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I Introduction

Le blé dur, espece de grande consommation dans le pourtour médi-
terranéen, n’a pas encore fait I’objet d’amélioration décisive en vue
d’augmenter ses capacités de tolérance, particuliérement 2 la sali-
nité et & la sécheresse. Pourtant, ces deux types de stress sont carac-
téristiques, voire en angmentation dans cette région.

Les travaux qui pourraient conduire au transfert de génes a cette
espece ne font que commencer (Korzun et al., 1999). Cependant, la
création de lignées homozygotes par I’ utilisation des haplométhodes,
qui ont déja contribué a améliorer des especes comme le riz (Hu
et al., 1986) pourrait constituer une méthode efficace chez le blé dur.

En ce qui concemne la culture d’anthéres in vitro (androgenese), le
blé dur est une plante récalcitrante car les plantes haploides obtenues
sont albinos (Chlyah et Saidi, 1991 ; Saidi et al., 1997 ; Cherkaoui
et al., 1997). Pour surmonter cet obstacle de 1’albinisme, notre labo-
ratoire essaie, depuis plusieurs années, de mettre au point diverses
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autres haplométhodes dont certaines nous ont permis d’obtenir
100 % de plantes haploides chlorophylliennes (Saidi ef al., 1998 ;
Mdarhri-Alaoui et al., 1998 ; Cherkaouti et al., 2000).

L’objet du travail que nous présentons ici est de faire la comparai-
son entre les diverses haplométhodes que nous avons étudiées. La
possibilité d’exercer une pression de sélection an sel pour obtenir
des plantes plus tolérantes a ce stress est également exposée.

l Matériel et méthodes.

Les divers génotypes de blé dur (Triticum turgidum var. durum =
T. durum) proviennent de graines fournies par la station Guich de
I’'Inra 2 Rabat, qui sont semées dans le jardin expérimental de la
faculté des Sciences de Rabat 2 partir d’octobre chaque année.

Culture d’anthéres

Les épis sont prélevés lorsque les anthéres contiennent des micro-
spores au stade uninucléé, vacuolisées. Les épis coupés subissent un
prétraitement au froid (5 °C) pour 0, 2, 4-6, 8 et 15 jours avant la
mise en culture des anthéres.

Plusieurs milieux solides et liquides ont été testés (Saidi et al.,
1997 ; Cherkaouti et al., 1997).

Les embryons androgénétiques qui apparaissent en dehors de I’an-
thére aprés environ 3-4 semaines & 1’obscurité & 27 °C, sont repi-
qués sur un milieu R9 (Picard et Debuyser, 1977) additionné de
substances organiques et hormonales et maintenus A une photopé-
riode de 16 h a 25 °C.

Culture d’anthéres
apreés croisement ble tendre x blé dur

Les techniques de croisement sont décrites dans I’article de Cherkaoui
et al., dans ce méme volume. La culture des anthéres est décrite ci-dessus.
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Culture d’ovaires non fécondés (gynogenése)

Au moment du prélévement des €pis, les microspores sont au stade
bicellulaire. Les épis subissent un prétraitement au froid (5 °C) de 0,
5, 10, 15 ou 20 jours. Divers milieux de culture solides sont utilisés
(Mdarhri-Alaoui et al., 1998 ; Mdarhri-Alaoui, 2000) et I’interaction
entre I’acide 2,4-dichlorophenoxyacétique (2,4-D) et le saccharose est
étudiée au cours de la phase callogéne. Trois régimes d’éclairement
sont testés : obscurité continue ; obscurité pendant 4-5 semaines suivie
d’un éclairement quotidien de 16 h ; un éclairement quotidien de 16 h.

