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Résumé 

 

 

 

De par l'importance d'orge dans l'alimentation animale et humaine, il fait encore l'objet d'un 

effort d'amélioration non négligeable aussi bien pour la productivité que pour l'extension de sa 

culture. L’haplodiploïdisation chez l’orge constitue pour le sélectionneur un outil extrêmement 

important et très utile. C'est pour cela l'application de cette technique en Algérie devient un projet 

d'une grande valeur. 

Les techniques d’obtention des haploïdes doublées sont: l'androgenèses; la gynogenèse; et 

l'hybridation interspécifique.ces techniques régénèrent parfois une proportion importante des plantes 

albinos laquelle peut atteindre 100 % chez certains cultivars donc la réussite de cette technique 

nécessite un contrôle strict et rigoureux des facteurs qui influence cette réussite(les conditions de 

culture des plantes mères, le stade cytologique des microspores, le génotype, le milieu de culture et 

le prétraitement). 

La formation de structures embryogénes, et le potentiel de régénération sont contrôlés 

génétiquement .En effet plusieurs travaux sur la régénération des haploïdes présentent une 

variabilité génétique de la réponse à l’androgenèse, donc Le génotype reste un facteur capital pour 

l’induction des embryons et la régénération de plantes chlorophylliennes. 

 

 

 

 

 

-mots clés : orge, Hordeum vulgareL. , Amélioration génétique, Haplo-méthodes, rendement de la 

technique, embryogénèse.  



 

 

 

 
 

Abstract 

 

 

 

Due to the importance of barley in animal and human nutrition, it is still the subject of a 

significant improvement effort both for productivity and for the extension of its cultivation. 

Haplodiploidization in barley is an extremely important and useful tool for the breeder. This is why 

the application of this technique in Algeria becomes a project of great value. 

The techniques for obtaining doubled haploids are androgenesis; gynogenesis; and 

interspecific hybridization. These techniques sometimes regenerate a large proportion of albino 

plants, which can reach 100% in certain cultivars; therefore, the success of this technique requires a 

strict and rigorous control of the factors, which influence this success (the culture conditions of the 

mother plants, cytological stage of microspores, genotype, culture medium and pretreatment). 

The formation of embryogenic structures and the potential for regeneration are genetically 

controlled. Indeed, several studies on the regeneration of haploids present a genetic variability in the 

response to androgenises; therefore, the genotype remains a major factor for the induction of 

embryos and regeneration of chlorophyll plants. 

 

 

 

- Key words: barley, Hordeum vulgare L. , Improvement, Haplomethods, , yield of the technique 



 

 ملخص

 

 

 

فئَّ لا يضال يٕضٕع جٕٓد تذسيٍ كبيشة نكم يٍ الإَتاجيت ٔانتٕسغ في  ٔالإَساٌ،َظشًا لأًْيت انشؼيش في تغزيت انذيٕاٌ 

صساػتّ. تؼتبش ػًهيت انصبغيت انًفشطت في انشؼيش أداة يًٓت نهغايت ٔيفيذة نهًشبي. ْزا ْٕ انسبب في أٌ تطبيق ْزِ انتقُيت في 

 .انجضائش أصبخ يششٔػًا را قيًت كبيشة

انتٕنيذ. ٔانتٓجيٍ بيٍ الإَٔاع: تؼًم ْزِ انتقُياث في بؼض الأدياٌ ػهى تجذيذ تقُياث انذصٕل ػهى أدادياث يضاػفت ْي: 

ا صاسيًا  يؼيُت،٪ في أصُاف 011َسبت كبيشة يٍ َباتاث الأنبيُٕ انتي يًكٍ أٌ تصم إنى  ًً ٔبانتاني فئٌ َجاح ْزِ انتقُيت يتطهب تذك

انتشكيب  نهًيكشٔسبٕساث،انًشدهت انخهٕيت  الأو،ُباتاث ٔصاسيًا في انؼٕايم انتي تؤثش ػهى ْزا انُجاح )ظشٔف استضساع ان

 .ٔسظ انثقافت ٔانًؼانجت انًسبقت( انٕساثي،

تقذو انؼذيذ يٍ انذساساث دٕل تجذيذ الأدادياث  انٕاقغ،يتى انتذكى ٔساثيًا في تكٕيٍ انٓياكم انجُيُيت ٔإيكاَيت انتجذيذ. ٔفي 

 انكهٕسٔفيم. ٔتجذيذ َباتاثٔبانتاني يظم انًُظ انجيُي ػايلاً سئيسًا نتذشيض الأجُت  انزكٕسة،تبايًُا جيُيًا في الاستجابت نتكٕيٍ 

 

 

 يٍ انتقُيت انؼائذ يضاػفت،Haploids تذسيٍ،. Hordeum vulgareL انشؼيش،انكهًاث انًفتاديت:  -

 

 
 

 

 

 

 



TABLE DE MATIERES 

Résumé  

Table de matière 

Introduction ................................................................................................................................. 1 

CHAPITRE Ι : Généralité sur l’orge 

Ι.1. Historique de l’orge ............................................................................................................... 3 

Ι.2-Classification de l’orge .......................................................................................................... 4 

Ι.3.Description de la plante… ....................................................................................................... 4 

Ι.3.1.Description morphologique………………………………………………………………..7 

Ι.4.Intérêt scientifique et économique de l’orge .......................................................................... 7 

Ι.4.1.Dans le monde ..................................................................................................................... 7 

Ι.4.2.En Algérie………………………………………………………………………………….8 

CHAPITRE II : L’amélioration de l’orge 

II .1.objectifs d’amélioration de l’orge ....................................................................................... ..9 

II.2. Les voies de la création variétale et de la sélection………………………………………....9 

a) Sélection massale…………………………………………………………………………….9 

b)  Sélection généalogique ou pédigrée ..................................................................................... 10 

c) Sélection récurrente… ........................................................................................................... 10 

d) Sélection bulk… .................................................................................................................... 10 

e)  Sélection participative .......................................................................................................... .11 

f)   Biotechnologies végétale ..................................................................................................... .11 

CHAPITRE III : L’haplodiploïdisation 

III .I.1. Définition… .................................................................................................................... .12 

III .I.2.Historique ......................................................................................................................... .13 

III .I.3.Intérêt de l’haplodiploïdisation… ..................................................................................... 14 

III .4.Techniques d’obtention des haploïdes doublées… ............................................................. 15 

III .4.1.Gynogenèse ...................................................................................................................... 15 

III .4.2.Androgenèses… ............................................................................................................... 15 

a) Culture d'anthère ....................................................................................................................... 15 

b) Culture de microspores isolées… ............................................................................................. 16 

III .4.3.Hybridation interspécifique .............................................................................................. 17 



III.5. Les difficultés rencontrées dans le cadre de l’utilisation de la culture d’anthères en 

amélioration génétique chez l'orge ............................................................................................. ..18  

III.5.1. Albinisme…........................................................................................................................19 

III.5.2. La variation gamétoclonale……………………………………………………………....19 

III .6.Les facteurs qui influencent la réussite de   l’haplodiploïdisation de l’orge……………….19 

III.6.1 .Les conditions de culture des plantes mères……………………………………………..20 

III.6.2. Génotype ........................................................................................................................... 20 

III.6.3. Stade cytologique des microspores .................................................................................. 22 

III.6.4. Composition de milieu de culture .................................................................................... 23 

III.6.4.1. Sels minéraux ................................................................................................................. 25 

III.6.4.2. Substances organiques… ............................................................................................... 25 

III.6.4.3. Régulateurs de croissance (phytohormones) ................................................................ 26 

III.6.4.4. Acides aminés ................................................................................................................ 26 

III.6.4.5. Vitamines… .................................................................................................................. 27 

III.6.4.6. Agents gélifiants… ....................................................................................................... 27 

A /Les milieux solides… ............................................................................................................. 27 

B/Le milieux liquides .................................................................................................................. 28 

C/Les milieux semi-liquides… .................................................................................................... 28 

III.6.5. Le prétraitement ............................................................................................................... 29 

III.6.5.1. Prétraitement au froid… ................................................................................................ 29 

III.6.5.2. Prétraitement au mannitol ............................................................................................. 29 

III.6.5. 3. Prétraitement au mannitol et au froid ........................................................................... 30 

III.7. Exemple de l’application de la culture en Algérie ............................................................... 30 

III.8. proposition d’un protocole argumenté (pour l’optimisation de quelques facteurs)… .......... 33 

ΙΙΙ.8.1.Le matériel végétal ............................................................................................................ 33 

ΙΙΙ.8.2 Conduite de l’essai ............................................................................................................ 34 

ΙΙΙ.8.3. Préparation des conteneurs de semis ................................................................................ 34 

ΙΙΙ.8.5. Irrigation ........................................................................................................................... 34 

ΙΙΙ.8.6. Désherbage ....................................................................................................................... 34 

ΙΙΙ.8.7. Dispositif expérimental .................................................................................................... 34 

ΙΙΙ.8.7.1. Prélèvement des épis ......................................................... ……………………………34 

ΙΙΙ.8.7.2. Critères cytologiques . …………………………………………………………………35 

ΙΙΙ.8.7.3.Prétraitement des épis…………………………………………………………………..35 



ΙΙΙ.8.7.4.Mise en culture d’anthères in vitro . ……………………………………………………35 

ΙΙΙ.8.7.5. analyse des résultats……………………………………………………………………37 

Conclusion……………………………………………………………………………………….39 

Références bibliographiques…………………………………………………………………....40 



Liste des figures 

 

 
 

Figure 1 : Inflorescence, fleur et pièces florales d’orge (Hordeum vulgare L. cv. Cork)………….5 

 
 

Figure 2 :- Hordeum vulgare. Orge. Gauche : Épillet d’orge à 6 rangées, droite : épillet d’orge à 2 

rangées… ....................................................................................................................................... .....6 

 
Figure 3 : Le cycle de développement de l'orge .......................................................................... ......7 

 
 

Figure 4 : méthodes de production des haploïdes et des haploïdes doublées ............................. ......13 

 
 

Figure 5 : temps de génération de lignées homozygotes par la voie traditionnelle ou en culture de 

microspores isolées. P1 ; parent 1, P2 ; parent 2, F1 ; 1
ère

 génération………………………………17 

 
Figure 6 : Plantule chlorophyllienne et plantule albinos ............................................................ …..19 

 
 

Figure 7 : Microspores au stade uninucléé médian ..................................................................... …..23 

 
 

Figure 8 : Étapes du développement des microspores chez Hordeum vulgare L......................... .....23 



Liste des tableaux 

Tableau 1 : Classification botanique de l'orge (Hordeum Vulgare L.)… ................................... 4 

Tableau 2 : Obtention d’haploïdes du genre Hordeum par croisement interspécifique .............18 

Tableau 3 : Fiches descriptive des variétés étudiées… ............................................................. 33 

Tableau 4 : Composition des milieux de culture d'anthères chez l'orge ................................... 36 



Liste des abréviations 

 

 

HD : Haploïde doublé, Désigne tout génotype homozygote issu d’une technique Quellconque 

d’aplodiploïdisation 

USDA: United States Department of Agriculture 

FAO: Food and Agricultural Organization of the United Nations 

QTL : Quantitative traits locus, locus à effet quantitatif 

ADN : Acide désoxyribonucléique 

BAP : 6-benzylaminopurine 

CMI : Culture de microspores isolées 

Cv : Cultivar 

S.A.M : Sélection assistée par marqueurs moléculaires 

             CRRA : Centres régionaux de la recherche agronomique  

CIV : Culture in vitro 

PPDS : Le test de la plus petite différence significative 



1  

 

Introduction 

 

Les céréales et leurs dérivées constituent l’alimentation de base dans plusieurs pays 

particulièrement dans les pays Maghrébins (DJERMOUN ,2009). 

