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Résumé

Notre étude a porté sur I’étude de 1’effet du génotype et de différentes concentrations du
cytokinine sur la différentiation des segments méristématiques de tige (SMT) en pousses
multiples.

Dans cette optique, 5 variétés d’orge algériennes (Hordeumvulgarel.) Azrir, Ras el Mouche,

Temmassine, Ksar Megarine et Hoggar 2 ont été utilise.

L’effet du génotype sur le taux de différenciation des (STM) en pousses s’est montré
significativement différent d’une variété a I’autre. Le génotype Temmassine a donné le taux le
plus élevé (18,0%), ce dernier est suivi par les génotypes [Ras el Mouche (15,4%) ; Ksar
Megarine (14,3%) ; Hoggar2 (9,9%)] le génotype Azrir a marqué le plus faible taux de
différenciation (2,0%).

En absence de la cytokinine BAP (0 mg/l), I’induction des pousses s’est montrée trés
faible avec un pourcentage de 0,7 %. 3 mg/l de cette méme cytokinineoptimise le plus

efficacement 1’induction des pousses avec un pourcentage de 18,5 %.
Mots clés :

orge, segment méristématique, pousse, cytokinine .



Abstract

The effect of genotype on the induction of multiple shoots in vitro adventitious bud from a
segment of meristematic stem (STM) as explant and the effect of the concentration of a
cytokinin BAP in hormonal balance [Auxin / cytokinin] on the induction of meristematic
segments and their differentiation into shoots have been the objective of this work. To this
end, five varieties of Algerian barley (Hordeum vulgare L.) Azrir, Ras el Fly, Temmassine
Ksar Megarine Hoggar and 2 were used.

The effect of genotype on the differentiation rate (STM) in shoots was significantly different
from one variety to the next. Genotype Temmassine gave the highest (18.0%) rate, it is
followed by genotypes [Ras el fly (15.4%); Ksar Megarine (14.3%); Hoggar2 (9.9%)]

genotype Azrir marked the lowest level of differentiation (2.0%).

In the absence of cytokinin BAP (0 mg / I), the induction of shoots was very low with a
percentage of 0.7%. 3 mg / | of cytokinin even this most effectively optimize the induction of
shoots with a percentage of 18.5%.

Keywords:

barley ,meristem segment, shoot, cytokinin.
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Introduction

Les céréales ont de tout temps été la base de 1’alimentation humaine. En effet selon Pierre et
Gendron (1982), Le mot céréale provient du latin céréalis. Les Romains nommaient ainsi les
cultures d’orge et de blé dont les grains moulus produisaient la farine du pain. Selon Parry et

Parry (1993), I’orge est probablement la céréale la plus ancienne.

Au plan mondial, vers la fin des années 80, selon la FAO, I’orge figure au quatriéme rang des
céréales apres le blé, les riz et le mais (Jestin, 1992). Cette espece, ajoute le méme auteur,
possede une caractéristique essentielle qui est son extraordinaire adaptation a des conditions
extrémes. Les principaux pays producteurs sont I’'URSS, 1’Espagne, la France, le Canada, le

Royaume Uni et I’ Allemagne (ex.RFA)

Au niveau du continent africain, 1’orge occupe la sixiéme place parmi les céréales; le Malis
étant en premiere place suivi du sorgho ensuite du blé qui occupe donc la troisieme place
(Chantereau et Nicon, 1991).

Au niveau maghrébin, mis & part le Maroc ou seul le blé tendre continue a faire I’objet

d’importation, dans 1’ensemble des autres pays et spécialement en Algérie, I’importation porte

sur toute les céréales ITGC (1989).

Etant donné que les variétés locales cultivées ont un potentiel de rendement assez limité, ceci
a conduit a I'importation de nouvelles variétés a haut rendement en vue d’améliorer la
production (ITGC, 1979). Cependant, plusieurs travaux en Algérie ont prouveés la difficulté
d’adaptation des variétés introduites d’orge a I’environnement sévére tel que celui des hautes
plaines (Benlaribi et al., 1990 in Kabouch et al., (2001), Bouzerzour et Benmahammed,
1993).

L’amélioration génétique vis-a-vis des différents stress auxquels fait face 1’orge par 1’utilisation
de la culture vitro reste une préoccupation majeure et fait 1’objet de multiples travaux de
recherche a travers le monde. Elle nécessite la maitrise du protocole de régénération in vitro via

I’organogenese pour les variétés d’orge concernées par le processus d’amélioration.

Le présent travail consiste a tester 1’influence de la concentration de la BAP (cytokinine) et du
génotype sur la réponse des explants de 5 variétés d’orge locales algériennes mesurés par le
taux de différentiation de pousses vertes. L’objectif étant d’identifier les variétés ayant la
meilleure réponse organogeéne au niveau de la phase d’induction
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1. Présentation du matériel végétal

1.1 Origine et histoire :

L’orge est issue de formes sauvages d’Hordeumspontaneumque I’on trouve encore
aujourd’hui au Moyen Orient. Hordeumspontaneum, I’orge a deux rangs, qui tres répondue
depuis la Grece jusqu’au Moyen Orient, est connue comme étant la forme ancestrale de 1’orge

cultivée, avec laquelle, elle est parfaitement inter-fertile (Jestin, 1992).
1.2.Présentation botanique

L’orge commune (Hordeumvulgare L.) est une céréale a paille. C’est une monocotylédone
qui appartient a la famille des Poacées et a la sous-famille des Festucoidées. Le genre
Hordeumauquel I’orge cultivée appartient, se caractérise par des épillets uniflores groupés par
trois, avec un central, flanqué de deux latéraux, disposés alternativement a chaque étage du
rachis (Von Bothmer et Jacobsen, 1985). Sa classification est basée sur la fertilité des

épillets latéraux, la densité de 1’épi et la présence ou I’absence des barbes (Grillot, 1959)

Il existe deux types d’orge :

Figure 1 : Orge a six rangs a gauche et orge a deux rangs a droite(GNIS., 1990)

Hordeumvulgaredistichumcelle a épis plats a deux rangs de grains ; sur chaque article du
rachis sont insérés, au méme point, trois épillets : 1’épillet central est seul fertile et ne

comporte qu’une fleur, les épillets latéraux sont stériles ;

Hordeumvulgarehexastichumcelle a épis cylindrique a 6 rangs de graines communément

appelées escourgeon ; elle présente trois épillets fertiles, comportant un seul grain chacun par

2
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niveau d’insertion. Les grains latéraux sont 1égérement dissymétriques. L.’ensemble des grains

constitue alors six rangees autour du rachis (Boyeldieu, 2002).

nervure
meéediane

nervures

latérales
dorsales

sillon

baguette

Figure 2 : Vue ventrale et dorsale du grain d'orge (GNIS., 1990).

Les épillets latéraux peuvent se développer normalement et ainsi conférer la morphologie
orge a "6 rangs" ou étre stériles, réduits a des vestiges et caractériser les orges a " 2 ou 4
rangs "(Von Bothmer et al. 1995). L’espéce Hordeumvulgare L. est diploide et possede sept
paires de chromosomes (Thomas et Pickering, 1988). Elle peut étre annuelle ou vivace.

Parmi les variétés cultivées, il existe des orges d’hiver et des orges de printemps.