Croisements éloignés

Les fleurs sont castrées par I’excision des anthéres quelques jours
avant I’anthése, puis pollinisées par le pollen du mais ou d’orge
(Hordeum bulbosum). Les procédures ont déja été détaillées ailleurs
(Saidi et al., 1998 ; Cherkaoui et al., 2000). Les embryons qui se
développent depuis environ 14 jours sont transférés in vitro sur le
milieu BS (Gamborg et al., 1968) et maintenus a I’obscurité jusqu’a
la germination de I’embryon, puis transférés a Ia lumiére (16 h quo-
tidien) pour le développement de la plante.

Contréle de I'haploidie
et doublement chromosomique

Pour vérifier la ploidie des plantes chlorophylliennes régénérées,
des méristtmes racinaires sont mis dans une solution saturée
d’a-bromonaphthaléne pendant 16 h a 5 °C, puis, apreés hydrolyse
acide (HCI N pendant 45 mn 4 60 °C), ils sont colorés par le réactif
de Schiff (2 h) avant ringage et observation microscopique.

Application d’une pression de sélection (NaCl)

Les embryons obtenus apres croisement blé dur x mais sont placés sur
le milieu B5 soit sans NaCl soit avec du NaCl 4 2,5, 5 ou 10 g.I'L.
Apres germination, les plantules sont transférées sur un milieu iden-
tique mais sans sel pour la régénération.
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I Résultats et discussion

Pour chaque haplométhode, nous exposerons les résultats compara-
tifs concernant les structures morphogénétiques initiales obtenues,
les conditions optimales pour leur formation ainsi que pour la régé-
nération des plantes. Nous souhaitons repérer les génotypes de blé
dur pour lesquels au moins une haplométhode permet de réaliser
I’homozygotie. Une pression de sélection pour tolérer le sel (NaCl)
sera ensuite appliquée a I’haplométhode qui permet d’obtenir le

plus grand nombre de plantes haploides chlorophylliennes.

Structures morphogénétiques obtenues

En androgenése

Que ce soit pour les génotypes parentaux ou pour les descendants
du croisement blé tendre x blé dur, la morphogenese observée aux
stades initiaux est la méme. ‘

Les structures androgénétiques issues des divisions des microspores,

-formées au niveau des loges polliniques, peuvent étre de type embryon

ou de type cal ; parfois ces deux structures peuvent étre observées sur
une méme anthere. Seules les formations embryonnaires nous intéres-
sent puisque nous n’avons pas obtenu de régénération 2 partir de cals.

Les embryons ont une forme ovoide qui rappelle celle des embry-
ons zygotiques. IIs ont une surface lisse et sont de couleur blanche-
jaunitre (fig. 1 a). IIs peuvent étre individuels ou groupés en amas
dans une anthére.

En gynogenése

Les ovaires qui réagissent in vitro augmentent de taille. Aprés envi-
ron cing semaines, un cal apparait au niveau d’une ouverture dans
la partie basale de I’ovaire (fig. 1 b). Au cours des quatre semaines
qui suivent leur apparition, les cals blanchtres et relativement com-
pacts continuent & croitre en se détachant progressivement de la
paroi ovarienne. Ces cals sont ensuite repiqués sur un milieu de
régénération ol ils continuent leur croissance (fig. 1 c). Certains
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forment trés vite des bourgeons chlorophylliens (fig. 1 d) indivi-
duels ou groupés en touffes ; dans ce dernier cas, leur développe-
ment s’arréte rapidement. Une formation directe d’un embryon au
niveau de I’ovaire cultivé a été observée de fagon rare et sporadique.

