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RESUME

Des explants de rejets de différents cultivars de trois régions du sud sont introduits en culture in vitro.
L’induction de la callogenese est étudiée sur le milieu de base MS (1962) modifié, additionné de trois
combinaisons hormonales le 2,4D (25 et 100mg/l), Le Picloram a (12,5mg/1) et I'TPA & (1 et 3mg/1). Différents
types de cals sont obtenus mais seuls les cals nodulaires et granulaires friables sont embryogenes. Le temps de
réponse a la callogenese est dépendant du génotype et est de 3 mois au minimum. Une étape en milieu liquide
agitée est utilisée pour l'individualisation des embryons. Une filtration a 400 um a permis d’obtenir des
embryons matures capables de germer et d’évoluer en plantes entieres. L’acclimatation des vitroplants est
obtenus lorsque les conditions sont réunies ; L’humidité est de 90%, la température a 26 et 27 °C et les plants
sont vigoureux. L’étude du polymorphisme peroxydasique présente le méme phénotype pour 5 cultivars et leur

vitroplants, seul le cultivar Tazerzait présente un phénotype différent du vitroplant.

Mots clés : palmier dattier, cultivars, embryogenese somatique, callogenese, synchronisation, acclimatation,

conformité génétique, peroxydases
Abstract

Explants offshoot of different cultivars of three southern regions are introduced in vitro. Induction of
callogenesis is studied on modified MS (1962) supplemented with 3 growth regulators combinations, 2,4D (25
and 100mg/l), Picloram at (12,5mg/l) and 2IP (1 and 3mg/l). Various calli types are obtained but only the
nodular and granular friable calli are embryogenous. The callogenesis is genotype dependant and required at
least 3 months. A phase in stirred liquid medium is used for individualizing the embryos. The filtration at 400
um allows mature embryos can germinate and growth in full on plantlets. The acclimatization of vitroplants is
obtained when all the conditions are met; Humidity at 90%, Température at (26-27°C), and the plantlets were
vigorous. The polymorphism study of peroxydase present the same phenotype isoenzyme for 5 cultivars and

their vitroplants, only Tazerzait show different phenotype isoenzyme to his vitroplants.

Mots clés: date palm, cultivars, somatic embryogenesis, callogenesis, synchronization, acclimatizaton, genetic

conformity, peroxydases

aila
Al Ao ) b Cuaddi[] Ay gia shalie OB sl Calie jla (e Alalivu

/ mg100 25) 2,4 D ¢ i e le gana 0 [ Lial 5 ¢ (3all] Al [siall Auae GI(M(1962 Sisle (S IASE] [t (s 03[

(i gmansi 1 8 T (S5 810 Ailida ) i e Jgan Vo[ 285 (S3(] axle 3 5 1) TPA ¢( 5[/ ptle 12.5) mPiclora (530
e il blllelimy R[5 b il 6 skl (33 Aol 258 5ol 3 e adia S W1 (e 5 ARSI ALE Cuna g
ol Lasie U (e Bl e g 1% ALalS LS o i 3 il ] Sy dnaali il 1400 pm o el A1 25291
B A ULl Ay sie da 027 526 A5l oalAa j0y <790 Ay sk yiHa 5 ydlelas( ]

gAlaha o (g siag @311y ) )5 hina debe e [ palia Nl i 3 s 5 HassS 5 0 [ ) sl NS VAL ol
A3l Callaa a3l 5

zlGallals

NS 5 5 s M Gaale a8l G IS eisann TR danl) el ) 5 ¢ [lale paifidaas



REMERCIEMENTS

REMERCIEMENTS

Les travaux présentés dans ce mémoire rentrent dans le cadre d’un projet de recherche
financé par le Ministere de I’enseignement et de la recherche scientifique (MERSR 1) et
I’ Institut National de la recherche agronomique

Les travaux de recherche ont été réalisés dans le laboratoire de physiologie végétale et
d’amélioration des plantes de la station de Mehdi Boualem de I'INRAA.

Je remercie Madame Louanchi Meriem Maitre de conférence de m’avoir encadré et
encouragé tout au long de cette these.