Les orges d’hiver nécessitent d’étre vernalisées pour fleurir, ¢’est-a-dire qu’une exposition
au froid et une photopériode plus courte sont indispensables pour induire leur floraison. Ces

variétés sont donc semées en début d’hiver.

Les variétés de printemps quant a elles, ne résistent pas au froid et ne nécessitent pas de

vernalisation, elles sont par conséquent semees au printemps (Von Bothmer et al.,1995).

La fleur d’orge est constituée d’un verticille de trois anthéres, chacune constituée d’une
anthére fixée au filet, et d’un ovaire surmonté de deux stigmates plumeux (Jestin, 1992 et
VonBothmer et al., 1995). L’anthére représente 1’organe reproducteur male de la fleur qui
produit les grains de pollen. La floraison débute vers le tiers supérieur de 1’épi, puis s’étend a
I’épi entier. L’orge est le plus souvent autogame, ¢’est-a-dire que les antheres émettent une
grande partie de leur pollen dans leur fleur d’origine, induisant une autopollinisation (Nuutila

et al. 2000).
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Selon Baum et Bailey (1989)in Cherif-Hamidi (2004), le genre Hordeum est difficile a
identifier sur le plan taxonomique. Ce genre se subdivise en quatre sections: Hordeum,

Anisolepis, Cristesion et stenostachys(Von Bothmer et Jacosen, 1995in Hanifi, 1999).

Linné (1975)inBenmahammed (1996) a établit une classification des orges d’aprés la fertilité

ou non des épillets latéraux et la compacité des épis, qui se résume ainsi :

Epillets médians et latéraux fertiles :

-Epi compact: Hordeumhexasticum L.

-Epi lache: Hordeumtetrastichum L.

-Epi lache a grain nu : Hordeumvulgarevar.coelisti.L.
-Epillets medians seuls fertiles :

-Epi compact : HordeumZeocrithon L.

-Epi lache: HordeumdistichumL.

-Epi lache a grain nu : HordeumdistichumL. var.nudum.

Figure 3 : Epillet d’orge a deux rangs (Soltner, 2005)
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Restes

Aréte de la glumelle —_— détamine
inférieure ou «barbe»

Glumes -
Epillets latéraux Epillets latéraux —it N}
stériles fertiles \
“pillets médians Epillets médians
fertiles fertiles

1 Profil

Figure 4 : Epillet d’orge a six rangs (Soltner, 2005)

1.3.Développement et reproduction chez I’orge :

Selon Jestin (1992), les caractéristiques de végétation et de reproduction de 1’orge sont

voisines de celle du blé ; les différences les plus margquées concernent :

- Une propension plus forte au tallage, avec une paille souvent plus fragile.
- Un cycle semi maturité souvent plus court.

- Une capacité de survie au froid n’atteignant pas celles des blés ou des seigles.
Soltner (1988), ajoute d’autre différences, comme :

- les exigences en eau sont légérement plus réduites et surtout importantes au début de
la végétation.

- L’orge tire parti de sols légers et calcaires mieux que le blé.

Hormis le besoin éventuel en vernalisation, I’orge est une espece dite "de jours longs" Selon
le génotype, les orges ont des besoins nuls (orge de printemps) ou variables (orges dites
d’hiver ou d’automne) de froid vernalisant pour pouvoir passer convenablement de leur phase

végétative a la phase de reproduction.(Jestin, 1992).
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Les différents stades de développement de I’orge sont indiqués dans le Tableau 1.

teau 1. Différen éveloppement d¢ V'orge (Hordeun vulgare 1.,
Stade Echelle de Feekes Caractéristiques
L o : I feuille peree e coléoptile
Y 3 feuillcs
Y D<but tallage 2 Formation dc la 17" talle
Plein tallage 3
= 2 a3 alles
Fin tallage 4
" Sommect de 'épi distant de 1
g ; ) e % cm du platcau de tallage
6 01 nccud  ¢élongation
de la tige
1 a2 necuds
7 2 nacuds
Gonflement 3 Apparition de la feville
L’épi gonfle 9 Ligule juste visible
Lagaincde la 10 Gainc de la dernicre feuille
A a demiére feuille Sortic
10-1 Sortic des barbes
10-2 Ya {piaison
Epiaison 10-3 Y1 ¢piaison
10-4 Y% dpiaison
10-5 Tous les ¢pis sortis
a 11-1 Grain laiteux
-2 Grain piteux
Fommation du grain
11-3 Grain dur
11-4 Grain miir

Source : LT.C.F,, 1983 in Ait-Rachid, 1991,

1.4. Données économiques :

L’orge est la quatriéme céréale cultivée au plan mondial aprés le mais, le blé et le riz (OAIC,
Alger, 2009).L’espece H.vulgare L. posséde une forte capacité d’adaptation a des conditions
extrémes, grace a I’existence de variétés avec un cycle de culture court (100 a 120 jours) et sa
résistance a la sécheresse et a la salinité.Ainsi sa culture va du niveaude la mer (bassin
méditerranéen) a plus de 4500 métres d’altitude dans la chaine montagneuse himalayenne (VVon
Bothmeret al. 1995).

Les coefficients de variation du rendement en grains sont de 26.6%., 24.5 et 22,7%
respectivement pour 1’orge, le blé dur et le blé tendre, indiquant que 1’orge est moins

réguliére, probablement parce qu’elle occupe les zones les moins favorables (Hakimi, 1989).

6
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Le Tableau 2 montre quelques données sur la culture de 1’orge en Algérie :

Tableau 2 :Données économiques sur la culture de I’orge dans le monde

Evolution 1995-2013 superficies emblavées-récoltées-productions-

rendements

ORGE
ANNEE
Sup. emb Sup. réc Prod. Rdt
(ha) (ha) (9x) (9x/ha)

1995 1395 140 824 170 5 849 800 7,10
1996 1332870 1282500 | 18002 220 14,04
1997 1204 900 264 840 1908 920 7,21
1998 1043 010 939 210 7 000 000 7,45
1999 964 700 468 960 5100 000 10,88
2000 1067 610 215 630 1632 870 7,57
2001 872 080 515 690 5 746 540 11,14
2002 894 900 401 400 4161120 10,37
2003 833 510 782 380 12 219 760 15,62
2004 1 029 000 915 440 12 116 000 13,24
2005 1023414 684 648 10 328 190 15,09
2006 1117715 812 280 12 358 800 15,21
2007 1057 700 971 246 11 866 580 12,22
2008 1195 269 435 963 3959 215 9,08
2009 1275616 1250762 | 25666 000 20,52
2010 1296 626 1018792 | 15039 000 14,76
2011 1214 225 852 379 12 580 800 14,76
2012 1222048 1030477 | 15917 150 15,45
2013 1304 720 897 719 14 986 386 16,69

Source : MADR, 2014.
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1.5. Utilisation de ’orge

L’orge est une espece tres adaptée aux systemes de cultures pratiqués en zones seéches. Cette
adaptation est liée a un cycle de développement plus court et a une meilleure vitesse de

croissance en debut du cycle.