L’Algérie est un grand intervenant sur le marché international des céréales avec un niveau 

de consommation annuel minimum est égal à 60 millions de quintaux de céréales (KEBRI, 2003 ; 

MESFIN et AL., 2003). 

L'orge (Hordeum vulgare L.) est une monocotylédone diploïde (2n = 2x = 14) appartenant à 

la famille des poacées et à la sous-famille des festucoïdées est une espèce anciennement cultivées, et 

une des plus importantes cultures céréalières à l’échelle mondiale, elle représente 15% de la 

consommation mondiale de céréales ; Elle occupe la 4ème place dans les céréales dans le monde 

après le blé, le riz et le maïs (BENMOHAMED, 2004). 

En Algérie, l’orge largement cultivée occupe la deuxième place après le blé dur avec 35 à 40% 

des surfaces réservées aux céréales. La production des orges en zones arides reste confronter aux 

aléas climatiques et aux contraintes biotiques (BENMOHAMED, 2004). 

L'amélioration des techniques de production, le choix du matériel végétal, l’amélioration 

génétique de ce dernier et sa sélection sont des éléments déterminants dans la confrontation de cette 

espèce vis-à vis des contraintes biotiques (puceron, virus ...) et abiotiques (sécheresse, froid, salinité, 

verse ...) qui menacent sa production. Dans cette stratégie, l’amélioration génétique occupe une 

place importante. Aujourd’hui, les biotechnologies végétales apportent des nouvelles techniques 

permettant plus d’efficacité au processus d’amélioration génétique. 

L’haplodiploïdisation (la production de plantes haploïdes doublées) est une technique 

révolutionnaire permettant d’obtenir une plante homozygote à partir d’un gamète immature haploïde 

en doublant son matériel chromosomique naturellement ou artificiellement (PICKERING et 

DEVAUX, 1992).Cette technique permet de réduire de 2 à 3 ans la durée d’un cycle de sélection 

chez l’orge et à ce titre, cette technique constitue un outil des plus précieux. Elle permet d`obtenir 

des lignées homozygotes en un temps très court (moins d’un an) (LARSEN et AL.1991). Chez 

l’orge la réponse des génotypes à la culture d’anthères varie considérablement selon le type 

(LUCKETT et SMITHARD, 1992). 

Les principaux paramètres susceptibles d’influer sur la production de plantes haploïdes en 

culture d’anthères sont les conditions de culture des plantes mères, le génotype, le stade
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cytologique des microspores, l'environnement de culture des anthères, le prétraitement et la 

composition des milieux de culture (le pH, le rapport auxine/cytokine, les éléments nutritifs) 

(GUASMI et AL. 2009). 

Dans notre étude nous avons utilisé la technique de culture d’anthères pour obtenir des 

plantes haploïdes doublées. 

 
L’objectif de notre projet de fin d’étude était de proposer et de tester de niveaux de variation 

de certains facteurs (prétraitements et milieux de culture) afin de mettre en évidence les 

combinaisons qui donnent les meilleurs niveaux de réponse des différents paramètres de 

l’androgenèse (pourcentage des plantes vertes, des plantes albinos, d’anthères actives, de 

néoformation). Ceci n’a, hélas, pas pu être réalisé en raison de conditions relatives à l’état sanitaire 

et au confinement que traverse le pays. 

Le travail a été réorienté vers une étude théorique approfondie à travers laquelle nous avons 

eu à : 

1. Montrer de manière exhaustive l’intérêt et l’avantage qu’offre cette technique dans les schémas 

d’amélioration et de sélection variétale d’une manière générale et pour l’espèce étudiée en 

particulier. 

2. Faire un état exhaustif des facteurs qui influencent le niveau de réponse des paramètres de la 

technique ainsi que son rendement, et ce, à travers une large synthèse bibliographique. 

3. Faire la lumière sur l’application de cette technique pour l’amélioration des céréales, et en 

particulier de l’espèce orge, en Algérie. 

4. Proposer un protocole, argumenté, portant des combinaisons de niveaux facteurs à tester. 
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CHAPITRE Ι : Généralité sur l’orge 

 

 

Ι.1. Historique de l’orge 

 

Le mot céréale provient du latin cerealis, les Romains nommaient ainsi les cultures d’orge et 

de blé dont les grains moulus produisaient la farine du pain (SAINT PIERRE et GENDRON, 

1982), en Algérie, dans la Numidie antique, de nombreux textes et vestiges attestent que la culture 

des céréales était développée avant le IIIème siècle (orge et blé de Numidie). (BESSAOUD, 1999). 

 

L'orge (Hordeum vulgare L.) est l'une des cultures fondatrices de l'agriculture de l'Ancien 

Monde qui a été domestiquée à partir de son ancêtre sauvage Hordeum spontaneum, les résultats 

soutiennent l'hypothèse qui suppose que l'orge a été mise en culture dans la région de moyen orient 

(BADR et AL ,2000). 

 

 

Selon HAKIMI (1993), au début du XIXe siècle, l’orge venait en tête des cultures par son 

importance ; elle était destinée à l’autoconsommation humaine et servait de complément fourrager 

aux troupeaux entretenus pendant la plus grande partie de l’année dans les régions steppiques. 

De nombreuses qualités diététiques de l’orge lui sont reconnues, elles sont aujourd’hui à 

l’origine d’un véritable engouement pour cette céréale. L’orge représente actuellement l’aliment 

essentiel des ovins en Algérie (MEDINA, 2002 BENMAHAMMED, 2004). 
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Ι.2-Classification de l’orge 

 

La classification botanique de l'espèce Hordeum vulgareL.est présentée dans le tableau ci-

dessous (tableau 1). 

D’après la classification de JESTIN, (1992), les orges sont des monocotylédones. 
 

Tableau 1 : classification botanique de l’orge (Hordeum VulgareL.). 

 

Embranchement : Spermaphytes 

Classe : Angiospermes 

Ordre : Graminealées 

Famille : Poacées 

Sous famille : Festucoidées 

Genre : Hordeum 

Espèce : HordeumVulgareL. 

 

(JESTIN, 1992) Ι.3.Description de la plante 

Ι.3.1.Description morphologique 

 

La plante d'orge se caractérise par des épillets uniflores groupés par trois, avec un central 

flanqué de deux latéraux, disposés alternativement à chaque étage du rachis (VON BOTHMER et 

JACOBSEN 1985). 

La fleur d'orge est constituée d’un verticille de trois anthères, chacune constituée d’une 

anthère fixée au filet, et d’un ovaire surmonté de deux stigmates (JESTIN 1992 ; VON 

BOTHMER et AL. 1995). 

L’anthère représente l'organe reproducteur mâle de la fleur qui produit les grains de pollen. 

La floraison débute vers le tiers supérieur de l’épi puis s’étend à l’épi entier. L'orge est autogame, 

c'est à dire que les anthères émettent une grande partie de leur pollen dans leur fleur d’origine, 

induisant une autopollinisation (NUUTILA et AL. 2000) (figure1). 
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Figure 1 : Inflorescence, fleur et pièces florales d’orge (Hordeumvulgare L. cv. Cork) 

(Source : JACQUARD, 2007). 
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 On distingue deux sous-espèces d’orge, selon que l’épi porte deux ou six rangées de grain 

(MAZOYER et AL. 2002) :  

 Chez l’orge à deux rangs, H. vulgares sp. distichum, chaque nœud du rachis compte trois épillets 

dont un seul est fertile et produit une graine. L’alternance de noeuds d’un côté et de l’autre du 

rachis produit un épi à deux rangs 

 

 Chez l’orge à six rangs, H. vulgaressp. hexastichum, les trois épillets de chaque noeud 

contiennent des fleurs fertiles ce qui donne naissance à trois rangées de grains de chaque côté du 

rachis. (figure 2et 3) 

 
 

 

 
 

 
 

 

Figure 2 :- Hordeum vulgare. Orge. Épillet d’orge à 6 rangées et à 2 rangées. (LEONARD et 

MARTIN 1973). 

A.- Caryopse central ; B.- Caryopses latéraux ; C.- Pointe ; D.- Glumes ; E.- Pointe de la glume.  



7  

Ι.3.2.Stades phénologiques 

 

Deux périodes se distinguent 

a) La période végétative qui comprend : la germination, la levée, et le tallage) (HADRIA., 2006). 

b) La période reproductive comprenant : la montaison, l'épiaison, la floraison, et la maturité 

complète) (GIBAN et AL., 2003) (figure.4). 

 

 

 

Figure 3 : Le cycle de développement de l'orge. (ANNONYME, 2016) 

 

Ι.4.Intérêt scientifique et économique de l’orge  

 

Ι.4.1.Dans le monde 

 

L’orge peut être considérée comme une plante modèle, d’étude expérimentale et notamment 

dans la compréhension de la biologie des Poaceae. Si l’orge suscite un intérêt certain de la 

communauté scientifique, c’est avant tout par son importance économique, de premier plan sur la 

scène internationale (MAGLIONE, 2016). Les connaissances obtenues sur l'orge peuvent être 

publiés et généralisés sur l'ensemble des graminées. 