I Figure 1

Structures morphogénétiques obtenues en androgenése et gynogenése :

a) embryon androgénétique sortant des loges de 'anthére aprés 1 mois de culture ;
b) cal gynogénétique sortant de la base de I'ovaire apres 5 semaines de cuiture ;
c¢) cal gynogénétique transféré sur un milieu de régénération ;

d) bourgeons chlorophylliens formés a partir du cal gynogénétique.
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En croisements intergénériques

Provenant du croisement blé dur x mais ou du blé dur x orge, I'’em-
bryon haploide, qui se développe au sein de ’ovaire, a le méme
aspect : il ressemble & un embryon diploide normal mais générale-
ment de taille plus réduite. Environ 14 jours aprés la pollinisation,
’embryon, encore peu différencié, est excisé et cultivé in vitro
(fig. 2 a). En général, la germination (apparition d’une racine cou-
verte de poils absorbants (fig. 2 b) puis la croissance du coléoptile
(fig. 2 c) sont suivies, apres transfert a la lumiére, par la formation
des premiéres feuilles chlorophylliennes (fig. 2 d).

I Figure 2
Développement

d'un embryon formé

a la suite d’'un croisement
blé dur x mais :

a) embryon haploide
formé a la suite

d'un croisement

blé dur x mais

14 j aprés pollinisation ;

b) germination

de I'embryon a 'obscurité ;
¢) croissance du coléoptile ;
d) jeune plantule haploide.
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Conditions d’obtention
des structures morphogénétiques

Plusieurs facteurs interviennent dans la réussite de chaque haplométhode.
Une bréve comparaison est faite entre les facteurs les plus significatifs.

Milieux de culture

Androgenése

Pour I’induction d’embryons par androgenése (culture d’anthéres)
en milieu solide (Saidi ez al., 1997), le milien C;; (Wang et Chen,
1986) a donné des résultats significativement meilleurs que le
milieu Ng (Chu et al., 1975) et deux autres milieux contenant un
extrait de pomme de terre : BPTG (De Buyser et Henry, 1980) et P,
(Chuang et al., 1978). Dans cette expérience (Saidi er al., 1997),
avec Cy7, 3 425 % d’embryons étaient obtenus selon le génotype du
blé dur. Un essai préliminaire avec le milieu MS (Murashige et
Skoog, 1962), plus riche, a donné un taux d’induction trés faible.

Le saccharose 3 9 % et le 2,4-D a 2 mg.I"! constituent les facteurs
optimaux.

Pour la régénération, la concentration en saccharose a été réduite a
2 % et le 2,4-D est remplacé par ’AIA 2 0,5 mg.I'! en présence
d’une cytokinine (0,5 a 1 mg.I'1). L’addition de composés aminés et
de I’acide gibbérellique était favorable mais non indispensables
pour la régénération (essentiellement des plantes albinos). La régé-
nération exceptionnelle de plantes chlorophylliennes n’a pas pu étre
maitrisée par I’addition d’une quelconque composante du milieu.

D’autres essais en milieu liquide (Cherkaoui e al., 1997) ont mon-
tré des pourcentages d’embryons relativement faibles (1,1 2 3,1 %)
par rapport a ceux obtenus en milieu solide. Cependant, avec ’em-
ploi d’un milieu BAC I (Trottier et al., 1993) en présence d’amidon
et plusieurs composés aminés, la régénération totale a atteint un
taux de 30 %. Malgré I’obtention de quelques plantes chlorophyl-
liennes, cette régénération chlorophyllienne n’a pas ét€ maitrisée.

Gynogenése

Les milieux d’androgenése (C;;, P,, Ng) utilisés pour la culture
d’ovaires ont donné des taux d’induction de cals trés faibles
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(Mdarhri-Alaoui, 2000). En revanche, les milieux basés sur MS ont

donné des taux de 6 a 15 %. Comme pour I'androgenése, un taux
élevé de saccharose (9-12 %) et la présence d’une auxine (par
exemple le 2, 4-D : 2-5 mg.I'!) sont des conditions optimales requises.
Une interaction entre ces deux facteurs (saccharose et 2, 4-D) a été
démontrée (tabl. 1) pour I’ensemble des génotypes testés.