Le grain d’orge est utilisé en alimentation animale. Il est considéré comme 1’un des meilleurs
aliments pour la qualité qu’il apporte a la viande mais aussi pour ses valeurs diététiques
(Becart et al.,2000; Fischbeck, 2002). L’orge peut également étre cultivée pour 1’apport de
nourriture sous forme d’ensilage (plante entiére) ou générer des patures aux animaux dans les
régions séches du Proche-Orient (Fischbeck, 2002; Briggs, 1987). Méme si 1’utilisation de
I’orge en alimentation humaine est de moins en moins importante, elle est encore présente
pour la fabrication de pains, soupes et gruaux (Fischbeck, 2002). La principale utilisation de
I’orge reste pour 1’industrie brassicole et la fabrication de la biére et du whisky (Fischbeck,
2002 ; Briggs, 1978). Les criteres de qualité nécessaires a ces utilisation sont partiellement

conditionneées par le génotype (Jestin, 1992 ; Fischbeck, 2002).
1.6. Les principales variétés d’orge cultivées en Algérie :

L’orge est généralement, cultivée en Algérie le ou le blé ne peut donner un bon rendement,
c’est-a-dire dans les zones semi-arides. Elle occupe les moins bonne terres, parmi celles
réservées aux blés, comme on peut la trouver dans les zones marginales a sols plus au moins

pauvres, et cela, grace a sa rusticité (Oufroukh et Hamidi, 1988).

En Algérie, I’orge est a destination fourragére et alimentaire. Deux variétés locales, Saida et
Tichedrett couvrent 1’essentiel des superficies qu’occupe cette espéce. Des variétés nouvelles
ont fait leur apparition en milieux producteurs, mais elles n’occupent, toutefois, que des
superficies limitées suite a leur faible adaptabilité a I’environnement de production. Elles sont
irrégulieres et produisent peu de paille, sous stress (Fischbeck, 2002. La sélection de
nouvelles variétés relativement mieux adaptées et plus productives reste donc un important
objectif de recherche dans les régions semi-arides ou de faibles progrés ont été fats en la

matiere(Ceccarelli et al. 1998).
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2. Méthodes de sélection et d’amélioration variétale

Pendant longtemps, ’homme s’est basé sur des techniques classiques pour la sélection et
I’amélioration variétales. Ces méthodes ont fourni a 1’agriculteur de nombreuses variétés qui
se sont imposées grace a des rendements régulierement élevés et a une qualité satisfaisante

mais elles restent toujours limitées (Dubois et al., 1992).

Au fil des années, plusieurs recherches ont été réalisées dans ce domaine, en remplagant ces
techniques classiques par d’autres plus rapides et plus efficaces tel que les cultures in vitro qui

ont déja permis d’atteindre plusieurs objectifs dans le cadre d’amélioration variétale.

La plupart des céréales sont propagées de maniere traditionnelle et efficace par I’intermédiaire
de semences. La propagation clonale n’est donc requise que dans certains cas particuliers,
comme, par exemple, 1’évaluation de plantes meres dans un programme de sélection et, plus

récemment, dans 1’induction de variations de type somaclonal(Zryd, 1988)

2.1. Objectifs et criteres de sélection de I'orge

Trois principaux objectifs sont recherchés dans la sélection de I'orge :

Productivité et stabilité du rendement : L’¢élaboration du rendement implique l'enchainement

de multiples mécanismes liés a la croissance et au développement des peuplements végétaux

en relation avec les facteurs et conditions du milieu (Combe et Picard, 1994)

Résistance a la verse : Selon Moule (1980), I'orge est, des trois céréales (blé, orge, avoine), la
plus sensible a cet accident qui est le facteur limitant principal de la fumure. Cependant selon
les régions, la résistance a divers stress doit étre considerée (sécheresse, salinité du sol)
(Jestin, 1992). En effet I'adaptabilité au milieu est un phénomene essentiel en raison des
relations entre conditions de culture et expression des potentialités génétique (Combe et
Picard, 1994)

Résistance aux maladies : la maitrise des maladies par les traitements chimiques n'est pas
sans inconvenients (Simon, 1989), l'objectif est de rechercher des génotypes qui présentent

avec l'agent pathogene un rapport in vitro d'incompatibilité (Seilleur, 1989).
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3. La culture in vitro

Selon Zryd (1988), Il est possible de produire des plantules de céréales in vitro par induction
de structures adventives (racines et tiges feuillées) régénérées a partir de méristémes
pluricellulaires ou par embryogénése adventive. On peut ainsi obtenir des plantes a partir de
structures meéristematiques en croissance rapide telles que embryons immatures, jeunes
inflorescence rapide telles que embryons immatures, jeunes inflorescence et feuilles tres
jeunes. Les cultures in vitro de céréales peuvent donc étre utilisées pour la multiplication

clonale ainsi que pour la sélection
3.1. La micropropagation

Lamultiplication végétative par culture invitro ou micropropagation présente plusieurs
avantages sur les méthodes classiques dites "conventionnelles“de propagation. Cette technique
a rendu possible la multiplication d'especes chez lesquelles les semences sont rares, ou
présentant des difficultés de germination et/ou dont les techniques de bouturage ou de greffage
sont inapplicables, ce qui a conduit a une plus grande diversité des plantes commercialisees.

De méme plusieurs autres techniques, toutes déerivées de la culture invitro, ont un réle
important a jouer dans I'amélioration des performances agronomiques ou horticoles des
plantes cultivées. La micropropagation est utilisé dans un but de multiplication en masse,
puisqu'elle permet, en partant d'un seul individu (plant), I'obtention d'un nombre considérable
de plantes génétiquement identiques a la plante mere (Ferry et al., 1998; Semal, 1998). Les
plants reproduits ne sont pas seulement conformes mais présentent aussi une grande

uniformité.

Par ailleurs, l'usage de cette technique nécessite peu d'espace et peut-étre programmé
indépendamment des saisons. La technique représente donc sans contexte un outil puissant
aux perspectives industrielles et économiques importantes (Margara, 1982,Boxus, 1995;
Semal, 1998; Skirvin et al., 2000).
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Les techniques de micropropagation empruntent essentiellement deux voies,

-L'une qui utilise des tissus meristématiques (méristeme ou apex de tige, bourgeons axillaires
potentiellement capable de donner suite, au développement normal, d'un individu est appelée
microbouturage(Saadi,1991) cette technique est souvent appelée "multiplication conforme"
car elle part de méristeme préexistant dans les quels, les cellules sont génétiquement tres
stables (Amato, 1977 inBoxus,1995),l'individu est généralement obtenu en deux étapes

successives, d'abord la production de tige,puis son enracinement .

- L'autre voie, utilise toute sorte de tissus différenciés (fragments de tige, de racines, de
pétiole, de feuilles, d'embryons matures et immatures, d’hypocotyles, cotylédons...etc) pour
aboutir a la néoformation soit de bourgeons ou de racines, c'est 1’organogenése, soit de
structures ressemblant aux embryons zygotiques, c'est I'embryogenése somatique (Zryd, 1988
; Margara, 1989).

3.2. La morphogénese in vitro

Dans les cas favorables on peut induire la morphogénése en placant les cultures sur un milieu
contenant une plus faible concentration d’auxine (moins de 10°M). Dans de nombreux cas
cependant, la morphogénése peut se manifester spontanément apres quelques semaines sur le
milieu initial, probablement a la suite d’une diminution (métabolisation) de la concentration
d’auxine endogenes. Cette morphogénése est fréquemment de type racinaire, parfois mais
plus rarement de type foliaire; une adjonction de cytokinine peut étre favorable au
développement de pousses feuillées normales. L’orientation du développement est fortement
dépendante du génotype. Il semblerait que la plupart des cals que I’on peut obtenir, en
présence d’auxine sur des segments basales des feuilles, soient formés de primordia racinaire
proliférant de maniéré anormale en produisant des cellules de type "coiffe" en surface. La
suppression de 1’auxine ne ferait alors permettre une croissance normale des racines (Zryd,
1988).