L'orge est très largement cultivée dans le monde, sa production annuelle mondiale avoisine 

les 145 millions de tonnes au cours de ces 50 dernières années (United States Department of 

Agriculture (USDA) Foreign Agricultural Service, https://apps.fas.usda.gov/psdonline/). Ceci en fait 

la 4ème céréale la plus cultivée après le maïs, le riz et le blé (SCHULTE et AL., 2009). 
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Ι.4.2.En Algérie 

 

 

De manière générale, la production des céréales en Algérie exige une amélioration des 

rendements aussi bien en milieux favorables qu’en milieux défavorable (MEZIANI et AL., 2011 ; 

ADJABI et AL., 2014). L’orge (Hordeum vulgare L.), dont les superficies approchent celles du blé 

dur (Triticumdurum Desf.), trouve une multitude d’utilisation en alimentation humaine et animale. 

La demande est élevée en production animale, où cette espèce est utilisée sous forme de grain, de 

paille et même les chaumes et résidus laissés sur champs (ABBAS et ABDELGUERFI, 2008). 

L'orge est une espèce adaptée aux systèmes de cultures pratiqués en zones sèches. Cette 

adaptation est liée à un cycle de développement plus court et à une meilleure vitesse de croissance 

en début du cycle. La culture de l’orge s’insère dans les milieux caractérisés par une grande 

variabilité climatique où elle constitue avec l’élevage ovin l’essentiel de l’activité agricole 

(HAKIMI, 1989 ; CECCARELLI et AL. 1998). 

La culture de l'orge est pratiquée, en Algérie, essentiellement sur les hauts plateaux. Les 

superficies qui lui sont consacrées varient d'une année à l'autre (MENAD et AL., 2011).  Effet la 

totalité de la production estimée à 91 990 700 qx en 2016, est destinée à l'alimentation du cheptel, le 

reste est destiné à l'alimentation humaine; l'orge est un aliment très apprécié pouvant se conserver 

durant de longues périodes et transporté pour des distances importantes( BOUCHETAT et 

AISSAT, 2018). Mais cette culture en Algérie rencontre des problèmes qui détériorent ses 

rendement et leurs instabilités qui sont : la longue période de sécheresse, la salinité, le stress 

hydrique les basses températures hivernales, les gelées printanières et les hautes températures de fin 

de cycle, de développement épidémique de certaines maladies cryptogamiques (RAMLA, 2017). 
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CHAPITRE II : L’amélioration de l’orge 

 

II .1.Objectifs de l’’amélioration de l’orge 

 

Compte tenu de la faiblesse des rendements en Algérie, certains objectifs 

d’amélioration de l’orge ont été défini, ces derniers sont (AIT ABDALLAH ,1989) : 

a) obtention d’une meilleure productivité, et régularité des rendements. 

b) Résistance à la verse, à la sécheresse et aux maladies (l’oïdium, helminthosporiose, rouille, 

jaunisse nanisant). 

c) Obtention d’une précocité et d’une adaptation aux différentes zones agro- climatique. 

d) Obtention d’une teneur élevée en protéines et acides aminés indispensables. 

e) Obtention des grains nus, dans le but d’introduire l’orge dans un programme d’alimentation 

humaine. 

f) Obtention des orges à fort tallage herbacé, des épis lisses pour les orges fourragères. 

 

II.2.Les voies de la création variétale et de la sélection 

 

La sélection a bien évolué et recouvre un ensemble d’activités techniques et scientifiques très 

diversifiées. Un certain nombre de méthodes de sélection sont bien établies. Les objectifs de la 

sélection ne sont pas uniquement d’obtenir de bons rendements, avec des variétés bien adaptées aux 

techniques culturales hautement mécanisées mais également d’améliorer les facteurs de régularité de 

ce rendement et la qualité technologique (PICARD, 1988). 

 

a) La sélection massale 

Elle consiste à choisir des plantes dans la masse des individus d'une population d'après leur 

propre performance (aspect phénotypique) et de mélanger leur semence, puis la semée en vrac. 

Après un croisement, la descendance hétérozygote est cultivée en masse pendant plusieurs 

générations (sept à huit) avant qu’on ne choisisse les plants qui apparaissent comme étant les 

meilleures de point de vue agronomique. Les agriculteurs gardaient les semences et les plants de 

leurs plus beaux végétaux et fruits. Cette méthode est aujourd'hui peu pratiquée. Elle n'est pas 

adaptée à la sélection pour la qualité boulangère car la quantité de grain disponible au niveau
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d’une plante (3-6 g) est inférieure à celle requise pour la plupart des tests de technologie 

(VAROQUAUX et GEORGES, 2002). 

 
b) La sélection généalogique ou pédigrée 

 
Cette méthode consiste à choisir les individus d’après les caractéristiques de leurs 

descendances. Le choix des lignées se fait sur leur valeur propre et surtout sur le comportement de 

leurs descendances par l'individualisation de chacune d'elles. La sélection généalogique nécessite un 

temps assez long et demande de vrais spécialistes. Elle s’efforce d’obtenir des variétés à grand 

rendement et bien adaptées aux régions de grande culture (GENECH, 1971). La sélection 

généalogique, être mise en place avant de connaître les lois de l’hérédité. La séparation et 

l’appréciation des différentes plantes mère sa conduit à sélectionner les meilleurs génotypes dans 

des populations de blé, d’orge (plantes autogames) ou de betterave à sucre (plante allogame) 

(VAROQUAUX et GEORGES, 2002). 

  

 
c) La sélection récurrente 

 
La sélection récurrente regroupe un ensemble de méthode d'amélioration des populations qui 

reposent sur l'identification des meilleurs individus dans les populations de départ hétérogènes et 

l'inter fécondation de ces génotypes sélectionnés pour former des populations améliorées. La 

sélection récurrente procède par cycles successifs. Chaque population améliorée peut être 

directement utilisée comme base de départ d'une sélection variétale (par la méthode généalogique 

par exemple) ou bien servir de matériel génétique de départ pour le cycle suivant. La sélection 

récurrente a pour but de concentrer progressivement les allèles favorables en augmentant leur 

fréquence dans les individus sélectionnés qui peuvent servir à la création variétale tout en préservant 

la variabilité génétique (PICARD, 1988 GEORGET, 1990).Cette sélection récurrente est 

vraisemblablement la mieux adaptée pour accroître progressivement le niveau moyen de la qualité 

(caractéristique polygénique) d'une population de céréales. 

 
d) La sélection bulk 

 
Les plantes issues d'un croisement ne font pas ou peu l'objet d'une pression de sélection au 

cours des premières années d'autofécondation. Dans cette méthode, largement employée dans les 

pays anglo-saxons, les filiations plante-lignée-famille ne sont pas réalisées et les plantes retenues
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à chaque génération sont récoltées en mélange. Après quatre ou cinq années d'autofécondation, la 

sélection réalise un tri plus sévère puisque, à ce stade, de nombreuses plantes sont homozygotes 

pour plusieurs caractères. Cette seconde phase est souvent réalisée selon la méthode généalogique 

(GENECH, 1971). 

 

e) La sélection participative 

 

La sélection participative est une idée récente. Il existe plus d’une centaine de programmes 

de sélection participative par le monde, qui mobilise les savoirs et les faveurs des agriculteurs dans 

la création variétale et l’étude des interactions génotype- environnement, suite aux travaux de 

l’équipe de L. Sperling sur le haricot en Afrique de l’Est, de J. Witcombe sur le riz au Népal, de S. 

Ceccarelli au Moyen-Orient sur l’orge. Chacun de ces programmes associent des centaines 

d’agriculteurs, accueillant sur leurs terres des essais de dizaines de génotypes, participant à la 

définition des critères de sélection pertinents et à la notation des types en essais (BONNEUIL ET 

DEMEULENAERE, 2007). 

L’ambition de la sélection participative est de refaire la jonction entre une offre qui a été 

parfois trop souvent définie par le sélectionneur sans liaison organique avec la demande qui peut 

être exprimée par les agriculteurs ou par les acteurs des filières. La recherche participative n’est plus 

une activité marginale des centres de recherches agricoles. Aujourd’hui, un nombre croissant de 

chercheurs essaye de mieux concentrer leur recherche sur les priorités et les contraintes des 

agriculteurs des zones rurales en les insérant directement dans le processus de recherche (NANCY 

et AL., 2003). 

 

f) Les biotechnologies végétale 

 

Les progrès biotechnologiques en recherche agronomique ont apportés, à travers différents 

outils, de réelles solutions aux différentes contraintes de l'agriculture (stresses biotiques, abiotique, 

etc.) et pour améliorer la productivité et la qualité des rendements. 

Ainsi, beaucoup de voies et alternatives sont disponibles pour faire face, aux maladies des 

végétaux jusqu’ici incurable, pour explorer les nouveaux outils de développement des cultures, pour 

trouver des solutions à la plupart des problèmes liés au changement climatique, à la dégradation des 

terres, à la perte de biodiversité (W.D.Dar , 2014). Les activités de recherches en biotechnologie 

s'intéressent aux céréales et légumineuses alimentaires, et à toutes les cultures, qui occupent une 
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 place importante dans l'économie agricole nationale et qui assurent la couverture des besoins 

nutritionnels nationaux (ELHADDOURY, 2005). 

Parmi les outils biotechnologiques utilisés on peut citer : 

 

 

 L’outil moléculaire : les techniques de marquage moléculaire, les M.A.S (sélection assistée par 

marqueurs moléculaires), la cartographie du génome et la sélection des QTL, la transformation 

génétique (ELHADDOURY, 2005). 

 La culture in vitro : permet de régénérer une plante entière à partir de la culture des tissus 

végétaux et ceci est possible car les cellules végétales sont totipotentes, Les approches 

biotechnologiques comme l'induction haploïde, la variation somaclonale, etc. sont ses 

applications importantes (SHAHZAD et AL., 2017). 

 

 

CHAPITRE III : L’haplodiploïdisation 

 

III .I.1. Définition 

 

L'haplodiploïdisation, et aussi appelée la double haploïdie, la dihaploïdie ou la technique des 

haploïdes doublés. C’est une technique de sélection variétale grandement utilisée  dans  le  domaine  

d'amélioration  des  plantes,  elle consiste  à   prélever   des  cellules haploïdes issues de gamètes 

d'une plante puis provoquer le doublement de leur stock chromosomique afin d'obtenir une lignée 

stable. Cette technique réduit ainsi le temps de la création variétale et le coût de production 

(LABBANI, 2007).Si on utilise des gamètes mâles (anthères et microspores), on parle 

d'androgenèse. Si on utilise des gamètes femelles (ovules et ovaires), on parle de gynogenèse 

(IRIKOVA et AL., 2016). 