Génotypes | Concentration Concentration saccharose (g1
2,4-D (mg.) l fose (9
45 60 90 120
Anwar 2 .0 0 0 10,3
35 0 3 41 11,1
5 0 4,7 7,8 14,1
Jawhar 2 0 1,1 1.3 3.8
35 0 3,4 4,3 6,7
5 4] 4,6 8 13,2
Yasmine 2 0 0 0 3,8
35 0 0 0 24
] 0 0 3,5 9,6
Benbachir 2 0 1,9 0 22
3.5 0 0 0 5,2
[ 0 9,3 6,4 7.1
Acsad 2 0 0 0 51
3.5 0 21 2 © 9,9
5 0 22.4 2.1 0
Sebou 2 0 0 0 0
35 0 0 23 0
5 0 0 0 0
Jori 2 0 0 0 25,8
3,5 0 0 0 12,5
5 0 0 0 4,9
Kyperounda 2 0 0 0 4,7
35 0 0 0 47
5 0 17.7 8,3 71
Tassaout 2 0 18,5 0 13
3.5 0 2,2 2,1 77
5 0 0 0 5,5
I Tableau |

Apres transfert des cals sur un milieu de régénération contenant du
saccharose a 2 %, les meilleurs résultats de régénération de bour-
geons chlorophylliens sont obtenus avec I’addition ¢’ ATA 2 1 mg.l-!

Action des combinaisons 2,4-D/saccharose sur le pourcentage

de cals gynogénétiques de neuf génotypes de blé dur.
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et de BAP a 1 mg.I!. Ce milieu qui permet I’initiation de bourgeons
chlorophylliens est assez proche de celui employé en androgenése
pour la régénération de plantules 2 partir d’embryons.

Croisements infergénériques

La pollinisation intervient in vive, donc sans milieu de culture, mais
un traitement au 2,4-D est indispensable au développement
embryonnaire.

Le facteur milieu intervient lors du sauvetage par culture in vitro de
I’embryon formé naturellement in vivo et 4gé de 12-14 jours. Trois
milieux de base ont été testés (Cherkaoni et al., 2000) : MS, MS/2
et B5 (Gamborg et al., 1968) additionnés dans chaque cas d’AIA
(1 mg.I1), de kinétine (1 mg.1-!) et du saccharose (2 %) ; les deux
derniers donnent de meilleurs résultats.

Facteurs physiologiques en haplométhode

L’expérimentation a montré que la réussite de I’haplométhode dépend
de facteurs physiologiques, particuliérement ceux dus a I’environne-
ment, Nous traitons ici les facteurs thermique et d’éclairement.

Choc thermique (prétraitement au froid)

Un prétraitement au froid, bénéfique pour I’androgenése chez de
nombreuses espéces (Malhotra et Maheshwari, 1997 ; Genovesi et
Magill, 1979 ; Huang et Sunderland., 1982) s’est révél€ également
favorable pour le blé dur (Chlyah et Saidi, 1991 ; Saidi ez al., 1997).
En absence de tout prétraitement, les embryons peuvent se former a
des taux relativement bas (4,2 3 7 %) selon qu’il s’agit du milieu P,
ou Cy7. Un prétraitement de 2 a 8 jours au froid (5 °C) améliore
significativement les résultats ; on peut obtenir jusqu’a 10,8 4 13,9 %
(milieux P, ou C;) pour un traitement au froid de 8 jours. Lorsque
la durée atteint 15 jours, le taux d’embryons se réduit nettement.

En gynogenése, un prétraitement au froid est parfois appliqué, mais
peu d’études concernent la durée optimale du traitement (Sibi et
Fakiri, 1994 ; Keller et Korzum, 1996). Dans nos expériences, les pré-
traitements des épis détachés pendant 0, 5, 10, 15 et 20 jours 4 5 °C
ont montré que non seulement le froid stimule le processus de forma-
tion des cals gynogénétiques, mais qu’il est indispensable a toute
réponse positive in vitro (fig. 3). Les durées de 5 4 10 jours sont les
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Cals (%)

plus favorables a la fois pour I’induction des cals gynogénétiques et
la régénération de plantes (Mdarhri-Alaoui et al., 1998).
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I Figure 3

Variation du taux d'induction de cals gynogénétiques

en fonction de la durée de prétraitement thermique & 5 °C
{moyenne pour neuf génotypes).