11
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3.2.1. L’organogéneése
3.2.1.1. Définition :

L’organogénese est une technique qui repose sur la réactivation des bourgeons axillaires et
des zones méristematiques préexistantes a la base des jeunes feuilles de rejets, jeunes
inflorescences et bourgeons axillaires indifférenciés de palmiers dattiers adultes (El
Hadrami, 1996).

L’organogénése est la base fondamentale de la multiplication végétative, laquelle s’appuie
toujours sur la formation de méristemes nouveaux (Margara, 1989). En partant d’un explant,
elle aboutit a la formation d’un nouvel individu par 1’¢laboration de bourgeons (caulogénése)

et de racine (rhizogénése).
3.2.1.2. Phases de ’organogénése
Le cycle de production comprend quatre (4) phases :

1-Initiation de tissus organogeénes: elle se fait a partir de sites potentiellement
méristematiques préexistants au niveau des explants. Cette phase se déroule a 1’abri de la
lumiere (obscurité) et aboutit a la formation de souches réactives, nécessitant 1’action

d’hormones a dominance auxinique (Djerbi, 1991, Al kaabi, 2001).

2-Multiplication des bourgeons : elle s’effectue a la lumiére dans un milieu 1a ou la
teneur en cytokinines est augmentée. On assiste durant cette phase a une initiation de
bourgeons qui, aprés formation, seront repiqués pour étre multipliés (Benabdalah, 1989).
Cette étape est répétée autant de fois qu’il faut pour atteindre le nombre de bourgeons

deésirés (Djerbi, 1991).

3-Allongement des bourgeons et enracinement des pousses : cette phase nécessite au
moins deux (2) milieux différents et doit déboucher vers la formation de plants vigoureux

et bien constitués ayant la structure d’petit poireau (Djerbi, 1991 ; Al kaabi, 2001).

4-Acclimation : il s’agit durant cette phase de soumettre progressivement les vitroplants

aux conditions naturelles de plantation.
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3.2.1.3. Lacaulogénése
a. Définition :

La caulogenese designe a la fois l'initiation et le développement des bourgeons terminaux,

axillaires, adventifs ou néoformés sur un cal.

- Les bourgeons terminaux dérivent de la gemmule de I'embryon.

- Les bourgeons axillaires sont produits généralement par les deux ou trois assises
cellulaires superficielles de la tige.

- Les bourgeons adventifs sont formés en des endroits inhabituels. 1ls sont formés a partir
d'organes différenciés de la plante (entre-noeuds, tubercules, racines). lls peuvent avoir
pour origine des massifs cellulaires restés méristtmatiques ou bien provenir d'une
différenciation de certaines cellules (Camefort, 1977).

- Les bourgeons néoformés in-vitro peuvent apparaitre sur I'explant initial ou sur un cal, ils
peuvent étre considérés comme un cas particulier de bourgeons adventifs (Boxus, 1995).
IIs sont induits sur n'importe quel type d'organe ou de tissu y compris sur ceux qui ne les
produisent pas dans les conditions naturelles (Camefort, 1977; Zryd, 1988; Margara,
1989).

b. Origine des bourgeons

Les études cytologiques, conduites dans le but de déterminer l'origine des bourgeons
néoformés a partir d'un fragment d'organe contenant divers tissus montrent souvent que
I'aptitude a la caulogenése se manifeste a partir de certaines catégories de tissus telle que: le
cambium, le parenchyme vasculaire ou libérien (Belanger, 1998; Fortes et Pais, 2000).

L'intensité de cette néoformation est nettement dépendante de la nature des tissus contenus
dans I'explant. Elle est maximale pour les tissus cambiaux, élevée pour les tissus du phloéme

et du xyléme, trés faible ou nulle pour le parenchyme cortical ou médulaire(Margara, 1989).
Chez les coniféres, comme le pin, les premieres divisions périclines apparaissent dans les

couches sub-épidermiques du mésophylle, l'origine des pousses caulinaires parait étre

unicellulaire. Par contre chez les Angiospermes, l'origine peut étre pluricellulaire, des
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méristemes peuvent se former a partir de cellules épidermique ou encore a partir de tissus
palissadiques, du mésophylle spongieux ou de la gaine péri-vasculaire des explants cultivés
(Boxus, 1995).

3.2.1.4.Larhizogenése

a. Définition

La rhizogenése désigne la néoformation et la croissance de racine. Les méristemes de racines

se répartissent en plusieurs catégories selon leurs origines.

- Les racines latérales se forment de maniere spontanée sur la racine principale dans les
conditions naturelles.

- Les racines adventives sont produites par des organes divers, soit spontanément, soit
accidentellement a la suite d'une blessure ou d'une maniére provoquée, dans les conditions du
bouturage et du marcottage.

- Les racines néoformées, au sein d'un cal, en culture in-vitro, peuvent étre considérées
comme un cas particulier de méristemes adventifs (rhizogenése indirecte) ou I'émission de

racines sur un explant dans des endroits inhabituelles (rhizogenése directe).

3.2.1.5. Les facteurs influencant

Les facteurs influant sur la régénérabilité in-vitro peuvent étre schématiquement répartis en 2
groupes. Le premier représente Les facteurs internes, (ceux liés a la plante) et concerne d'une
part le génotype , la nature et I'dge ontogénique de I'explant et d'autre part I'état physiologique
de la plante mere sur laquelle, I'explant a été prélevé . Le second réunit les différents facteurs
externes qui englobent et les milieux (notamment leur composition en régulateurs de

croissance et les sucres) et les conditions de cultures.
2.4.1- Effet de I'explant

Un des atouts majeurs de la culture in-vitro est de montrer que des cellules somatiques (a 2n
chromosomes) , pouvaient produire , soit des structures comparables a des embryons
somatiques, soit a des bourgeons et dont le développement permet de régénérer des plantes

conformes a la plante mére . Pratiquement, n'importent quel organe(bourgeon, racine, feuille,
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anthere, etc.) ou fragment d'organe (explant), prélevé sur celle-ci , peut étre cultivé isolément
sur milieu nutritif synthétique, mais le choix de celui-ci est d'une importance primordiale . On

retiendra cependant que la réponse in-vitro est sous la dépendance de nombreux facteurs.

% L'age physiologique et ontogénique de I'organe

Généralement dans les cultures in-vitro, on privilégiera les explants les plus jeunes (embryons
immatures, jeunes feuilles, méristémes etc.) car c'est I'état juvénile qui semble offrir le plus de
possibilités de régénération (Davis, 1986.,Saadi, 1991). Souvent , ce sont les tissus provenant
d'embryons qui expriment le plus souvent, d'une maniere nette et reproductible, I'aptitude a la
régeénération, .C'est le cas par exemple du pois(Saadi, 1991); du lupin (Desire, 1988) , du
coton (Brar Et Al. , 1998) ; du soja (Santarem et al ., 1997); du tournesol(Charniere et al.,
1999) ; Pinus sylvestris ( Haggman et al ., 1999) et bien d'autres espéces.