Il existe plusieurs techniques pour obtenir des haploïdes et des haploïdes doublées en 

méthodologies vivo et in vitro (Figure5). Les méthodes les plus utilisées sont la gynogenèse et 

l'androgenèse (IRIKOVA et AL., 2016). La gynogenèse est moins favorisée en raison de sa faible 

efficacité (FORSTER et AL., 2007).D'autre part, l'androgenèse est l'une des méthodes les plus 

utilisées pour la production d’haploïdes et d’haploïdes doublés (KASHA et MALUSZYNSKI, 

2003). 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Haplo%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Haplo%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9lection_vari%C3%A9tale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Haplo%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gam%C3%A8te
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gam%C3%A8te
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lign%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lign%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Androgen%C3%A8se&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ovule
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III .I.2.Historique 

 

L'histoire de la production d'haploïdes doublés a commencé en 1921, quand A.D.Bergner et 

Weed Jimson observé le premier haploïde sporophytique naturel chez (Datura Stramonium L). 

MALUSZYNSKI et AL., 2003 et GERMANA, 2011).  

L'importance de l’haplo diploïdisation dans le domaine de la recherche génétique et la 

sélection végétale a été immédiatement reconnues depuis le développement des haploïdes spontanés 

de différentes espèces (MALUSZYNSKI et AL., 2003). Le premier haploïde de céréale a été 

observé en 1926 à Combridge par Gains et Ase, il provenait d'un croisement interspécifique entre 

Triticumcompactum et Aegylopscylindrica (DEMERLYET PICARD, 1995) Le premier haploïde 

d’orge a été observé en 1934(DORE, 2006).  

GUHA et MAHESHWARI (1964), ont essayé de produire des plantes haploïdes en cultivant 

des gamétophytes in vitro, et ont obtenus les premières plantes haploïdes chez le Datura innoxia à 

partir des anthères. En 1967, Dourgin et Nitsch ont réussi à obtenir des haploïdes de tabac en 

cultivant des étamines. Ils ont démontré que la totipotence des cellules végétales est également 

conservée au niveau des gamétophytes (PICARD et DEMARLY, 1995)  

L'intérêt pour les haploïdes s'est manifesté lors du 1er Symposium International «Haploïdes 

dans les plantes supérieures», qui a eu lieu à Guelph, Canada, en 1974 et ou une introduction fort 

intéressante de « l’haploïdie » a été présenté ouvrant des d’importantes et d’historiques perspectives 

pour les scientifiques travaillant dans le domaine de l’amélioration des plantes. (KASHA, 1974 ; 

KASHA et MALUSZYNSKI, 2003). 

 

III .I.3.Intérêt de l’haplodiploïdisation 

 

 Apporte une contribution très significative à l’amélioration des plantes (LABBANI, 2007). 

 permet la fixation totale et l'absence de l'hétérozygotie résiduelle persistante pour les deux autres 

systèmes de reproduction en consanguinité (l'autofécondation et le croisement) (RAMLA, 

2017). 

 Permet une obtention plus rapide de lignées pures (en une seule étape au lieu de 7 à 8 

générations) et donc un gain de temps considérable. En effet, l’'un des intérêts le plus importants 

de cette technique est la réduction du temps d’'obtention des plantes homozygotes (figure6),
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Elle permet d'obtenir un matériel homozygote à 100% en seulement une génération (une année environ), 

par contre les techniques traditionnelles reposant sur la fixation par autofécondation produit du matériel 

homozygote à 99,8% pendant 8 ans (MAGLIONE, 2016). 

 permet également de simplifier certaines analyses en génétique quantitative et se révèle être un 

outil efficace en marquage moléculaire.et elle permet d'observer l'expression aussi bien des 

gènes récessifs que des gènes dominants et donc Le choix des lignées haploïdes doublées (HD) 

est moins aléatoire. (LABBANI, 2007). 

 Les lignées haploïdes doublées présentent un intérêt pour l'amélioration variétale grâce à leur 

homozygotie stable et à l'absence de toute interaction allélique. (LABBANI, 2007). 

III .4.Techniques d’obtention des haploïdes doublées 

 III .4.1.Gynogenèse 

Cette technique permet de générer des embryons HD après mise en culture d’ovules non 

pollinisés ou pollinisé avec des grains de pollens irradiés. L’induction, in vitro, peut se faire grâce à 

l’utilisation de milieu et de conditions de culture contrôlés. Cette technique a surtout été développée 

chez l’oignon (Allium cepa) et la betterave (Beta vulgaris) (BOHANEC, 2009), mais aussi chez 

l’orge (CASTILLO ET CISTUE, 1993). 

 
III .4.2.Androgenèses 

L’androgenèse consiste à la régénération de plantes haploïdes par la culture in vitro du 

gamétophyte mâle (anthères ou microspores isolées), c’est la technique la plus utilisée pour la 

production de plantes HDs chez l’orge (PICKERING et DEVAUX, 1992 ; JÄHNE et LÖRZ, 

1995). 

a) Culture d’anthère 

Il s’agit, généralement, de mettre en culture des anthères immatures, plus rarement du pollen 

formé mais n’ayant pas subi encore la dernière division, celle qui donnera un noyau reproducteur et 

un noyau végétatif (AIT SALAH, 2005). 

L’utilisation de cette technique permet un gain de tempes dans le processus de fixation et 

l’obtention rapide des lignées pures. Le taux de réussite est variable selon les génotypes et les 

différents facteurs qui contrôlent son processus (GALLAIS, 2011). Chez l’espèce orge, la culture 

d’anthères engendre la régénération considérable de plantes albinos ce qui limite le rendement 

potentiel des plantes dihaploïdes d’orges. Ce taux des plantules albinos régénérées reste toutefois 

variable selon les génotypes (OHNOUTKOVA et AL., 2019). 
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Pour diminuer le taux des plantes albinos, les anthères sont prétraitées au froid ou en condition 

de stress hydrique avec une solution de mannitol (CISTUE et AL., 1994). Puis, sont placées sur un 

milieu d’induction à une température contrôlée et dans le noir. Quelques semaines plus tard, les 

néoformations, sont transférées sur milieu de régénération. La quantité de plantes haploïdes générées 

dépendra du nombre de microspores par épi (MAGLIONE, 2016).Chez l’orge, l’androgenèse 

comprend trois étapes : l’induction, la culture, et la régénération (ASAKAVICIUTE et AL. 2006). 

L’induction : permet la réorientation du programme gamétophytique vers le programme 

sporophytique. 

La culture : pendant laquelle les microspores produisent des structures embryogéniques. 

La régénération : permet la régénération des plantes haploïdes à partir des cals androgène ou 

des embryons (ASAKAVICIUTE et AL. 2006). 

 

 

 
a) Culture de microspores isolées 

Chez l'orge la culture des microspores isolées est une technique d'amélioration et d'obtention 

des haploïdes doublés (LI et DEVAUX, 2005), mais elle fait face à un problème majeur avec 

l'albinisme (MAGLIONE, 2016). Cette technique consiste à soumettre les épis à un prétraitement 

au froid ou au mannitol. Puis Ils sont découpés en fragments et placés dans un broyeur contenant 

une solution de mannitol. L'homogénat est filtré, par la suite, une centrifugation conduit au 

regroupement des microspores dans un surnageant. Les microspores ainsi isolées sont suspendues 

dans un milieu de culture liquide. La suspension est alors utilisée pour l’induction des microspores 

en culture. Après cette phase d’isolement des microspores, les autres étapes de la technique restent 

identiques à celles de la culture d’anthères (SANGARE, 2008). (Figure.6). 
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Figure. 5 : temps de génération de lignées homozygotes par la voie traditionnelle ou en culture de 

microspores isolées. P1 ; parent 1, P2 ; parent 2, F1 ; 1
ère

 génération. (MAGLIONE, 2016). 

 

 

 

 

III.4.3.Hybridation interspécifique 

 

Cette méthode est basée sur le sauvetage par culture in vitro d’embryons immatures, issus de 

croisements interspécifiques. Le sauvetage de ces embryons immatures se fait grâce à leurs mises en 

culture sur un milieu nutritif artificiel. Chez l'orge, le croisement est réalisé entre H. bulbosum, qui 

sert de parent mâle et H. vulgareL, qui sert de parent femelle (DEVAUX, 2003). Après fécondation, 

les chromosomes de H. bulbosum sont éliminés au cours du développement embryonnaire, ce qui 

conduit à l’obtention d’une plante haploïde. Le doublement chromosomique permet l'obtention de 

plantes HD présentant tous les caractères d'H. vulgareL. (KASHA ET KAO, 1970). Cette technique 

est couramment utilisée pour l'amélioration et la sélection variétale des céréales (DEVAUX, 2003). 



18  

 

Tableau 3.2 : obtention d’haploïdes du genre Hordeum par croisement interspécifique 
 

 
Croisement Type des haploïdes 

 

HordeumbulbosumxH.secalinum (2n=4x=28) x 

(2n=4x=28) 

 

H.lechleri x H.vulgare (2n=4x=28) (2n=14) 

 

H.bulbosum x H.vulgare (2n=4x=28) (2n=28) 

 

H.vulgarexH.bulbosum En croisement réciproque 

(2n=14) (2n=4x=28) 

 

H.parodii x H. bulbosum (2n=6x=42à (2n=14) 

 

H.brachyantherumxH.bulbosum (2n=4x=28) 

(2n=14) 

 

H.depressum x H.bulbosum (2n=4x=28) (2n=14) 

 

H.arizonicum x H.bulbosum (2n=6x=42) (2n=14) 

 

H.lechelri x H.bulbosum (2n=6x=42) 

(2n=14) 

 

H.bulbosum 

H.lechelri 

H.vulgare 

 

H.vulgare 

H.parodii 

H.brachyantherum 

H.depressum 

H.arizonicum 

H.lechelri 

 

AIT ABDALLAH(1989). 