Eclairement

Pour I’androgengse, I'incubation des anth&res en culture in vitro se
fait 2 1’ obscurité jusqu’a la formation des embryons. C’est aprés leur
transfert sur un milieu de régénération qu’on les place a la lumiére
(photopériode de 16 h/24 h) pour le développement de la plante.

La formation de cals par gynogenese est également favorisée par une
période d’obscurité au début de la culture. Cependant, si une période
d’obscurité de 2 4 5 semaines est suivie par un éclairement quotidien
de 16 h, la production de cals est nettement améliorée et la régénéra-
tion de plantes est obtenue (Mdarhri-Alaoui et al., 1998). Ainsi, 1a for-
mation de bourgeons, a la différence des embryons androgénétiques,
semble nécessiter la présence de lumitre de fagon plus précoce.
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Lors du sauvetage des embryons aprés croisement intergénérique,
les embryons, peu différenciés, sont maintenus 2 1’obscurité, condi-
tion optimale pour leur germination, puis sont placés 4 la lumiére en
photopériode de 16 h par jour.

Ainsi la formation de I’embryon n’a pas les mémes exigences que
celle des bourgeons vis-a-vis de la lumiére.

Eftet du génotype

L'expression morphogénétique exprimée au cours de toutes les
méthodes d’haplodiploidisation étudiées dépend du génotype.

En androgenése

D’aprés I'étude de 17 génotypes de blé dur, on peut conclure sur I’'im-
portance du facteur génotype en ce qui conceme I'induction des
embryons (fig. 4). D’apres les résultats, cette capacité varie de 1,5 % a
25,4 %, donc aucun génotype n’a manifesté une récalcitrance totale. La
régénération est également obtenue pour la grande majorité des géno-
types, mais ces plantes sont, sauf cas exceptionnel, albinos (une plante
chlorophyllienne obtenue pour « Marzak », deux plantes chlorophyl-
liennes pour « Massa »). Ainsi, chez le blé dur, les embryons haploides
issus de division de microspores sont généralement dépourvus de la
capacité génétique de régénérer des plantes chlorophylliennes.
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I Figure 4

Action du génotype sur la capacité androgénétique du blé dur.
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Apres croisement interspécifique blé tendre x blé dur puis un a trois
rétrocroisements avec le blé dur, la capacité de régénérer des plantes
chlorophylliennes par androgenése s’améliore nettement (Cherkaoui
et al., dans ce volume) ; ceci serait dd a I’introgression de matériel
génétique du blé tendre, et, dans le cas ol le parent blé tendre est le
génotype « Verry’s » portant la translocation 1BL/IRS, celle-ci
pourrait avoir une influence favorable prépondérante.

Cependant, méme lorsque le parent blé tendre ne porte pas la translo-
cation (cas du génotype « Nesma »), une régénération réguliere de
plantes chlorophylliennes est observée, au moins dans la génération R;.

En gynogenése

La capacité de gynogenése est également trés dépendante du géno-
type. Dans des conditions de milieu standards (MS avec 2,4-D a
2 mg.I'! en présence ou non de kinétine 4 1 mg.I-1), trois génotypes
sur huit ne forment aucun cal et quatre génotypes sont incapables de
régénération (Mdarhri-Alaoui et al., 1998). Cependant, une étude
plus récente (Mdarhri-Alaoui, 2000) montre une corrélation entre le
génotype, d’une part, et linteraction 2,4-D-saccharose dans le
milieu, d’autre part. En étudiant douze combinaisons de ces deux
éléments portant sur la variation de leurs concentrations, I’obstacle
génotype a pu €tre surmonté puisque tous les génotypes ont exprimé
des capacités callogénes plus ou moins prononcées (tabl. 1).