% L'époque du prélévement

Ce probleme se pose surtout pour les espéces vivaces, on peut distinguer un stade de vie
active et un stade de vie ralentie de la plante ce qui conduit les explants a développer des
réactions différentes en culture in-vitro. Cette différence peut étre expliquée par la
modification des équilibres internes des régulateurs de croissance (auxines, cytokinines,

gibbérelline ...) lors des différentes saisons (Auge et al., 1989) .

% Lataille de I'explant

Plus la taille est importante et plus les équilibres endogenes sont déterminants et les
conditions extérieures seront influentes. La taille choisie variera selon la nature de 1’explant.
si le tissu végetal est de nature organisée , un ensemble assez complet sera nécessaire ( soit un
noeud , un apex , ou un bourgeon entier ) mais dans le cas d'une structure différenciée (
éléments de feuilles , de tige, de racines ,inflorescence..) des fragments de 5a 10 mm suffiront
(Zryd, 1988., Auge et al ., 1989; Hannweg et al ., 1996).

D'une maniere génerale, il existe des tissus privilégiés appelés «tissus cibles » qui répondent a
un stimulus indicateur qui orientera son programme morphogénétique vers une voie
particuliere de développement contrairement a certains tissus récalcitrants aux
manipulations in-vitro, dues essentiellement a un manque de compétence cellulaire(Coleman
et Ernst, 1990 ; NutiRonchi, 1995 ; Yadav et Rajam, 1998).
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2.4.2-Influence du génotype
La plupart des plantes montrent une régénération génotypique spécifique liée a I'espece.

A l'intérieur d'une méme espece, un génotype donne des bourgeons tandis qu'un autre ne peut

fournir que des embryons(Auge et al ., 1989)

Un tel contrdle de la régénération ( par la voie de l'embryogenése somatique ou de la
caulogenese ) a été rapporté chez les Légumineuses fourrageres est spécialement chez la
luzerne par Brown et Atanassov (1985); Trifolium repens par Parrot (1991) et bien d'autres
especes . Bencheikh et Gallais (1996 ) indiquent la présence de quelques génes majors
pouvant contréler I'embryogenése somatique chez le pois. De méme Bingham et al (1975)
ont réussit a augmenter  considérablement la  fréquence = embryogéne
chez Médicagosativa apres deux étapes de sélection récurrente. Reisch et Bingham , (1980)
trouvent chez un génotype de luzerne diploide que la différenciation de bourgeons a partir de
cal est contrdlée par deux génes dominants designés Rnl et Rn2 dont la présence simultanée
permet un taux élevé de régénération ( plus de 75 % des explants) . L'hétérogénéité existante
chez les Légumineuses fourrageres, permet d'expliquer la facilité a identifier les génotypes

favorables a la régénération.
2.4.3-Influence du milieu de culture

Avec le développement des cultures de tissus, divers milieux de base comprenant des sels
inorganiques, des composés organiques ( sucres , vitamines et régulateurs de croissances ) ont
été progressivement utilisés .Certains milieux proposés dans un but donné sont en fait

utilisables d'une maniére beaucoup plus étendue.

Les milieux de culture sélectionnés doivent étre le plus parfaitement adaptés aux besoins
nutritifs de la plante soumise a I'étude afin de laisser s'exprimer pleinement son potentiel

génétique.

Les principaux constituants d'un milieu de culture sont généralement représentés par les
macro et les micro-éléments, une source carbonée et azotée, des vitamines et des régulateurs

de croissance.
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Selon Evans etal, (1981) ,dans 70% des cas , des milieux de culture de base de type
Murashige et Skoog (MS) ont été utilisés. Il a été employer d'une maniere générale pour tous
les types de culturesin-vitro. Mais c'est essentiellement pour le déclenchement de
I’organogenése, en particulier pour la néoformation de bourgeons que s'est révélé nettement
supérieur a d'autres milieux (Margara, 1989) c'est le cas du Cunilagalioides ( Fracaro Et
Echeverrigaray , 2001).

Le milieu de Murashige Et SKOOG est caractériseé principalement par une tres forte teneur
en sels minéraux, en particulier en potassium et par une concentration également élevée en
azote (60méq/l environ sous forme de nitrate et d’ammonium) dont 1/3 apporté sous forme
réduite (ionsNH4+); le rapport nitrate / ammonium, dans ce milieu est tres favorable a
I'induction de I'embryogenése somatique , en particulier chez Feijoasellowiana (Del Vesco et
Guerra, 2001).

2.4.3.1-Les régulateurs de croissance

Un régulateur de croissance est défini comme étant, une substance qui, suivant sa
concentration absolue ou relative dans le milieu, peut supprimer, permettre ou modifier sous

certaines conditions les processus de cytodifférenciations(Street, 1977).

Aucun régulateur de croissance ne provoque une initiation directe du phénoméne
d'organogenese ou d'embryogenése somatique, mais il interféere dans de nombreux

métabolismes internes de la cellule végétale.

L’organogenése est fortement influencée par les régulateurs de croissance. Les deux
hormones, les plus souvent utilisés, d'une maniere conjointe ou séquentielle, sont les auxines
et les cytokinines. Nitshet Nougarede, (1967) ont montré que des explants de parenchyme
médullaire de tabac cultivés in-vitro dans un milieu ne contenant ni auxine, ni cytokinine ne
proliféerent pas. Il en était de méme lorsque seulement une auxine ou une cytokinine était
incorporée au milieu. Par contre, la prolifération cellulaire se déclenchait lorsque ces deux

substances sont présentes dans le méme milieu de culture.

Le rapport hormonal (auxine/ cytokinine) conditionne, en grande partie, le type de
néoformation obtenu. Ce rapport a conduit, dans le cas de la culturein-vitro du parenchyme

médullaire de tabac, par exemple , a I'orientation des tissus, soit vers la caulogenese , soit vers
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la rhizogenése(Skoog et Miller, 1957 in Zryd ,1988). Ainsi la néoformation de bourgeons est
souvent favorisée par des teneurs élevées en Cytokinine (Frett, 1977; Walker et al., 1979;
Margara , 1989; Abrie et Stadn , 2001; Compton etal., 2001; Tang et Guo, 2001 ) alors
que les fortes doses en auxines stimulent la formation de racines et améliorent leurs qualités
(Druart, 1992, Hobbie, 1998; Abrie et Stadn , 2001; Compton et al., 2001).

L'influence de ce rapport hormonal n'est, cependant , pas une régle générale pour toutes les
espéces végétales . En effet, il suffit, dans certains cas, d'ajouter au milieu de culture I'un ou
l'autre des deux régulateurs précités pour parvenir a une réponse morphogénétique (Seon
et al., 1998). Dans ce cas précis, nous pouvons citer deux exemples : le premier, concerne le
Tritical ou I'organogeneése a été obtenue en se servant uniqguement d'auxine ( milieu dépourvu
de cytokinine) (Vikrant et Rashid , 2001); le second, touche I'espéce Piper
barberigamble ou I'équipe d’Anand et RAO,(2000) a obtenu des bourgeons néoformés en

utilisant des cytokinines seules dans le milieu d'induction

Le transfert des tissus d'un milieu riche en auxine vers un milieu pauvre n'est pas toujours
indispensable pour le déroulement des différentes phases annoncées précédemment.
L'exemple des travaux de Maheswaren et Wiliams, (1984), portant sur I'embryogenese du
trefle et la luzerne, est trés significatif puisqu'ils ont réussi a obtenir, des embryons
somatiques, directement sur les explants d'embryons immatures cultivés sur un milieu riche
en cytokinine et totalement dépourvu d'auxine. C'est I'exemple aussi des travaux de

Kristenet al., 2000 réalisés sur les explants de pétioles deEchineceapurpurea L

Par contre d'autres cultures exigent en phase inductive, la présence conjointe d'une auxine et
d'une cytokinine, c'est le cas de la luzerne (JULLIEN, 1991); du papayer (MONMARSON

et al., 1994); du cocotier (Serge, 1998) ; du caféier (Carneiro, 1999) et bien d'autres especes.