Je la remercie également de m’avoir témoigné tout au long de ces années d’une grande
confiance, et de sa patience pour la finalisation de ce manuscrit.

Je voudrais également remercier les membres de jury ;
Mesdames les Professeurs Rahmania F. et Khelifi M., pour avoir accepté d’évaluer ce travail.

Mes remerciements vont également au Professeur Khelifi L. d’avoir accepté de présider ce
jury.
Je voudrais remercier également tous les techniciens du laboratoire de Physiologie végétale

et d’amélioration des plantes de Mehdi Boualem, et en particulier Mr Amara B., Mr Yakhou
MS et Chahinez de m’avoir aidé dans la réalisation de ce travail.

Mes collegues de 'INRAA pour leurs.



ABREVIATIONS

um
°C
24D
ADH
ADN
AIA
AIB
ANA
APS
BAP
CCM
DIA
DTT
DO
EC
EMSs
EST
EDTA
Fe

g
GOT
Guaiacol
Hcl
H,0,
IPA
Kb

LAP

Micrometre
Degré celsus
Acide 2-4 Dichlorophénoxyacétique
Alcool deshydrogénase
Acide desoxyribonucléique
Acide 3 - indole acétique
Acide 3 - indole butyrique
Acide naphthaléne acétique
Persulfate d’ammonium
6 — benzyl amino - purine
Chromatographie sur couche mince
Diaphorase
Dithiothreitol
Densité optique
Numéro de la commission des enzymes
Embryogenese somatique secondaire
Estérases
Acide éthylene diamine tétra acétique
Fer
Gramme
Glutamate Oxalo Transférase
2- Methoxyphenyl, catechol mono methyl ether
Acide chlorhydrique
Peroxyde d’hydrogéne
Isopentyl aminopurine
Kilobase (kilopaire de nucléotides)
Leucine Amino Peptidase

Molaire



ABREVIATIONS

mA

MTT
MS

NaOH

ng

PAC
PGI
PGM
Pm
PMS

pH
Picloram
Pox
Rpm
RAPD
RFLP
SDS

sec

TAE
TBE

TE
TEMED
Tris

v

Vp

Milli Ampere

Millimolaire

3-(4,5 Dimethyl thiazol-2-yh). 2,5 diphényl tétrazolium-bromide

Murashige et Skoog (1962)
Soude ou hydroxyde de sodium
Normalité
Nanogramme
Phosphatase Acide
Phosphoglucoisomérase
Phosphoglucose mutase
Plante mere
Phenazine methosulfate
logarithme décimal négatif de la concentration de H*
Acide 4-Amino-3,4,6 tricloropicolinique
Péroxydase
Rotation par minute
Random Amplified Polymorphic DNA
Restriction Fragment Length Polymorphism
Sodium dodecylsulfate
Seconde
Tris — acetate- EDTA
Tris -Borate- EDTA
Tris -EDTA
N, N, N, N- tétraméthyleéne diamine
Tris (hydroxyméthyl) amino méthane
Volt

Vitroplant

Figure 1: Carte d’Algérie illustrant les différentes régions phoenicicoles



LISTE DES FIGURES

Figure 2: (A) arbre du palmier dattier ; (B) régime de datte ; (C) rejet a la base du tronc d’un
palmier dattier

Figure 3 : Protocole de mise en culture
Figure 4 : Protocole d’obtention d’une culture en suspension chez le palmier dattier

Figure 5: Schéma représentant la disposition des cultivars et leur vitroplants respectifs dans
les puits

Figure 6 : Temps de réponse a la callogenese des cultivars introduit en culture in vitro
Figure 7 : Pourcentage des cals induits par les cultivars d’ Adrar

Figure 8: Pourcentage des cals induits par les cultivars de Ghardaia

Figure 9 : Effet des milieux de culture sur les cultivars de Touggourt

Figure 10 : Type de cals obtenus

Figure 11: Coupe histologique des cals embryogenes sur milieux d’induction et de
maturation

Figure 12 : Développement asynchrone des embryons somatiques en milieu de germination
Figure 13: Courbe de croissance des cals en suspension

Figure 14: Suspension embryogene obtenue

Figure 15 : Différents stades de I’embryon somatique observé en milieu liquide

Figure 16 : Différentes formes et stade de développement de I’embryon et apparition des
feuilles cotylédonaires