En croisements intergénériques

Dans la réussite des croisements blé dur x mais, les génotypes des
deux parents sont des facteurs  effet significatif (Saidi ez al., 1998).
Linteraction entre les génotypes des deux espéces est également
significative (Cherkaoui et al., 2000). Pour un génotype donné de blé
dur, des croisements avec plusieurs variétés de mais peuvent aboutir
a la formation d’embryons mais ce nombre est souvent nettement
plus réduit pour la régénération de plantes chlorophylliennes (tabl. 2).
Cependant, en utilisant une gamme relativement large de huit varié-
tés de mais, les embryons et les plantes haploides ont été obtenus
pour tous les génotypes de blé dur testés (Cherkaoui et al., 2000).

Le croisement blé dur x orge, comparé au croisement blé dur x mais,
est beaucoup plus dépendant du facteur génotype (Chlyah et al.,
1999). D’aprés les résultats obtenus (tabl. 3), les 9 génotypes de blé
étudiés forment des embryons dans le cas du croisement blé dur x
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mais, mais seulement 5 génotypes sur 9 expriment cette capacité
dans le cas du croisement blé dur x orge. Pour la régénération, cette
tendance est encore plus marquée : tous les génotypes de blé ont
régénéré des plantes dans le premier cas alors que seulement deux
ont régénéré dans le second.

Génotype de blé dur

g:rr:’gge Belbachir Cocorit Isly  Karim Marzak Massa O. Rabia Sarif Sebou Tensift
Kamla E, P} E, PI E E E Pl EPI EPI E E, PI E
Guich E, Pl E E E,Pl EP EP EPI E E,Pl EPI
Berrechid E E E, Pl E E E,Pl E,PI E E E
El Bourya E, Pl E EPI E E,PI E, Pl EPl E E E, Pl
VL 90 E, Pl 0 E E E E,Pl E,PI 0 E 0
Mabchoura E 0 0 E E E, Pl E 0 E, Pl E, Pl
V5 E, PI E, Pl 0 E E E, Pl E 0 E 0
Doukkaia E E E E 0 E E,PI E,PI E E

0 = Pas de réponse

1 Tableau 2

Influence de l'interaction entre les génotypes de blé dur et de mais
lors des croisements intergénériques sur la formation d'embryons (E)
et de plantes chlorophylliennes (Pl).

Parent pollinisateur
Mais H.bulbosum
Génotype
blé dur % Embryon % Plantes % Embryon % Plantes
Massa 10,3 42 57 0
Oum Rabia 10,2 23 0 0
Benbachir 79 2,1 0 0.
Isly 53 0.1 6,7 2.9
Marzak 52 0,5 2,2 0
Sebou 5.2 0,4 0 0
Karim 3,9 0,1 0 0
Sarif 3 0,1 33 1,1
Cocorit 2,6 04 6,3 0
I Tableau 3

Production différentielle d'embryons et de plantules lors

de croisements intergénériques blé dur x mais et blé dur x H.bulbosum.

Les génotypes de blé€ dur qui ne réagissent pas apres croisement
avec H. bulbosum pourraient contenir des génes dominants Kr qui
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contrdlent la compatibilité de croisement (Snape et al., 1979 ; Falk
et Kasha, 1983). Comme cela a été démontré chez le blé tendre,
I’élongation du tube pollinique serait freinée ou arrétée et ainsi il
n’atteignerait que rarement le sac embryonnaire pour permettre la
fécondation (Snape et al., 1980 ; Sitch et Snape, 1987)).

Le mais serait insensible 4 ces génes (Laurie et Bennett, 1987) et les
différences observées entre génotypes de blé dans les réponses
seraient dues a d’autres effets.