Il est utile de rappeler , que les auxines les plus souvent utilisées en organogenése ou en
embryogenése somatique sont le 2,4-D, I'AIA, I'AIB et 'ANA. A cause de son bon pouvoir
inducteur, le 2,4 -D semble détenir, d'apres Evans et al.,(1981), le record d'utilisation dans les
études portant sur l'embryogenése somatique (puisque 57 % des travaux de recherche
I'utilisent comme regulateur). Quand aux cytokinines , elles sont représentées par la Kinétine,

, la benzyladenine (BA), la 2- isopentenyladénine et la zéatine.
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Outre, les auxines et les cytokinines, d'autres régulateurs de croissance peuvent intervenir
dans le processus d'organogenese ou d'embryogenese somatique tels que les gibbeérellines et
I'acide abscissique (ABA) ; cependant, leur utilisation reste limiter. Les gibbérellines, selon
Jayasreeet al, (2001), stimulent fortement la production de bougeons néoformes chez la
pomme de terre lorsqu'elles sont combinées aux cytokinines. Par contre, d'aprées MARGARA,
1989, les gibberellines ont la réputation d'inhiber I'organogenese et particuliérement la

rhizogenese chez le Chou-fleur.

L'acide abscissique (ABA) quant a lui, est employé par certains auteurs dans le but de corriger
ou d'améliorer la qualité morphologique des embryons (Unnikrishan et al., 1990 ; Dodeman
etal., 1997). Son usage peut inhiber, en méme temps, le déclenchement éventuel d'une
embryogenése secondaire et empéche la germination précoce des embryons somatiques
(Milenaet al., 1998; Svobodovaet al ., 1999).

2.4.3.2-Influence de la source carbonée

Les tissus en cultures in-vitro sont largement hétérotrophes via a vis du carbone en raison de
I'absence ou de l'insuffisance de l'assimilation chlorophyllienne. 1l est donc indispensable
d'ajouter une source carbonée (des glucides) au milieu de culture. Les glucides remplissent
deux fonctions principales dans les milieux de culture ; ils fournissent de I'énergie nécessaire
pour la croissance des tissus et maintiennent une pression osmotique donnée du milieu de
culture (Zryd, 1988). Cette pression osmotique, appelée aussi « effet osmoticum , peut avoir
diverses actions sur les tissus. Elle agit, dans certains cas , sur l'orientation ou I'expression
morphogeénétique des tissus (Belaizi et Boxus, 1995; Charniere et al., 1999), dans d'autres ,
sur la maturation des embryons somatiques produits (Walker et Parrott, 2001) .

Les glucides, les plus généralement utilisés sont le saccharose et le glucose (Margara, 1989;
Druart et Samyn, 1995). Selon certains auteurs, le maltose peut constituer une bonne source
carbonée puisqu'il permet, dans certains travaux portant sue I'embryogenése, d'améliorer a la

fois, et la qualité et la quantité des embryons somatiques produits (Saadi, 1991).

L'organogenése ou lI'embryogenése somatique ne semblent pas étre influencées uniquement
par la nature des sucres mais aussi, et pour un méme sucre, par sa concentration dans le milieu

de culture. Généralement, selon Piatti, (1988), les doses employées oscillent entre 2 et 12 %.
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L'effet dose peut avoir, comme nous l'avons signalé ultérieurement, une grande influence sur
le devenir morphogénétique des cultures. Dans ce cas, l'exemple du tournesol est tres
significatif, I'usage d'une concentration de 12% en saccharose peut orienter le processus vers

la voie de I'embryogenése somatique, alors qu'une concentration de 3 % conduirait vers la

néoformation de bourgeons (Charniere, 1999).
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3.2.1. L’embryogénése somatique

L'embryogenése somatique est la formation d'embryons a partir de cellules non issuesde la

fusion des gamétes (Ammirato, 1983).

Le développement de I’embryon somatique ressemble étroitement a celui de I’embryon
zygotique a la fois morphologiquement et physiologiqguement (Zimmerman, 1993).1l est
caractérisé par I'existence d'un axe polarisé terminé par un méristeme de tige et un méristeme
de racine et son développement s'effectue selon une séquence de stades définis dont les

principaux sont: le stade globulaire, cordiforme, torpille, et cotylédonaire (Margara,1982).

L’embryogenése somatique est donc utilisée par extension comme un systémeexpérimental
pour examiner les événements morphologiques, physiologiques et biochimiques durant
I’embryogenése (Zimmerman, 1993). Cependant, Il y a quelques différences entre les deux
types d’embryogenc¢se dont les principaux caractéres sont 1’absence de différentiation
d’albumen, développement absent ou retardé, 1’absence de dessiccations et de dormance et
I’acquisition de la compétence avant le développement des embryons dans 1’embryogenése

somatique (Féher et al., 2003).

L’embryogenése somatique est un processus de régénération quise déroule en 5 étapes

essentielles (Von arnoldet al., 2008) :

1-  Initiation des cultures embryogénes (PEMs) par culture de I’explant initial sur un
milieu contenant des régulateurs de croissance surtout I’auxine avec souvent des cytokinines.
Cette transition de la cellule somatique a I’état embryogeéne est un processus complexe
comprenant la dédifférenciation, la réactivation des divisions cellulaires et une
reprogrammation du développement (Féheret al., 2003). L’initiation de la voie de
I’embryogenése est limitée a certaines cellules de 1’explant (Von Arnold, 2008) qui subissent
un ensemble de modifications et se transforment en cellules dédifférenciées competentes pour

I’embryogenese.

2-Prolifération des cultures embryogénes sur milieu solide ou liquide contenant une

composition en régulateurs de croissance similaire a celle de I’étape précédente. Pour la
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propagation a grande échelle, il est souvent préférable d’établir des suspensions cellulaires

(Von Arnold et al., 2002).

3-Prématuration des embryons somatiques sur milieu généralement dépourvu de régulateurs
de croissance ce qui inhibe la prolifération cellulaire mais stimule la formation des embryons
et le début du développement (Von Arnold et al., 2002). L’élimination ou la réduction de
I’auxine dans le milieu de culture est en général préconisée durant cette phase.Avec cette
réduction, le blocage de I’expression des geénes nécessaires au passage au stade cordiforme est
levé (Zimmerman, 1993).

4-Maturation des embryons somatiques par culture sur un milieu contenant I’ABA et/ou un
faible potentiel osmotique.

5-Développement de plants sur milieu dépourvu de régulateurs de croissance.