 

 

 

 
 

III.5. Les difficultés rencontrées dans le cadre de l’utilisation de la culture d’anthères en 

amélioration génétique chez l’orge 

 

L'androgenèse est un processus où des cellules sexuelles mâles (culture in vitro d’anthère ou 

de microspores isolées) sont capables de germer in vitro sur un milieu artificiel et donner des plantes 

vertes. C'est une méthode très intéressante dans le développement des recherches en génétique, en 

sélection et en biotechnologie. Mais la réussite de cette technique est généralement freinée par 

l’albinisme et la variation gamétoclonale (LABBANI ,2007). 
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III.5.1. Albinisme 

 
En culture d'anthère, l'albinisme est une problématique majeure posée chez les céréales 

notamment l'orge et le blé (MARCHAND et AL. 2008). Chez l’orge CAREDDA et AL., (2004) ont 

mené un travail fondamental sur les plastes de la microspore durant les différentes phases de 

l’androgenèse. Ces auteurs ont montré que chez le cv d'hiver Igri, les plastes des embryons dérivés 

des microspores sont caractérisés par de nombreuses divisions, une différenciation des thylakoides, 

une faible présence d’amidon et une forte teneur en ADN. Ces embryons donnent dans la plupart des 

cas des plantules vertes (88%de plantules chlorophylliennes régénérées). A l'inverse, au niveau des 

lignées de printemps, il y a peu de divisons et peu d’ADN dans les plastes des embryons dérivés des 

microspores. Ces derniers ont régénéré 100 % de plantes albinos (figure 7). Les plastes des plantules 

albinos sont dépourvus de thylakoïde, mais contiennent un corps pro-lamellaire et de nombreux 

plastoglobules (CAREDDA et AL., 1999).Les gènes responsables au pourcentage de régénération 

de plantes vertes en culture d’anthères d’orge sont héritables (DUNWELL et AL.1987 ; LARSEN 

et AL. 1991). 

 

 

 

 

Figure 6 : plantule chlorophyllienne et plantule albinos (JACQUARD, 2007) 
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III.5.2. La variation gamétoclonale 

 
De façon générale, les variations produites en culture de cellules se nomment «Variations soma 

clonales», et les variations produites en culture de cellules de tissus gamétiques se nomment 

«variations gamétoclonales» (EVANS et AL., 1984). 

Les variations gamétoclonales peuvent provenir de changements dans le nombre et la 

structure des chromosomes (EVANS et AL., 1984).Il peut y avoir, dans le génome des plantes des 

inversions, des délétions d'une copie d'un gène, une duplication d'un gène ou des crossing- over 

méiotiques. Des mutations nucléaires peuvent également affecter les gènes. Il peut aussi y avoir des 

changements au niveau de l'ADN cytoplasmique suite des mutations ou à un tri des organites 

(EVANS et AL, 1984). 

Chez les plantes issues de l'androgenèse, la variabilité gamétoclonale est principalement 

causée par des variations nucléaires et cytoplasmiques déjà présentes dans les microspores 

(CHALEFF, 1983). Les plantes d'orge régénérées en culture d’anthères peuvent être haploïdes, 

diploïdes ou tétraploïdes. Ces variations génotypiques peuvent s'exprimer phénotypiquement ou se 

caractériser par une réduction de la fertilité (EVANS et AL. 1984). 

SNAPE et AL. (1988) rapportent que chez le blé la production d’haploïdes doublés par la 

méthode bulbosum produit de la variation gamétoclonale, et les réarrangements chromosomiques et 

les mutations permettent de produire une descendance fertile et viable (LAW et WORLAND, 

1972). 

Les mutations gamétoclonales dominantes ou récessives sont aussi exprimées directement 

chez les plantes haploïdes doublées, car deux copies identiques de chaque gène sont présentes. Les 

mutations récessives sont donc plus facilement observables chez les plantes haploïdes ou haploïdes 

doublées que chez les plantes diploïdes hétérozygotes (EVANS et AL., 1984). 

 

 

III .6.Les facteurs qui influencent la réussite de l’haplodiploïdisation de l’orge : 

Chez l’orge l’obtention de lignées homozygotes grâce aux techniques d’haplodiploïdisation, 

comme la culture d’anthère, est un enjeu économique important. Cependant ; la production de 

plantes haploïdes reste soumise à l’influence de plusieurs facteurs à savoir les conditions de culture
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des plantes mères, le génotype, le stade cytologique des microspores, la composition des milieux de 

culture (le pH, le rapport auxine, /cytokine, les éléments nutritifs) et le prétraitement. (CAREDDA 

et AL. 2004). 

 
III.6.1 Les conditions de culture des plantes mères : 

 
 Les conditions de culture des plantes mères affectent leur état physiologique. Plusieurs travaux 

ont démontré qu’au cours du processus d’androgenèse, l’état physiologique des plantes mères 

influence fortement le rendement en embryons et en plantes haploïdes (LAZAR et AL., 1990). 

Les conditions de culture des plantes mères étudiées le plus souvent sont (OUYANG et AL., 

1983): la température de croissance en serre qui varient généralement entre 12 et 15 °C pendant 

le jour (HOU et AL. 1994) avec une réduction de 6 à 8 °C pendant la nuit (KINTZIOS et 

FISCHBECK, 1994). 

 la photopériode 

 la nutrition (l’apport des éléments nutritifs et l’arrosage. 

 

III.6.2. Le génotype : 

En culture d'anthère, au sein d'une même espèce, il est fréquent d'observer une grande 

variabilité génotypique pour l'aptitude à produire des haploïdes (LABBANI, 2007).Cette variabilité 

dans la réponse des génotypes provoque un problème important dans la formation de plantes vertes, 

d'embryons, et dans la fréquence d'induction de cals. Ce phénomène est observé beaucoup plus chez 

l'orge (FOROUGHI-WEHR et MIX 1979 ; LUCKETT et SMITHARD 1992) et même chez le 

blé (ORSHINSKY et SADASIVAIAH, 1997). 

L'aptitude à l’androgenèse est liée à la constitution génétique du cytoplasme et donc à la 

variabilité génomique des mitochondries et des chloroplastes (GUHA et MAHESHWARI., 1964). 

PICARD et AL., (1978) ont démontré, pour quelques variétés de blé, l’effet positif de 

remplacement du cytoplasme aestivum par le cytoplasme timopheevi, un remplacement dont résulte 

une supériorité de rendement androgénétique. 

LARSEN et AL., (1991), ont étudié l’impact des gènes sur la régénération de plantes vertes en 

culture d’anthères en effectuant vingt-deux deux (22) croisements réciproques et un croisement 

simple entre quatre variétés à faible capacité de régénération et trois variétés à haute capacité de 

régénération. L’effet du génotype a eu un impact significatif sur la formation d'embryons et la 

production de plantes vertes, celui-ci a représenté en effet, 62 à 76% de la variation totale
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Les travaux et les recherches de KNUDSEN et AL. (1989) montrent qu'il a été possible de 

subdiviser sept variétés d'orge en deux groupes : 

 Le premier groupe possédant une faible capacité de régénération des plantes vertes (5-8%) 

(l'orge à six rangs). 

 Le second possède une capacité élevée de la régénération des plantes vertes (30-40%) (l'orge à 

deux rangs). 

Les orges à deux rangs produisent 8 à 9 fois plus de plantes vertes que les orges à six rangs 

(CISTUE et AL., 1999). 

  
III.6.3. Le stade cytologique des microspores : 

Il existe Une corrélation entre le stade phénotypique de la plante et le stade cytologique de la 

microspore, le stade favorable est déterminé par le nombre et la position des noyaux là où la 

microspore correspond au stade uni-nucléé médian à uni-nucléé tardif (KIRARI, 2013).La relation 

entre le stade phénotypique (plante) et le stade cytologique (microspore) dépend du génotype et du 

milieu. Ce marqueur phénotypique qui permet le repérage de l’épi au bon stade est associé à une 

distance entre la feuille étendard et l’avant dernière feuille (RAMLA, 2004). 

Le choix des microspores au stade uni nucléé médian possède une forte influence sur la 

réponse des anthères à l’induction d’embryons et à la régénération de plantes chez l'orge 

(HENTOUR et AL, 2016).L’observation microscopique permet d’identifier ce stade (Figure 8) 

(BRAHMI et AL, 2017). 
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Figure 7 : Microspores au stade uni-nucléé médian (BRAHMI et AL, 2017). 

Le développement des microspores passe aux étapes suivantes :a) Tétrade, b) stade uni-nucléé 

médian, c) microspore au stade uni nucléée plus développée. d) uni nucléé tardif (figure9) 

(WHEATLEY et AL. 1986). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 8 : Étapes du développement des microspores chez Hordeum vulgare L. (WHEATLEY et AL. 

1986). 
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III.6.4. La composition de milieu de culture : 

 

En culture d'anthère, la composition du milieu de culture pour l'induction et la régénération 

jouent un rôle essentiel dans la régénération des plantes vertes (HUSSEIN et AL, 2004). Les 

premiers milieux déterminés au début des années 1960, les milieux MS (MURASHIGE et SKOOG 

1962) et LS (LINSMAIER et SKOOG 1965). Ces milieux favorisaient la régénération et 

l’organogenèse des plantes en culture de tissus (CISTUE et AL, 1995). 

HUSSEIN et AL., (2004) ont étudié la régénération des plantes sur six compositions de 

milieux différents en utilisant six génotypes d'orge. Ils ont constaté que la régénération était 

améliorée séparément en préparant certains composants des milieux de culture. Bien que les milieux 

soient importants pour obtenir une réponse androgénique positive, la plupart des chercheurs 

concluent que la fréquence de formation de cals et d'embryons dépend du génotype (SANCHEZ et 

AL, 2018). 

D’autres facteurs tels que l’état physique du milieu qui peut être solide, semi-liquide ou 

liquide, son pH, la température d’incubation, la luminosité, le photopériodisme, l’humidité relative 

de la chambre de culture ont tous été étudiés et on a pu démontrer leur influence sur les processus in 

vitro (LAZARIDOU et AL. 2005). 

Chez l’orge, le milieu FHG mis au point par Hunter (1988) est le plus souvent utilisé en 

culture d’anthères et de microspores (SAVASKAN et AL. 1999 ; LAZARIDOU et AL. 2005), et 

aussi Les milieux conformes à ceux de Jacquard et al et le milieu de Murashige et Skoog avec 

quelques modifications (RAMLA et AL.2017).chez le blé une méthode efficace pour induire la 

formation d’embryons en grande quantité à partir de microspores isolées. Il s’agit de placer les 

anthères sur un milieu dépourvu de source carbonée et à la chaleur (37°C) pendant 8heures. Cette 

technique a permis d’induire la formation d’embryons avec une fréquence plus élevée pour 9 

génotypes d’hiver (TOURAEV et AL. 1996). 



25  

Il existe d’autres milieux de cultures utilisés dans le cadre de la production d’haploïdes 

doublés chez l'orge sont : le milieu C17, le milieu N6, le milieu 190-2, le milieu B5, le milieu W14, 

et le milieu BAC3. 

Ces milieux regroupent les mêmes éléments, Les différences existent dans la concentration 

des produits utilisés et certains éléments peuvent être remplacés par d’autres (TAJI et AL.1984).La 

composition des milieux doit être optimisée pour différents cultivars car la régénération des plantes 

vertes / plante albinos est très spécifique au génotype (KUMARI et AL .2009). 