Rendement en p/antes chlorophylliennes
par des diverses haplométhodes

Par androgenése, la régénération de plantes haploides albinos est
généralement observée. Des cas exceptionnels et aléatoires de régé-
nération chlorophyllienne ont été obtenus mais aucun facteur étudié
n’a pu augmenter de fagon systématique leur fréquence extréme-
ment basse (3 x 104) (tabl. 4).

Haplométhode Expression Rendement Hend_ement
du rendement moyen optimal

Androgenése plantes/100 anthéres 0,0003 0,003

(17 génotypes)

Androgenése R1 plantes/100 anthéres

(9 génotypes)

Nesma x blé dur 0,28 0,77

Verry's x blé dur 1,05 ' 1,9

Gynogenése plantes/100 ovaires 1,4 3,5

(8 génotypes)

Bl1é dur x mais plantes/100 nouaisons 1,09 12

(10 x 8 génotypes)

1 Tableau 4

Rendement en plantes chlorophylliennes
pour les diverses haplométhodes testées chez le blé dur.

Apres croisement du génotype « Nesma » (bl€ tendre) avec 9 géno-
types de blé dur, A la génération R1, le pourcentage moyen de
plantes haploides chlorophylliennes obtenu est 0,28 % (le pourcen-
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tage optimal pour un génotype de blé dur est 0,77). Avec le parent
blé tendre « Verry’s » et les mémes 9 génotypes de blé dur, 1,09
plantes pour 100 anthéres sont obtenues en moyenne avec un opti-
mum a 1,9 pour un génotype de blé dur. Ces rendements, bien que
faibles, sont positifs et réguli¢rement obtenus.

En gynogenése (8 génotypes étudiés), 1,4 plantes ont été obtenues
pour 100 ovaires cultivés, avec un optimum 2 3,5 plantes pour ’'un
des génotypes.

Pour les croisements blé dur (10 génotypes) x mais (8 génotypes) 1,09
plantes pour 100 nouaisons ont €t€ obtenues en moyenne, avec, pour la
combinaison optimale de génotypes, 12 % de plantes chlorophylliennes.

Résullats comparés des diverses haplométhodes
appliqués a 14 génotypes de blé dur

Pour cette comparaison, le plus grand nombre d’haplométhodes a
été appliqué a 14 génotypes. Pour chacun de ces génotypes testés,
au moins une haplométhode a permis la formation de plantes
haploides chlorophylliennes (tabl. 5).

Croisements éloignés
Génotype | Androgenése | Androgenése | Gynogenése | x mais | x bulbosum
Blé dur génotypes R1aR3
Anouar 0 + + + 0
Benbachir 0 + + + 0
Cocorit 0 + + 0
Isly 0 + + +
Jawhar 0 + + + 0
Jori 0 0 + +
Karim 0 + 0
Kyperounda 0 + + +
Massa O+ 0 + 0
Marzak 0+ 0 + 0
Sebou 0+ [ + + 0
Tensift 0 + +
Tassaout 0 + 0 +
Yasmine 0 + 0 0 0

Réponses (en plantes vertes) : O = aucune ; O+ = trés rare ; + = positive ;
case vide = génotype non testé.

I Tableau 5
Obtention ou non de régénérations haploides vertes
_ selon la méthode d'haplodiploidisation employée.
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En androgenése, 12 des 14 génotypes n’ont donné que des plantes
albinos et les deux autres ont produit une ou deux plantes chloro-
phylliennes chacun.

L’androgenése 2 partir des descendants de croisements interspéci-
fiques (R a R3) a donné des plantes chlorophylliennes pour 7 des
11 génotypes testés ce qui est encourageant. Cependant, cette
méthode, qui nécessite 2 & 4 ans pour I’obtention des plantes-méres
fournissant les antheres, serait difficilement applicable dans un
schéma de sélection.

La gynogengse a donné des résultats positifs pour 7 des 8 génotypes
testés. Ainsi, c’est une méthode a large champ d’application.
Cependant, les plantes régénérées 2 partir de bourgeons sont fréles

et le sevrage s’avere relativement difficile.