22



Matériels et méthodes

Notre expérimentation s’est déroulée au sein de la division « Biotechnologies et Amélioration
des plantes » (équipe amélioration génétique de 1’orge) de 1’Institut National de la Recherche
Agronomique d’Algerie, (INRAA-Mehdi Boualem-Baraki -Alger) durant la période s’étalant
du mois de février au mois de juin 2014.

Objectif de travail :

Evaluation de la réponse de 5 accessions d'orge algériennes a:

1-I'induction de pousse multiples par bourgeonnement adventifs in vitro a partir d'un

fragment de tige méristématique comme explant (effet génotype).

2- l'effet de différentes concentrations d'une cytokinine BAP dans la balance hormonale

Auxine/cytokinine.

1. Matériel végétal

Cing variétés populations d’orge saharienne (HordeumvulgareL.) issues de différentes
régions du sud algérien ont été testées : Azrir, Ras-el-mouch (région du Touat-Adrar),
Temassine, Ksar Megarine (Touggourt) et Hoggar2 (Tamanrasset). Ces variétés
populations sont cultivées en irrigué dans les jardins d’oasis du palmier dattier en tant que
culture secondaire; Elles sont principalement caractérisées par leur précocité a 1’épiaison et

maturité.

2. Méthodes

L’expérimentation a été réalisée selon le protocole deSharmaet al. (2004).

2.1 Préparation de I’explant (segment meristimatique de tige)

Les manipulations sont réalisées sous hotte a flux laminaire préalablement nettoyée avec
I’éthanol 70°. Les instruments (les pinces, scalpels) sont stérilisé sa I’étuve pendant
3heuresa une température de 180°C

2.1.1 Désinfection des graines
Le protocole de stérilisation des graines a été mis au point par 1’équipe « amélioration

génétique de I’orge ».Les graines sont immergées dans de I’alcool(70°)pendant 1 minutepuis
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sont de nouveau immergées dans I’eau de javel pure(32° chlore) et mis en agitation (100
tours/min)pendant 20 minutes .Les graines sont ensuite rincées a I’caudistilléestérile6 fois au
minimum. Elles sont ensuite mises en imbibition dans de I’eau distillée stérile pendant 24
heures sous agitation (100 tours/min) & une température de 25 °C). Le lendemain, les graines
sont trempeées dans I’cau de javel (12° chlore) et laissées 15 a 20 minutes en agitation (100
tours/min,25°C) suivi de plusieurs ringages avec I’eau distillée stérile.

2.1.2. Excisionetculturedesembryons matures

Sous une loupe binoculaire, la graine est posée sur un papier stérile, les glumes et les
glumelles sont écartées délicatement avec une pince fine et un scalpel et I’embryon mature est
prélevé soigneusement puis déposé dans une boite de Petri contenant 20 ml du milieu
d’induction Sharmaet al. (2004) additionné de 2mg/l de Picloram et de 3mg/l de BAP.
200 embryons ont été mis en germination par variété et par répétition a raison de 10
embryons inoculés par boite de Pétri. Les boites de Pétri sur lesquels sont
inscrits le nom de la variété, la date de mise en culture, la répétition et le milieu sont
scellées avec le cellophane (Figure 5a)et placées dans un
incubateuraunetempératurede25°Cetal’obscurité pendant 7 jours.

2.2.Excisionetculturedes segmentsméristématiquesdetigeSMT)

Apres 7 jours, les embryons germent en une plantule de 5 a 6 cm (Figure 5b). Cette derniére
est déposée sur un papier stérile puis, a I’aide d’une pince et d’un scalpel, les racines et la
feuille sont coupées (Figure 5 c-d) et la tige raccourcie a un segment de 4-5 mm désigné par
«segment méristématique de tige»(SMT)(Figure 5e). Les SMT sont déposés dans le milieu
d’induction de pousses multiples organogenes (10 segments/boite de Pétri)(Figure 5f).
L’expérimentation a été répétée trois fois avec un nombre d’explants variant de 10 a 90
explants par répétition (Tableau 3). Les cultures sont incubées dans une chambre de culture a

une température de 25°C et une photopériode de 16 heures de lumicre/8 heures d’obscurité.
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2.3. Composition du milieu d’induction

Le milieu d’induction est constitué des macroéléments MS, desmicroélémentsMS,des
vitamines MS, Fer MS, de maltose 30g/l,d’hydrolysat de caséine 1g/L, myo-inositol 0,2 g/,
Thiamine 1mg/l, CuSO41,25 mg/l et 3g/l dephytagel. A ce milieu de base sont ajoutés
I’auxine Picloram (2mg/l) et la cytokinine6-Benzylaminopurine avec trois concentrations (0,
3 et 5 mg/l) (Sharmaet al. (2004).

2.4. Observations aprés une semaine de culture des SMT

Dés la premiére semaine de la mise en culture, le suivi de la réaction des SMT vis-a-vis de
trois concentrations de BAP (0, 3, 5Smg/l) se fait a I’ceil nu. Les segments qui s’allongent sont

raccourcis a chaque fois a 4mm avec un scalpel.

2.5. Parametre mesuré (pourcentage de différentiation des segments meristematiques de tige

en pousses vertes)

Les observations pour chaque concentration de la BAP ont portées sur la réaction des
explants mesurée par le pourcentage de différentiation des segments meristematiques de tige
en pousses vertes (% DPV)qui correspond au rapport entre le nombre total des segments
différenciés en pousses vertes (NSDPV) et le nombre total de segments mis en culture
(NSC). Le dénombrement des explants réactifs a éte fait apres deux mois de mise en culture
dans le milieu d’induction. Une seule subculture a été réalisée quatre semaines apres

I’inoculation.

2.6. Traitementstatistiquedesdonnées

Une analyse de la variance a deux facteurs avec 3 répétitions a été réalisée afin de tester
I’effet du génotype et la concentration de la BAP sur le pourcentage de différentiation des
segments meristematiques de tige en pousses vertes. Les données (pourcentages moyens) sont

transformées en ArcsinVp afin de normaliser la distribution avant ’analyse de la variance
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(Fry J.C.,1996).Cette derniere est réalisée a I’aide du Module ANOVA factoriel du logiciel

STATISTICA (Version 7, StatSoft,Inc.USA).La comparaison des moyennes est réalisée par le
test de Duncan au seuil de5%.
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Figure 5 : Les différentes étapes de préparation des explants (segments meristimatiques
de tige). (a) : culturedesembryons matures. (b) : coléoptile de 5 a 6 cm (7-8 jours). (c-
d) : excision des segments méristématiques de tige (€) : Explants SMT excisés de 4 mm
(f) : SMT sur le milieu d’induction.
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Tableau 3 : Bilan de I’expérimentation