Figure 17 : Phénomene de vitrification

Figure 18 : Effet du milieu liquide sur le nombre d’embryons ayant germés
Figure 19: développement asynchrone en milieu de germination

Figure 20: Développement synchrone

Figure 21: Différentes formations en embryogenese somatique

Figure 22: Effet du stade des plantules a acclimater sur le % de reprise en serre
Figure23 : plantules classe (A) apreés un mois d’acclimatation

Figure 24: Effet de I’humidité sur le % de reprise des plantules

Figure 25: Effet de la Température sur le % de reprise des plantules

Figure 26: Effet du substrat sur la reprise des plantules en acclimatation



LISTE DES FIGURES

Figure 27 : Vitroplants acclimatés

Figure 28 : Zymogrammes peroxydasiques de cinq cultivars et leurs vitroplants de palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.)

Figure 29: Zymogrammes peroxydasiques de cinq cultivars et leurs vitroplants de palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.)

Figure 30: Schéma représentant le zymogrammes peroxydasiques de six cultivars de palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.)
et leurs vitroplants de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.)



LISTE DES TABLEAUX

Liste des tableaux
Tableau 1 : La production dattiere en Algérie
Tableau 2 : Concentration du gel acrylamide en fonction du poids moléculaire
Tableau 3: Cultivars introduits en in vitro
Tableau 4: Pourcentage de callogenese des cultivars d’ Adrar
Tableau 5: Pourcentage de callogenese des cultivars de Ghardaia
Tableau 7: Effet de 1’azote sur la germination
Tableau 8 : Influence de 1’azote sur le pourcentage de vitrification

Tableau 9: Mobilité relative des isozymes



SOMMAIRE

INtroduction....cceeieieieierieiieieierieieeieierieierieieterietaeiecasecsassesesscsscscsecasscssssssasemnnse 1
I- Présentation du palmier dattier. . ... .....oouiieiiniit i 4
L1 SystématiqUe .. ....eneniie e 4
L2 OTIgINe. ..o, 4
[.3 Répartition gEographique. ... .....coooieiiiiiii e 5
[3.1Dans le monde. ... ..c.ovinieiniiiii i 5
L3.2EN AIELIC. ...t 6
L4 MOIPROLOZIC. .o eceeeee e e e e e e e 7
14,1 SyStEME TACINAITE. ... .euttttitt ittt 7
| B B () (O [ T 8
[.4.3 Couronne ou frondaiSOn. ... ....ouvitiuiiiitiit i 8
L.4.4 INFIOT@SCONCES. ..o v ettt e et O
.5 Importance dans I’écosysteme Saharien............co.ovueiiiiiiiii i 10
1.5.1 Exigences climatiques et €daphiques. ...........ccovevuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 10
1.5.2 Production dattiCre. . ... ...o.euineie it e 10
1.5.3 Usage du palmier dattier. ...........ovuiieiiniiiii e 11
1.5.4 Composition et valeur nutritive de ladatte.............c.oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 12
I-6 Mode de multiplication du palmier dattier...............coiiiiiiiiii i 12
1.6.1 Multiplication Par SEIMES .. ... ..ueeuetntent ettt ettt et e e et e a e eeeeaaans 12
1.6.2 Multiplication Par TEJEES. ... ..o.ueuutnt ettt e 14
1.6.3 Multiplication par 1€s CUltUre irn VIitro..........ooeviuiiiiiiiiii i 14
I-7 Principaux ravageurs et maladies. .........ccovuiiuiiniitiiii i 14
L7.1 Lamaladie du bayoud............ooiiiiii e 14
1.7.2 La maladie des feuilles cassantes. ............coevuviiiiiiiiiinniiniii e, 15
II Techniques de CUlture In VIEIO. . ......evueiniitii i e 15
II.1 Historique de I’embryogenese SOMAtIQUE ..........ouueutineentinntmiie et et et eieerennennenannn. 15
IL.2. Les phases de I’embryogenese SOMAatiQUe ..........evuerutiteintintiteriiintiiie et eeeneeeenaiiens 16
I1.2.1.1 La dédifférenciation cellulaire. .............c.c.oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 16
I1.2.1.2 La différenciation cellulaire. ............ooooieiiiiiiii i 17
I1.3 Facteurs influencant I’emryogenese SOMatiqUe. ..........eueeeuuitineineeneenieeanienieneenanaes 17