La méthode de croisement intergénérique blé dur x mai's s’est mon-
trée la plus efficace : 12 génotypes sur 14 ont donné des plantes
haploides chlorophylliennes. Cette méthode, bien que relativement
difficile & mener (les floraisons des deux espéces doivent coincider
in vivo ; la deuxieéme étape in vitro est délicate), est rapide (une
génération) et la plus sdre. En effet, I’embryon se développe au sein
de ’ovaire de fagon presque naturelle avant le sauvetage in vitro.
Apres germination, la plantule est toujours haploide et chlorophyl-
lienne. Par contre, la réussite des croisements avec H. bulbosum est
trop dépendante du génotype de blé dur ; les génes d’incompatibi-
lit€ Kr constituent un grand handicap pour cette méthode.

Application d’une pression
de sélection au sel (NaCl)

La présence de sel & des concentrations croissantes dans le milieu
de sauvetage des embryons formés aprés croisement bl€ dur x mais
provoque une diminution progressive du pourcentage des plantes
régénérées (tabl. 6). Pour les six génotypes étudiés, cinq ont pu
régénérer des plantes a 2,5 g.I'! de NaCl, trois 2 5 g.I'l. Aucune
régénération n’a été observée en présence de 10 g.I'! de sel.

Aprés doublement chromosomique, les plantes obtenues ont produit
des graines qui ont subi un cycle de multiplication pour disposer
d’un matéricl abondant afin d’effectuer des tests de tolérance.
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Concentration en NaCl (g.I'1)
Génotype
blé dur 0 2,5 5 10
Nb.emb %pl.reg Nb.emb %pl.reg Nb.emb %pl.reg Nb.emb % pl reg

Massa 44 10,4b 38 90¢c 40 23b 39 0
Oum Rabia 28 55b 30 42b 27 1,3ab 26 0
Tensift 24 15a 22 09a 25 04a 25 0
Sebou 19 09a 20 09a 18 Oa 17 0
Marzak 19 11a 18 04a 17 Oa 20 0
Cocorit 9 05a 10 Oa 9 Oa 8 0

Les valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes au seuil de p = 0,05
Nb emb. = Nombre d'embryons
% pl. reg = % de plantes régénérées

I Tableau 6
Régénération de plantes chlorophylliennes aprés sauvetage d'embryons
sur des milieux salins suite aux croisements blé dur x mais.

I Conclusions

Deux formes morphogénétiques se manifestent a travers les différentes
haplométhodes : la forme embryon, qui apparait ir vitro lors d’andro-
genese et in vivo lors des croisements intergénériques, et la forme
bourgeon qui apparait au sein du cal dans le cas de la gynogenese.

Le génotype est un facteur important commun 2 toutes les
méthodes. Méme la méthode la moins dépendante (croisements blé
dur x mais) montre de grandes différences entre génotypes. On note
également qu’un génotype qui réagit avec une haplométhode ne
réagit pas forcément avec d’autres.

Concernant le milieu de culture, diverses combinaisons de ses com-
posantes ont été adaptées 2 chaque haplométhode. Ces derniéres
réagissent de fagon spécifique & un régime particulier d’éclairement
et au prétraitement au froid des explants mis en culture.

Pour les croisements éloignés, I’induction de I’embryogenése se fait
in vivo dans les conditions de température et de lumiére naturelles.
Cependant, un traitement des épis au 2,4-D, 24 h apres la pollinisa-
tion est indispensable au développement des nouaisons et des
embryons haploides. )
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La méthode des croisements blé dur x mais donnent des meilleurs
taux de formation de plantes chlorophylliennes haploides pour le plus
grand nombre de génotypes de blé dur. Cette méthode devrait ainsi
étre employée sur les hybrides F1 de parents ayant des caractéres de
résistance aux stress ou des qualités agronomiques intéressantes.
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