Variétés [BAP] Répétition NSC NSDPV % DPV
Azrir 0B R1 30 0 0,0
Azrir 0B R2 30 0 0,0
Azrir 0B R3 20 2 10,0
Azrir 3B R1 45 0 0,0
Azrir 3B R2 60 0 0,0
Azrir 3B R3 10 0 0,0
Azrir 5B R1 45 0 0,0
Azrir 5B R2 60 5 8,3
Azrir 5B R3 26 0 0,0
Ras el mouch 0B R1 40 0 0,0
Ras el mouch 0B R2 30 0 0,0
Ras el mouch 0B R3 30 0 0,0
Ras el mouch 3B R1 40 13 32,5
Ras el mouch 3B R2 60 14 23,3
Ras el mouch 3B R3 57 13 22,8
Ras el mouch 5B R1 70 10 14,3
Ras el mouch 5B R2 70 08 11,4
Ras el mouch 5B R3 70 24 34,3
Temassine 0B R1 30 0 0,0
Temassine 0B R2 30 0 0,0
Temassine 0B R3 30 0 0,0
Temassine 3B R1 80 35 43,8
Temassine 3B R2 90 0 0,0
Temassine 3B R3 80 30 37,5
Temassine 5B R1 80 30 37,5
Temassine 5B R2 80 08 10,0
Temassine 5B R3 90 30 33,3
Ksar Megarine 0B R1 30 0 0,0
Ksar Megarine 0B R2 40 0 0,0
Ksar Megarine 0B R3 40 0 0,0
Ksar Megarine 3B R1 80 24 30,0
Ksar Megarine 3B R2 50 03 6,0
Ksar Megarine 3B R3 60 26 43,3
Ksar Megarine 5B R1 67 07 10,4
Ksar Megarine 5B R2 70 06 8,6
Ksar Megarine 5B R3 60 18 30,0
Hoggar?2 0B R1 30 0 0,0
Hoggar?2 0B R2 30 0 0,0
Hoggar?2 0B R3 30 0 0,0
Hoggar?2 3B R1 80 26 32,5
Hoggar?2 3B R2 78 0 0,0
Hoggar?2 3B R3 70 04 57
Hoggar?2 5B R1 70 10 143
Hoggar2 5B R2 68 11 16,2
Hoggar2 5B R3 60 12 20,0
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Résultats

L’analyse de variance pour le pourcentage de différenciation des segments méristématiques
de tige en pousses vertes(Tableau 4),indique qu’il y a un effet principal génotype (variétal)
significatif et un effet principale dose BAP trés hautement significatif par contre, ’ANOVA

n’a pas détecté une interaction significative entre le génotype et la concentration de la BAP.

Tableau 4: Analyse de variance’ pour le taux de différentiation des segments
méristématiques de tige en pousse vertes des cing variétés populations d’orge étudiées.

Source de

variation DDL? SCE® cMm* F P Sig. ETR® CVR(%)
Variétés 4 0,4425 0,1106 3,6013 0,0164 *
[BAP] 2 1,2191 0,6096 19,8440 0,0000 ***
Variétés*[BAP] 3 0,5187 0,0648 2,1109 0,0663 NS
Erreur 30 0,9215 0,0307 0,1752 69
Total 44 3,1019

1: Les valeurs présentées dans ce tableau sont en Arcsin. 2 : degré de liberté. 3 : somme des carrés des écarts.
5 : écart-type résiduel= (\/CMerreur). 6 : coefficient de variation résiduel = (\/CMerreur ,moyen générale de 1’essai
(0,2539). (*, ***, NS) : Significatif, Trés hautement significatif et non significatif respectivement au seuil de
5%.

1. L’effet du génotype

Le Tableau 5 montre une réponse différentielle des cing variétés populations pour le
pourcentage de différentiation en pousses vertes, celui-ci varie entre 2,0%et 18,5%. Les cing
variétés-populations se regroupent en trois groupes homogeénes : le groupe (a) réuni les trois
variétés ayant donné la plus forte différentiation, il s’agit de Temassine (18,0%)(Figure 6),
Ras el mouch (15,4%)et Ksar megarine ; suivi par le groupe intermédiaire (ab)formé par la
variété Hoggar2 (9,9%) et enfin le groupe (b) caractérisé par la plus faible réaction de la
variété Azrir (2,0%0).

2. L’effet de la concentration de la BAP

Les résultats du Tableau 5 montrent que les concentrations 3mg/l et 5mg/l ont induit les plus
forts pourcentages moyens de différentiation(18,5%) et 16,6%0) respectivement. L.’absence
de la BAP dans le milieu d’induction ne permet pas la différenciation des explants en pousses

vertes et pratiqguement pour tous les génotypes (0,7%o).

28



Résultats et discussion

Tableau 5 :Classement des cing variétés populations d’orge et des concentrations de la
[BAP]pour leur effet sur le pourcentage de différenciation des segments méristématiques

de tiges en pousses vertes.

Concentration de la cytokinine [BAP] (mg/l)

Variétés 0 3 5 Moyenne
Azrir 3,3+3,3 0,0£0,0 2,8+2,8 2,0+1,4°
Ras el mouch 0,0+0,0 26,2431 20,0+7,2 15,4+4,6°
Temassine 0,0+0,0  27,1+13,7 26,918,6 18,0+6,5°
Ksar Megarine 0,0£0,0  26,4+10,9 16,3+6,9 14,3+5,4°
Hoggar2 0,0£0,0  12,7+10,0 16,8+1,7 9,9+5,0%
Moyenne 0,740,7° 185+45° 16,6+3,1°

1: Les valeurs représentent la moyennezerreur type. Lesmoyennesa I’intérieur de chaque colonneet/ou
ligne suiviesdelamémelettrenesontpassignificativementdifférentes(test de Duncan aP< 0,05).

Figure 6 :Différenciation de pousses vertes chez la variété population Temassine dans trois
concentrations de la BAP en milieu d’induction deux mois apres la mise en culture des SMT.
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Discussion

Les observations faites pour les deux facteurs etudiés : effet de génotype, de la concentration
du BAP, nous ont permis de constater que les SMT non réactif brunissent et finissent par se

nécroser tandis que les SMT réactifs se différencient en pousses vertes (Figure 6)

D’apres GoldsteinC.S. et Kronstad.W.E. ; (1985), il existe des différences spécifiques dans
la réponse in vitro des génotypes génétiquement divers, les distinctions peuvent étre faites
parmi les cultivars pour leur réponse de croissance de cal, pour leur capacité d’induire des

pousses et des racines et pour leurs potentiels de régénération.

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus dans 1’étude faite par SharmaV.K., et al ;
(2004), qui ont observé que des variétés d’orge ont induit un grand nombre de pousse, tandis
que d’autres ont induit 50% moins de pousses. GoldsteinC.S. et KronstadeW.E. (1985) ont
utilisé des embryons immatures de 1’orge, et ont trouvé que 19/20 génotype ont régénéré des
plantes mais avec des capacités différentes d’induire des pousses. La présence de telles
différences vis-a-vis des génotypes est commune dans des especes de céréales. Il y a plusieurs
rapports qui étudies les effets des cultivars de blé tendre (Caswell et al., 2000 ;Przetakiewicz
et a.l, 2003), de blé dur(Bommineni et al, 1996 ; Benkiran et al., 2000 ; Gonzalez et a.l,
2001), et d’orge (Sharma et al., 2005).

Nous avons également constaté une différentiation chez la variété Azrir de I’ordre de 3,3%
(Tableau 5) en I’absence de la BAP dans le milieu d’induction, elle est probablement due aux

cytokinines endogenes abondantes des SMT.
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Conclusion

L’utilisation d’une concentration plus forte de la BAP (5mg/L) n’a pas permis une amélioration
importante du %DPV pour nos génotypes. Cependant, trois de nos variétés populations étudiées

(Ras el mouch, Temassine, Ksar Megarine) ont positivement réagis avec un taux moyen de
différenciation de pousses multiples de 16%.
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