 
III.6.4.1. Les sels minéraux : 

D'après SANGARE(2008), les sels minéraux jouent un rôle primordial dans la régénération 

des plantes vertes en culture in vitro d'anthère chez l'orge, ces minéraux sont classés en deux 

groupes : 

 Les macroéléments dont la dose idéale se situe entre 30 et 400 mg/L. Ces macroéléments sont : 

l’azote(N), le calcium (Ca), le potassium (K), le soufre (S), le magnésium (Mg) et le phosphore 

(P). 

 
 

 Les microéléments : les doses à utiliser doivent être faibles, elles varient entre 1/100 à 5/10 de 

mg/L. Les microéléments sont : le fer (Fe), le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le magnésium (Mg), le 

molybdène (Mo) et le bore (B) (GAUTHERET 1959). 

III.6.4.2. Les substances organiques : 
 

En culture in-vitro d'anthères, les tissus végétaux cultivés ont besoin d’un apport en glucides 

pour l’activation de leur croissance. Le saccharose, le maltose et le mannitol sont les principales 

sources de glucides dans ces milieux en raison de leurs effets nutritionnels et osmotiques 

(SANCHEZ et AL, 2018).Le saccharose à des concentrations de 3à5% constitue la meilleure source 

de carbone utilisée en culture de tissus (RAZDAN, 2002). 

Chez l'orge, l'utilisation de maltose est l'un des progrès les plus importants pour améliorer le 

taux de succès de la culture d’anthères (HUNTER 1988, in SANGARE). 
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III.6.4.3. Les régulateurs de croissance (phytohormones) : 

 
 

Les phytohormones les régulateurs de croissance (auxines, cytokines, entre autres) jouent un 

rôle fondamental en affectant grandement le développement de la microspore et en favorisant la 

division cellulaire dans les embryons et les cals (SANCHEZ et AL, 2018). 

Les auxines favorisent la duplication des acides désoxyribonucléiques (ADN). Elles agissent 

suivant la dose et les interactions avec d’autres régulateurs de croissance (AUGE et AL. 1989). La 

dose optimale varie de 0.5 à 2 mg/L (DEVAUX, 2005). Si cette dose augmente de (0,1 mg/L à 2 

mg/L) elle inhibe l’androgenèse (COSSETTE, 982). Chez l’orge, les auxines ont été employées à 

basse concentration par rapport à toutes les autres espèces. Et certains cas, l'auxine a été totalement 

omise en laissant uniquement la BAP (une cytokinine) comme régulateur de croissance (KIHARA 

et AL. 1994). Il existe quatre principales auxines utilisés en culture d’anthère : acide indole-3-

acétique (AIA), acide naphtalène acétique (ANA), acide phénylacétique (PAA) et acide 2,4 

dichlorophénoxyacétique (2,4-D) (Devaux, 2005). En culture de tissus d'orge l'addition du Cuivre 

avec le 2,4-D et la benzylaminopurine (BA) dans le milieu permet d'augmenté la régénération des 

plantes vertes et réduire l'albinisme (KUMARI et AL ,2009). 

 
Les cytokinines stimulent la formation des bourgeons et elles ont un effet sur la division 

cellulaire et la séparation des chromosomes lors de la division cellulaire (AUGE et AL. 1989) .Chez 

l’orge, en culture d’anthères, la kinétine ou la BAP sont le plus souvent utilisées à des doses de 0.1 à 

1 mg/L (CAI et AL. 1992). Les cytokinines utilisées sont : 6- benzylaminopurine (BAP), 

benzyladénine (BA), zéatine, kinétine, isopenthényladédine (2-I- P) (CAI et AL. 1992). 

 
III.6.4.4. Acides aminés : 

 

D'après SANGARE(2008), l'addition des acides aminés aux milieux de culture est importante 

pour stimuler la prolifération des tissus. Ces acides aminés sont rapidement assimilés par les cellules des 

plantes. Les acides les souvent utilisés dans les milieux de cultures sont : l’hydrolysat de caséine, la L-

Glutamine, L-Asparagine, L-Glycine, L-Arginine et L-Cystéine (RAZDAN 2002).Ces composés ne 

stimulent pas la croissance des cellules lorsqu’on les utilise séparément (SANGARE, 2008). 
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III.6.4.5. Les vitamines : 

En culture in vitro, quelques vitamines essentielles sont synthétisées, mais en quantités 

insuffisantes, pour cela des compléments en vitamines sont nécessaires pour assurer une meilleure 

croissance des tissus (SANGARE, 2008).En culture de tissus les vitamines du groupe B sont les 

plus utilisées (GAUTHERET 1959) et dans ce groupe, la thiamine joue un rôle essentiel 

(GAMBORG et AL. 1976). 

 

 
 

III.6.4.6. Les agents gélifiants : 

D'après SANGARE(2008), les agents gélifiants sont utilisés pour préparer des milieux de 

culture semi-liquides ou solides. Dans un milieu totalement liquide et dépourvu d’agent gélifiant, les 

tissus sont submergés et meurent en raison du manque d'oxygène. Il existe plusieurs types de 

gélifiants : Agar, Gelrite, Ficoll, Phytagel. 

A /Les milieux solides : 
 

En androgenèse, l'état physique du milieu de culture in vitro est très important. Il influence la 

différenciation, l'embryogenèse et la régénération des plantes vertes. Le premier milieu de culture 

d'anthères, décrit par MURASHIGE et SKOOG (1962) est un milieu de type solide. Les agents de 

solidification les plus utilisés sont l'agar, l‘agarose, l'agar noble et le Gelrite L'utilisation des milieux 

solides présente plusieurs inconvénients. Parmi lesquelles : La solidification des milieux freine le 

phénomène de diffusion, ce qui limite le mouvement des éléments nutritif vers les anthères et les 

embryons (JOHANSSON, 1986). Les milieux solides sont toutefois préférés à cause de leur faible 

coût de production. 

I 'agar est l'agent gélifiant le plus communément utilisé, mais celui-ci contient des substances 

qui inhibent l’androgenèse (SORVARI, 1986). Le milieu solide entraîne aussi une accumulation et 

une concentration de substances inhibitrices autour des anthères (JOHANSSON, 1986). 

Ces substances inhibitrices peuvent être éliminées par l’ajout de charbon activé dans le 

milieu d'induction (ÉBERT et AL., 1993). Le charbon activé adsorbe plusieurs composés des 

milieux de culture in vitro. Il adsorbe le 6-benzyilaminopurine (BAP) et l'acide 2'4- 

dichlorophénoxyacétique (2.4-D) et en diminue la concentration dans le milieu de culture (ÉBERT 

et AL., 1993). En culture d'anthères d'Anemonacanadensis L., le charbon activé adsorbe I'ABA 

présent dans les anthères (JOHANSSON et AL., 1982).  
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Le charbon activé adsorbe aussi les phénoliques produits par les tissus des anthères, des 

microspores, des embryoïdes ou même des cals en dégénérescences, et il n'adsorbe pas certaines 

substances, qui sont favorables à I ‘androgenèse (JOHANSSON, 1986). 

 
B/Le milieux liquides : 

La culture en milieu liquide ajoute cependant un problème supplémentaire : les cellules 

immergées se retrouvent en condition d'anaérobie et l'accumulation de lactate et d'acides organiques 

contribuent à la régénération de plantules albinos (JACQUARD, 2007). 

Les milieux liquides sont plus efficaces que les milieux solidifiés à l’agar pour la formation de 

cals en culture d'anthères chez l'orge (SORVARI, 1986). Par contre, les embryons produits en 

milieux d'induction liquides ont une aptitude plus faible à la régénération et ils régénèrent plus de 

plantes albinos que ceux produits sur des milieux solidifiés à I 'agar (ZHOU et AL., 1991). Le faible 

taux de régénération obtenu avec les milieux liquides provient de l'absence d'oxygène (conditions 

anaérobies) auxquelles les embryons sont confrontés au cours de leur développent (ZHOU et AL., 

1991). Les milieux de culture liquides produisent un taux élevé de cals ou d'embryons, dont une 

grande partie arrête cependant de se développer et meurt. Les causes principales de la mort de ces 

structures sont aussi les conditions d’anaérobies (Xu, 1990). Généralement, dans un milieu liquide 

des anthères et des microspores les tissus sont exposés à une faible teneur en oxygène, ce qui 

entraîne la production de l'acide lactique et des alcools déshydrogénases qui endommagent la 

structure interne et l'ADN des plastes, conduisant à la régénération des plantes albinos (KUMARI et 

AL., 2009). Ce problème limite donc l'utilisation des milieux liquides en culture d'anthères (KAO, 

1981). L'utilisation d'un milieu de culture liquide nécessite un ajustement du nombre d'anthères par 

unité de volume (JOHANSSON, 1986). 

 
C/Les milieux semi-liquides : 

KAO (1981) ajoute du Ficoll (un polymère neutre) au milieu d'induction liquide pour obtenir 

un nouveau type de milieu pour la culture des anthères d'orge. L’utilisation du Ficoll comme agent 

gélifiant permet d’obtenir un milieu semi-liquide très favorable à la production d’embryons et de 

plantes (CISTUE et AL., 1999). 

Cet élément augmente la pression osmotique et la densité du milieu qui devient plus 

visqueux et empêche ainsi la noyade et l’asphyxie des anthères, des microspores, embryons ou des 

cals. L'ajout de Ficoll (40%) et d'une teneur élevée en saccharose (4,5%) au milieu d'induction a 

permis d’augmenter la proportion de plantes vertes de 0% à 50% (Kumari et al ,2009). En culture 

d'anthères de blé, l'addition de200g/l de Ficoll au milieu d'induction augmente la densité du milieu, 

le pourcentage de cals et le ratio plantes vertes/ plantes albinos (Zhou et al.1992). 
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III.6.5. Le prétraitement : 

Le prétraitement des anthères permet de changer la voie d’orientation des microspores d’un 

programme gamétophytique vers un programme sporophytique et menant à la dédifférenciation 

cellulaire et la formation d'un embryon (MARASCHIN et AL. 2005). Le prétraitement des épis 

serait donc fortement impliqué dans l’amélioration de l’efficacité de la culture d’anthères 

(KRUCZKOWSKA et AL. 2002). 