I1.4 Facteurs impliqués dans la maturation des embryons somatiques.............c..ccceeeeuennennee 18
III Marqueurs d’identification et d’évaluation de la conformité génétique

............................... 19
III.1 Marqueurs MOTPhOIOZIQUE ......nuneitet ittt e e 19
1.2 Marqueurs bioChimiqUes. ... .. ..oouiieiii e 20
II1.2.1 Les flavonoqdes. . ... oueueentininint it 22
II1.2.2 Les SyStemes enzZymMatiQUeES. . ......ouuueentententententent ettt et eaeeneenenenens 23
TIL2.3. EIECtIOPROIESE. . . .. e eeeeeeeee et e e e 26

I1.3.1 Les supports utilisés pour I’électrophorese. .............cooiiiinciiniienn 26
II1.3.2 Méthodes d’électrophorese

II1.4 Marqueurs moléculaires



SOMMAIRE

Chapitre I MATERIEL ET METHODES

I Embryogeneése SOomatiqUe. ..............oooiuiiniiiiiii i 31
L1 Matériel vEEtal.........c.ooiiii i e 28

L2 MEhOES. ... oot e e 29

L.2.1 DiSSECtion deS TEJELS ... vnutenttette i et eeae e 29

[.2.2 La désinfection du ceeur de rejet.........oooeveviiiiiiiiiiiiiiniiieene. 32

.23 Les milieux de culture........c...ooiiiiiiii e 34

1.2.4 Stérilisation des milieux de culture .................cooiiiiiiiiiiinnn.. 35

[.2.5 Conditions de Cultures ...........coeiiiiiiiiiiii e 35

1.2.6 Observation et expression des cultures ..............ccoeevviieviniennennnn. 36

1.3 Germination des embryons SOMatiQUES. ... ...vvureerrreenreenneeeieeenneeaneeeennannn 36

1.4 Protocole d’établissement de la suspension cellulaire embryogene................. 36

[.4.1 Inoculation des suspensions cellulaires .................cooeviiiiiiiiinin 36

[.4.2. Systeme de culture utilisé ...........ccoiiiiiii i, 37
[.4.3 Conditions de culture .............ooeiiiiiii e 37
1.4.4 Repiquage et amélioration de la qualité des embryons....................... 37
[.5 Régénération en plantules ...........ceeervieeiiieeiieeeiieeeiee ettt 37

IT Les techniques hiStOIOZIQUES .....co.eeruieeiieriiiiie ettt ettt ettt 39
IL.1 FiXation deS OTZANES .......eeevuviieriieiiiieeite ettt ettt sit e et e st e e st e e s eesabeeesaes 39
I1.2 La déshydratation des OIZanes ............c..eeuuiiuimniiitinneit i 39
IL.3 Imprégnation des OTZANES. . .......eiuuiinnttet ettt e ee e e e 39
IL.4 Inclusion dans 1a paraffine............ccoocueeiiiiiiniiiiniie e 40
IL.5 Confection dES COUPES. ... ..eerruuieiiirieiitieeitee et ettt et et e et e et eeabeesbbeesbbeesane 40
I1.6 Coloration a la fushine basique - Naphthol Blue Black (NBB)........c..cccccvveviiiennnnns 40

IIT ACCHMALATION . ...ttt e e et 40
III.1 Préparation des plantules a acclimater..............ocvviiiiiiiiiiiiiiiiiieie e, 40
II1.2 Préparation du SUDSTIAL. ........uiuueieti ittt 40
ITL4 VIS @I POLS. . e ettt et et et et e e e et e e et e e e et e et et e e e e e 41

IV Etude du polymorphisme des activités péroxydasiques...........ooueevueerueeniiinneennnnn. 41
IV.1I Matériel VEGELal ..o e e 41
IV.2.1 EXtraction des @NZYMES. ... ..couueeentiintteetteite et eeeeeteeieeaeeenneennannns 41

