matériel d'ensemencement
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Figure 40. Etuve

Figure 41. Stérilisateur a billets

Annexe : 5 Préparation d’alcool 70°.

Pour obtenir I'alcool 70° on diluée I'alcool 96°darrégle trois suivante :
100ml d'alcool 96° —  40,85ml d’eau

250ml d’alcool 96° — 5 X =7
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250
100

X * 40,85 =102,125ml d’eau ajout.

Annexe 6 : Préparation d’eau de javel (Hypochloritede calcium) a 12°.

Dans une éprouvette graduée de 01 litre on a coénpé I'eau distillé le contenu de tube de
'eau de javel (250 ml) de 32° jusqu'a 660 ml.eapon ajoute 2 & 3 gouttes de tween pour

faciliter la pénétration de I'eau de javel a I'inéir de matériel végétal expérimenté.

Annexe.7 : chambre de culture

Annexe .8 : microscope
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Annexe 9 : Analyse statistiques

Tableau 6 : variance de germination

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 407,289 89 4,576
VAR.FACTEUR 1 6,489 2 3,244 1,254 0,29063
VAR.FACTEUR 2 155,022 2 77,511 29,954 0
VAR.INTER F1*2 36,178 4 9,044 3,495 0,01108
RRESDUELLE | 909 6 81 2,588 1,609 95,25%
TEST DE NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5%
Tableau 7 : facteur milieu
pour la germination
F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 M1 3,2 A
2.0 M2 1,867 B
3.0 M3 0 C
Tableau 8 : interaction variété —milieupour la
germination
F1 F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 1.0 V3 M1 4.8 A
1.0 1.0 V1M1l 2,5 B
20 1.0 V2 M1 2,3 B
2.0 2.0 V2 M2 2,3 B
1.0 2.0 V1 M2 1,9 B C
3.0 20 V3 M2 1,4 B C
3.0 3.0 V3 M3 0 C
2.0 3.0 V2 M3 0 C
1.0 3.0 V1 M3 0 C
Tableau 9: variance dunombre total de cals
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 622,4 89 6,993
VAR.FACTEUR 1 1,8 2 0,9 0,229 0,7988
VAR.FACTEUR 2 214,067 2 107,033 27,195 0
VAR.INTER F1*2 87,733 4 21,933 5,573 0,00057
ARRESIDURLE | 319 g 81 3,936 1,984 35,85%
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TEST DE NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5%

tableau 10: milieu pour le

nombre total de cals

GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
3.0 M3 7,7 A
2.0 M2 4,667 B
1.0 M1 4,233 B

Tableau 11 : interaction var-milieu pour le
nombre total de cals

F1 F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 3.0 V3 M3 8,5 A
1.0 3.0 V1 M3 7,6 A B
2.0 3.0 V2 M3 7 A B
2.0 1.0 V2 M1 6 B C
3.0 20 V3 M2 5,8 B C
1.0 2.0 V1 M2 4.3 C D
1.0 1.0 V1iM1l 4,1 C D
2.0 2.0 V2 M2 3,9 C D
3.0 1.0 V3 M1 2,6 D
Tableau 12: variance de cals non régénéré
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 552,4 89 6,207
VAR.FACTEUR 1 101,667 2 50,833 14,247 0,00001
VAR.FACTEUR 2 97,067 2 48,533 13,603 0,00001
VAR.INTER F1*2 64,667 4 16,167 4,531 0,00247
i RS 289 81 3,568 1,889 53,46%
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TEST DE NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5%

Tableau 13: varieté pour le

nobre total de cals

GROUPES
F1 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
1.0 V1 4,367 A
2.0 V2 4.2 A
3.0 V3 2,033 B
Tableau 14 : milieu pour le
nombre total de cals
GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
3.0 M3 5 A
2.0 M2 2,867 B
1.0 M1 2,733 B

Tableau 15: interaction var-milieu pour le
nombre total de cals

F1 F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 3.0 V1 M3 6,9 A

20 1.0 V2 M1 4,9 B

2.0 3.0 V2 M3 4,4 B

3.0 3.0 V3 M3 3,7 B C

1.0 2.0 V1 M2 3,7 B C

2.0 2.0 V2 M2 3,3 B C

1.0 1.0 V1M1 2,5 B C

3.0 2.0 V3 M2 1,6 C

3.0 1.0 V3 M1 0,8
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Tableau 16 : variance de régénération

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 332 89 3,73
VAR.FACTEUR 1 118,467 2 59,233 35,435 0
VAR.FACTEUR 2 23,4 2 11,7 6,999 0,00171
VAR.INTER F1*2 54,733 4 13,683 8,186 0,00002
LRRESPUELE | 1354 81 1,672 1,293 64,65%
TEST DE NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5%
Tabeau 17 : varieté pour
la regeneration
GROUPES
F1 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
3.0 V3 3,6 A
2.0 V2 1,433 B
1.0 V1 0,967 B
Tableau 18 : milieu pour
la regeneration
GROUPES
F2 LIBELLES MOYENNES HOMOGENES
3.0 M3 2,7 A
2.0 M2 1,8 B
1.0 M1 15 B
Tableau 19 : interaction var-milieu pour la
regeneration
F1 F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 3.0 V3 M3 4,8 A
3.0 2.0 V3 M2 4,2 A
2.0 3.0 V2 M3 2,6 B
3.0 1.0 V3 M1 1,8 B C
1.0 1.0 viM1l 1,6 B C
20 1.0 V2 M1 1,1 B C
1.0 3.0 V1 M3 0,7 C
2.0 2.0 V2 M2 0,6 C
1.0 2.0 V1 M2 0,6 C




Résumé

Dans le but d'améliorer la capacité embryogene et le pouvoir de régénération des cals obtenus
par culture d'embryons immatures qui dérivent de cultivars de Blé tendre a faible aptitude a la
culture in vitro, de milieu de MS 1/2 a différentes concentrations de 2.4D ,ont été testés. trois
parametres ont été pris en considération pour évaluer une éventuelle amélioration a la
culture in vitro: les pourcentages de callogénese, de germination zygotique, et de
régénération. Les résultats obtenus montrent que le milieu MS 1/2 additionnés de 2.4D a des
concentrations forte (2ml/L), diminuent le pourcentage de germination zygotique et

améliorent le taux de cals embryogenes.

La concentration de (10ml/l) de 2.4D bloquent la germination zygotique et améliore
fortement la callogenese, la régénération et le nombre moyen de plantules/cals régénérant.

Une interaction entre les génotypes et les milieux de culture testés est également enregistrée.

Mots clés : blé tendre (Triticumaestivum), embryons immatures,2.4D(L'acide 2,4-

dichlorophénoxyacetique),callogénése ,germination.

ABSTRACT

In order to improve the capacity and embryogenic callus regenerative power obtained by
immature embryo culture derived varieties Wheat low capacity for in vitro culture, 1/2 MS
media has different concentrations of 2.4D, were tested. Three parameters were taken into
account in assessing any improvement to in vitro culture of callus percentages of zygotic
germination and regeneration. The results obtained show that the 1/2 MS media supplemented
with 2.4D at high concentrations (2ml / L), decrease the percentage of zygotic seed and
improve the rate of embryogenic callus.

The concentrations (10 ml / 1) of 2.4D block zygotic germination and significantly improve
the callus, regeneration and the average number of seedlings / cal regenerating. An interaction

between genotypes and tested culture media is also recorded.

Keywords:

Wheat (7Triticumaestivum), immature embryos, 2.4D (2,4dichlorophenoxyacetic acid),

callogenesis, germination