 
III .6.5.1.Prétraitement au froid : 

Les basses températures peuvent stimuler ou inhiber l’effet d'androgénèse et la production 

des plantes vertes ou parfois n'avoir aucun effet. Cette influence a été évaluée chez plusieurs 

génotypes (XU ET SUNDERLAND, 1984). Le froid affecte la réplication de l'ADN des 

microspores. Après le passage au froid, les microspores se divisent rapidement et de façon 

synchrone ce que favorisent leurs développements sporophytique. (SUNDERLAND ET COLL, 

1984). 

D'après POWELL (1988) le prétraitement des épis à 4°C pendant 14 jours produit une 

amélioration considérable dans la production des plantes vertes, la réactivité des anthères progresse 

également de 3% à 52%. 

L'efficacité du froid varie selon la durée du traitement, la température à laquelle il est 

effectué, l'espèce, le génotype, l'état et la qualité des plantes mères (XU ET SUNDERLAND, 

1984). 

 
III.6.5.2. Le prétraitement au mannitol : 

Le prétraitement au mannitol stimule l’androgenèse chez l'orge. Il existe une relation positive 

entre la concentration en mannitol du milieu de prétraitement et le nombre de plantes vertes 

régénérées en androgenèse in vitro (CISTUE et AL., 1994). Le prétraitement au mannitol permet 

d'augmenter le ratio plantes vertes/plantes albinos. CISTUE (1994) rapporte que le meilleur 

prétraitement consiste à placer les anthères trois jours sur un milieu contenant une concentration de 

0,7 M de mannitol. Chez l'orge un prétraitement du matériel végétal de 4 jours à 25°C sur un milieu 

contenant 32 g/l de mannitol est supérieur en régénération des plantes vertes à un prétraitement de 

14 jours à 4°C sur le même milieu (ROBERTS- OEHLSCHLAGER ET DUNWELL, 1990). Le 

mannitol stimule l’absorption du sucre ; une grande concentration de glucose s'accumule dans les 

tissus de l'anthère pendant le prétraitement au mannitol (ROBERTS-OEHLSCHLAGER ET 

DUNWELL,1990).
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Chez N. tabacum, un prétraitement de deux jours au mannitol (0,5 M) provoque un stress 

hydrique qui stimule la formation de plantes (HARADA et IMAMURA, 1982). Donc les effets du 

mannitol varient en fonction de l'espèce végétale utilisée, de la durée, la température, et de la 

concentration en mannitol dans le milieu de prétraitement (CISTUE et AL., 1994). 

 
III.6.5. 3. Le prétraitement au mannitol et au froid : 

Chez l'orge le prétraitement des épis au mannitol et au froid semble retarder la division 

nucléaire et permettre la régénération de plantes vertes (KASHA et al. 2001). CHLYAH et SAIDI 

(1991) rapportent qu’en combinant l’action du choc osmotique (le traitement au mannitol) et du 

choc thermique (le traitement au froid), l’effet du froid est optimal pour une durée d’application de 

deux jours au lieu de huit jours quand le froid est appliqué seul.il existe une sorte de synergie entre 

ces deux types de traitements. 

 
 

III.7. Exemple de l’application de la culture en Algérie : 

 
Les travaux consultés, montrent que la culture d’anthères a fait l’objet de plusieurs 

applications en Algérie. Ainsi, nous pouvons citer les essais menés par MAMECHE et MENAD 

(2008), AKROUR et BOUCHEKKOUT (2011), KIRARI FATMA (2013), BAKIR IMENE 

(2013) et RAMLA (2017). Ces essais ont été menés respectivement sur les trois hybridesd’orge 

(Esterel x Ras El Mouch ; Saida x Expres ; Saida x Rihane), les cinq hybrides (Saida × Exito ; Saida 

x Plaisant ; Saida x Express ; Saida x Esterel), sur l’hybride (Express x Ras El mouche), l’hybride 

(Ras El mouche x Express) et les deux hybrides (Ticherdrett x Express et Tichedrett x Plaisant). 

Il y a lieu de signaler que tous ces hybrides sont issus de croisements entre variétés locales 

(Saida, Tichedrett, Ras El mouche) et variétés introduites (Esterel, Express, Rihane, Exito et 

Plaisant). 

Au cours de ces essais, dans l’objectif d’optimiser la technique et d’augmenter son rendement 

(augmentation du pourcentage en plantes verte régénérées), les auteurs se sont intéressés à l’étude de 

deux facteurs : le génotype et le prétraitement. 
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Concernant les prés traitements testés, MAMECHE I et MENAD DJ., (2008) ont soumis 

les épis des hybrides utilisés (Esterel x Ras El Mouch ; Saida x Expres ; Saida x Rihane) à 4°C 

pendant 21 et 28 jours. AKROUR et BOUCHEKKOUT (2011) ont prétraité les épis des hybrides 

utilisés à 4°C pendant 07, 21, 28 et 35jours. Les épis de l’hybride (Ras El mouche x Express) ont été 

soumis à 4 °C pendant 7 et 21 jours (BAKIR IMENE 2013). RAMLA (2017) a utilisé sur les épis 

des hybrides hybrides (Ticherdrett x Express et Tichedrett x Plaisant) un prétraitement de 21 et 28 

jours à 4°C. Enfin KIRARI FATMA (2013) a prétraité les anthères isolées au mannitol (trois 

concentrations : 0M ; 0,3M ; 0,7M) et au froid (4˚C) pendant 4 jours. 

Tous ces essais, ont en effet porté sur l’étude de l’effet des génotypes utilisés et des 

prétraitements au froid sur la culture d’anthères. 

 
Les résultats obtenus par ces auteurs : 

MAMECHE et MENAD ont montré que les trois hybrides ont réagi tous de la même 

manière et il n’y a eu aucune différence significative entre les réponses des trois hybrides, aucun 

effet génotype n’a donc été mis en évidence. Par contre, il y’a eu une différence significative entre 

les deux durées de traitement au froid (21 et 28 jours) sur la réaction des anthères en culture. Pour la 

moyenne des trois génotypes, le taux de formation de cals le plus élevé est obtenu pour la durée de 

traitement au froid de 21 jours avec une moyenne de (29,70%) comparativement au taux obtenu 

pour 28 jours de prétraitement (18,54%). Le taux d’induction obtenu pour l’hybrides Saida x 

Express est de (23,54%). Les résultats obtenus lors de la phase de régénération montre qu’il y’a un 

effet significatif du génotype sur la régénération des plantes vertes et albinos. Pour la régénération 

des plantes vertes, l’hybride Esterel x Ras El Mouch a donné le taux le plus élevé de plantes vertes. 

Pour les plantes albinos, le taux le plus élevé a été obtenu par l’hybride Saida /Express. 

BAKIR (2008) observe, pour 07 jours de prétraitement au froid, 731 anthères réactives sur 

les3600mises en culture. Ceci représente ainsi un taux de réactivité, ayant donné des néoformations, 

de 19,03%.Pour le prétraitement au froid de 21 jours, 2040 anthères ont été mises en culture et 249 

anthères, représentants 27,7%, ont réagi positivement et données des néoformations. Le taux total 

de la réponse androgénique est de : AR= 23,4%. Cependant, l’analyse de la variance a révélé un 

effet non significatif des différentes durées de prétraitement au froid. Pour l’étude de RAMLA, Le 

taux moyen d’induction de néoformations (cals et/ou embryons) obtenu dans le cadre de cet essai de 

production d’HDs, pour les deux hybrides est de 17,8 %, le taux le plus élevé a été obtenu à partir de 

l’hybride Tichedrett × Express (20,48 %) alors que 11,81 % d’induction est obtenu par Tichedrett × 

Plaisant. 
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 AKROUR et BOUCHEKKOUT (2011) ont observé pour la durée de 21 jours de 

traitement au froid, que l’hybride (F1) Saïda × Esterel présente le pourcentage d’anthères réactives 

le plus élevé alors que le pourcentage le plus faible a été obtenu par l’hybride (F1) Saïda × Plaisant. 

Pour la durée de traitement de 28 jours, l’hybride (F2) Saïda × Esterel a montré le pourcentage le 

plus élevé et l’hybride (F1) Saïda x plaisant a présenté le pourcentage le plus bas. Pour la durée de 

35 jours, l’hybride (F1) Saïda x Plaisant a permis d’obtenir le pourcentage le plus élevé alors que 

l’hybride (F1) Saïda x Esterel a donné le pourcentage le plus bas. Le classement des moyennes 

d’induction obtenues pour les différentes durées de traitement au froid montre que 28 jours de 

traitement est la durée qui a permis l’obtention du plus haut pourcentage moyen de réactions en 

comparaison avec les moyennes obtenues pour 21 et 35 jours de traitement. Toutefois, ces auteurs 

indiquent, que la mise en évidence d’un effet très hautement significatif de l’interaction entre le 

génotype et la durée du traitement au froid ne permet pas de mettre en évidence une seule durée de 

traitement optimale pour l’ensemble des génotypes, quant à la réponse des anthères à la culture. 

Ainsi pour l’hybride (F1) Saïda x Plaisant, ils constatent que le meilleur résultat a été obtenu pour 

la durée de traitement au froid de 35 jours. 

 
Dans son essai, KIRARI FATMA (2013) obtient pour le traitement (0 M de mannitol à 4°C) 

375 anthères réactives qui régénèrent 135 plantes soit un taux de (36%). Pour le traitement (0,7 M 

de mannitol à 4°C), 711 anthères réactives sont obtenues, elles permettent la régénération de 358 

plantes soit (50,3%), 156 plantes étaient vertes (31 %) et 202 albinos (28,3%). L’analyse de la 

variance a monté un effet significatif du traitement en mannitol. 
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III.8. Proposition du protocole : 

 
 

Le protocole proposé ici, est celui que nous proposions de réaliser si l’état sanitaire n’avait 

pas imposé un confinement nous obligeant à l’arrêt de notre expérimentation. 

 
Matériel et Méthodes 

 
 

ΙΙΙ.8.1.Le matériel végétal : 

 
 

Le matériel végétal qui devait être étudié au cours de notre expérimentation est composé de 

trois variétés locales d’orge (Hordeum vulgare L.) : Saida ; Tichedrett, et El- Fouara (tableau 3). 

Les trois variétés existent dans le programme national de multiplication de semences. 

 

Tableau 3 : Fiches descriptive des variétés étudiées 

 
 

Variétés Description 

Saida - Obtenteur : ITGC de Saida 183 
- Pedigree : sélection dans la population locale 

-Origine : locale 

-Demandeur : ITGC 

-Type de variété : lignée pure 

El Fouara - Obtenteur : ITGC de Sétif 
- Pedigree : Deir Alla 106/strain 

205//Gerbel ICB 85-1376-0AP-2AP 

-Origine : ICARDA(Syrie) 

-Demandeur : ITGC 

-Type de variété : lignée pure 

Tichedrett - Obtenteur : ITGC de Sétif 

- Pedigree : C95203S F4N°21 1998/99 

- Origine : station de l’amélioration des 

plantes en 1931 

- Demandeur : ITGC 

- Type de variété : lignée pure 



34  

 

ΙΙΙ.8.2 Méthodes : 

 
 

ΙΙΙ.8.2.1. Semis : 

Les pots utilisés à un volume de 2 L. Les pots sont remplis d’un mélange de terre, sable et 

terreau, pour une proportion de (1 :1 :1). Ces pots présentent des trous de drainage afin d’évacué 

l’excès d’eau d’irrigation. Le semis des graines de chaque variété a été effectué manuellement à une 

profondeur d’environ 1 cm. à raison de 5 graines par pot. Trois semis échelonnés ont été effectués. 

 
ΙΙΙ.8.2.2. Irrigation 

L’irrigation devrait se faire régulièrement de façon rigoureuse. 

 
 

ΙΙΙ.8.2.3. Désherbage 

Le désherbage devrait se faire à chaque reprise des mauvaises herbes. 

 
 

ΙΙΙ.8.2.4. Protocole de la phase in vitro 

 
ΙΙΙ.8.2.5.Prélèvement des épis 

Le stade du prélèvement des épis doit être déterminé sur la base de critères cytologiques 

(BRAHMI et AL, 2017). Quand ce stade cytologique requis est déterminé, les épis sont prélevés tôt 

le matin. 

 
 Critères cytologiques 

L’induction d’embryons et à la régénération de plantes est fortement liée à l’utilisation des 

microspores au bon stade, à savoir le stade uni nucléé médian. Les épis qui renfermant des 

microspores au stade uni nucléée médian seulement devaient être prélevés et gardés pour la mise en 

incubation de leurs anthères (BRAHMI et AL, 2017). 

Ainsi pour déterminer ce bon stade nous aurions, sur un épi récolté, prélevé un épillet 

central, puis les trois étamines sont fixées et colorées dans le mélange du carmin acétique, elles sont 

ensuite écrasées entre lame et lamelle afin de dissocier les cellules les unes des autres et libérer les 

microspores. Le stade des microspores est alors observé au microscope (x 40). 
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ΙΙΙ.8.7.3.Prétraitement des épis 

 

Les prétraitements proposés : 

 Traitement au froid ; les épis sont prélevés, non dégagés de la gaine de la dernière feuille, 

enroulés dans du papier filtre imbibé d’eau et du papier aluminium et mis au réfrigérateur à 4°C 

pendant 21 jours à l’obscurité, 28, 35 et 40 jours 

 Les épis sont dégagés de la gaine, ébarbés et déposés dans des boites de Pétri contenant une 

goutte d’eau. Ces boites sont fermées avec du parafilm puis placées dans un réfrigérateur à 4ºC 

pendant 3 à 4 semaines. Car le prétraitement au froid produit une amélioration considérable dans 

la production des plantes vertes (LTIFI et AL., 2017). 

 
 Prétraitement au mannitol : les anthères sont incubation dans des boites de Pétri contenant du 

mannitol à 0.7M pendant 3 jours à 25 °C (FERDAOUS et AL., 2013). 

 Prétraitement au CuSO4 .5H2O et mannitol : les anthères sont incubées dans une solution 

contenant (5.0 mg L1 CuSO4 .5H2O et 62 g L1 de mannitol) et placées à l’obscurité, à 4°C 

pendant 4 jours (SRIDEVY et AL., 2015). 

 
ΙΙΙ.8.7.4.Mise en culture d’anthères in vitro 

 
Pour les milieux d’induction et de régénérations nous proposons d’utiliser le milieu utilisé 

par (RAMLA., 2017) qui conformes à ceux de JACQUARD et AL. (2006) avec deux modifications 

: le remplacement de la thiamine-HCL par les vitamines FHG et l’agarose par du phytagel (3g/l). Le 

milieu de développement est le milieu de MURASHIGE et SKOOG (1962) modifié (la 

concentration en sel est diminuée de moitié et addition de 0,5 mg/l d’acide indol- butyrique (AIB) et 

de 3 g/l de phytagel). 

 
Après prétraitement, les anthères sont mises en culture dans des boites de Pétri contenant du 

milieu d’induction (tableau 4), à raison de de trente anthères par boîte de Pétri de 5 cm de diamètre. 

Les boites Scellées avec Parafilm doivent être maintenues dans une chambre de culture à 26 ± 2 ° C, 

à l'obscurité pendant 21-28 jours. 
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Régénération des plantules haploïdes 

Les anthères, qui auraient montré des réponses, contenant des embryons ou du cal sont collectées et 

transférées sur le milieu de régénération (tableau4). 

Tableau.4 : Composition des milieux de culture d'anthères chez l'orge 

 
Composantes du milieu Milieu 

MS 
Milieu 

d’inducti

on 

Milieu de 

régénérat

ion 

Milieu de 

développe

ment 

Sels et Microelement

s 

Macro 

MS 

Macro 

FHG 

1900    

mg/l 

165 mg/l 

440 mg/l 

370 mg/l 

170 mg/l 

Micro 

FHG 

0,83      

mg/l 

22,3     

mg/l 

8,6       

mg/l 

0,25    

mg/l 

0,025  

mg/l 

2,5 mg/l 

6,2 

 mg/l 

Fer MS 

27,8

 mg/l 

37,3

 mg/l 

Macro 

FHG 

 

bases -KNO3 1900 

mg/l 

1900

 mg/l 

 

 -NH4NO3 1650 

mg/l 

165

 mg/l 

 

 -CaCl2.2H2O 440

 mg/l 

440

 mg/l 

 

 -MgSO4.7H20 370

 mg/l 

370

 mg/l 

 

 -KH2PO4 170

 mg/l 

170

 mg/l 

 

 Microelement

s 

Micro 

MS 

Micro FHG  

 -KI 0,83

 mg/l 

0,83

 mg/l 

 

 -MnSO4.4H2O 22,3

 mg/l 

22,3

 mg/l 

 

 -ZnSO4.7H2O 8,6

 mg/l 

8,6 mg/l  

 -

Na2MoO4.2H2

O 

0,25

 mg/l 

0,25

 mg/l 

MS 
½
 

 -CuSO4.5H2O 0,025 

mg/l 

0,025 mg/l  

 -CoCl2.6H2O 0,025 

mg/l 

2,5 mg/l  

 -H3Bo3 6,2

 mg/l 

6,2 mg/l  

 Fer FerMS Fer MS  

 -FeSO4.7H2O 27,8 

mg/l 

27,8

 mg/l 

 

 -Na2EDTA 37,3 mg 

/l 

37,3

 mg/l 

 

Source de 

carbone 

Maltose 

Sucrose 

- 

30 

g/l 

62 g/l 

- 

- 

30 g/l 

- 

30 g /l 
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Source 

d’acides 

amines 

 

 

 
Glutamine 

 

 

 
100 

mg/l 

 

 

 
752 mg/L 

 

 

 
752 mg/l 

 

 

 
- 

Polyols  

 

 
Myo-inositol 

 

 

 
100 

mg/l 

 

 

 
100 mg/l 

 

 

 
100 mg/l 

 

 

 
100 mg/l 

Vitamines Thiamine 

Nicotinicac

id 

Pyridoxine 

0,1mg/

l 

0,5mg/

l 0,5-

mg/l 

0,4mg/

l 

0,5mg/

l 

0,5mg/

l 

0,4 mg/l 

0,5 mg/l 

0,5 mg/l 

 

 

 
Vitamines 

MS 

Hormones 

 

 

 

-auxines 

 

 

 

 

 

 

-cytokinins 

 

 

 

 

 

 
NAA 

A/B 

 

 

 

BAP 

 

 

 

 

 

 
- 

- 

 

 

 

- 

 

 

 

 

 

 
2mg/l 

- 

 

 

 

0,4mg/l 

 

 

 

 

 

 
0,4 mg/l 

- 

 

 
0,4 mg/l 

 

 

 
0,5mg/l 

- 

 

 

 

- 

Agent 

osmotique 

 

 

 
Mannitol 

 

 

 
- 

 
32g/l 

 

 

 
32g/l 

 

 

 
- 

Agent 

géliffiant 

phytagel - 3 g/l 3g/l 3g/l 

 

Mameche et Menad (2013). 
 

ΙΙΙ.8.7.5.Analyse statistique des résultats : 

Analyse de l’effet des génotypes, utilisés dans cet essai, et des différents prétraitements sont 

réalisés sur les paramètres : 

- Pourcentage d’anthères réactives à travers le nombre d’embryons et de cals induits. 

- Pourcentages de plantules régénérées (total, verte et albinos), ils doivent être établis par rapport au 
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nombre total d’anthères mises en culture. 

Le traitement statistique des données expérimentales est réalisé par une analyse de variance à 

deux facteurs. La comparaison des moyennes, si l’effet est significatif, est abordée avec le test de la 

plus petite différence significative (PPDS) à 5% avec un programme d’analyse statistique. Ces 

analyses permettront d’analyser l’influence du génotype et des prétraitements. 
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CONCLUSION 

 
 

Notre étude a porté sur l’optimisation de quelques paramètres d’obtention des haploïdes 

doublées chez trois variétés locales d’orge (Saida, Tichedrett, Fouara). Mais à cause de la 

propagation de la maladie de covid-19-que Dieu nous protège-, la pratique a été annulée. Nous 

avons donc dû modifier notre thème, comme nous l'avons annoncé dans le résumé, nous avons 

consulté les mémoires et travaux disponibles, qui traitaient des moyens d'améliorer le processus de 

culture d’anthères de l'orge, afin d'en extraire le protocole le plus efficace que nous aurions mis en 

œuvre. 

L’haplo diploïdisation est une technique très importante pour la création variétale et 

amélioration des plantes, qui permet d'obtenir des lignées homozygotes en un temps plus court. 

Cette dernière possède plusieurs techniques parmi lesquelles la culture d’anthère qui passe par 

plusieurs étapes (l'obtention des plantes mères, le prélèvement des épis, les prétraitements, la mise 

en culture des anthères, la phase d'induction et la régénération). D'autre part le génotype jeu un rôle 

très important dans la proportion de régénération des plantes vertes et albinos. 

Par conséquent, il est nécessaire de mener des expérimentations et des essais qui permettent 

de tester et d’analyser les différents les facteurs qui influencent cette technique et ce pour optimiser 

son rendement, tel avait été notre objectif. 
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