IV.2 MEROAES. . ...t e 41
IV.2.2 Préparation de @el........o.oiiniiiiiiii i e 41
IV.22. 1 Lechoix de @el......coooiiiiiiii e 41

IV.2.2.2 Préparation du gel d’acrylamide ..., 42

IV.2.3 Préparation du tampon de migration............cooueevueiritiinienieinneennnennn. 43

IV.2.4 Préparation de I’échantillon 43

IV.2.5 Condition d’électrophorese. .. ...ovuuieiiiiie i 43

IV.2.6 REVEIAtION dES BNZYMES.....eeettitiett et e ee e e eireeeiee e 44
IV.2.6.1 Révélation des peroXydases. .......ceevueeriuiinnieeiieeiieaiieeineennan 45

IV.2.7 Conservation des tranches de gel .............ccooiiiiiiiiiiiiiii e 45



SOMMAIRE

CHAPITRE HI:RESULTATS ET DISCUSSIONS

I. Embryogenese SOmMatiQUe. .........ouutntitiet ittt e e 46
L1Induction de 1a callogenese. ... . .uunntii e 46
[.1.1Temps de réponse a la callogenese. .........o.vvvriiiiiiiiiiiiiieeie i, 46
[.1.2 Influence du milieu de culture. .............ooeiiiiiiiii e 49
L1.2.1 Cultivars d” Adrar. .......oeeineii e 49
[.1.2.2 Cultivars de Ghardaia .............cooiiiiiii e, 49
[.1.2.3 Cultivars de TOUZZOUIT. .......oiuuiitiit e e 49
[.1.3 Texture et structure des Cals..........cooeiiiiiiiiiiii i 52
I.1.4 Prolifération des cals et maturation des embryons. ................ccoveiiieiinn.. 52
L.1.5 Organisation cellulaire. ...........oeoiuiiiiiiiii e 53
I.1.6 Processus d’asynchronisation des embryons somatiques................oeevvennn. 54
1.2 Initiation de la suspension cellulaire embryogene............covvvviiiiiiiiiiniinienineeninn 56
1.2.1 Effet des types de cals sur I’obtention de la suspension embryogene............. 56
1.2.2 Influence de la densité sur I’établissement de la suspension cellulaire............. 57
1.2.3 Evolution de I’embryon sOmatique. ...........ooueiviiiiiiiiiiiiieiienieeaiieannn 59
[.3 Germination des embryons SOMAtIQUES. .. .....eeuuetnttetteante et et eaieeeieeaeeeneennen 60
1.3.1 Influence de la source d’azote sur la germination des embryons................... 60
1.3.2 Influence du milieu liquide sur la germination des embryons...................... 66
1.4 Embryogenese somatique secondaire et néoformation de bourgeons......................... 70
II. Acclimatation des plantules. ... .......oviuiiiiiii e eeeee e 72
I1.1 Effet du type des plantules & acclimater.............cooviiiiiiiiiiiii i 72
I1.2 Effet des conditions d’enViroNNEmMeNt. ...........ooueiueitiinenttiiineataiieaiiieeeanne 73
I1.3 Effet du substrat sur la reprise des plantules en acclimatation............................ 75
I1.4 Effet de la fertilisation...........oouiiiii e 75
III Conformité Génétique par I’étude des systemes peroxydasiques............ooeeevueenneennnn. 78
0 O T 0 1<) 06 T 78
II.1.1 Calcul de la mobilité relative.............ooiiiiiiii e 78
II1.1.2 Comparaison des zymogrammes stade adulte ..................cooceviiiiiniinnn... 80
IILT.2.1 TINACEUL .. .eeeee e 80
L T.2.2 T@ZAZA .o e e 80
II1.1.2.3 Takerboucht essafra.............cooiiiiiii e 80
I 1.2.4 TAZEIZAIt. . ...t 80
III.1.3 Comparaison des zymogrammes stade acclimatation (stade jeune plante).....81
III.1.3.1 Tagerbucht E1 kahla..............ooooiiiii e 81
L T.3.2 TAlEMSOU. . . et 81
ConCluSIONS @ENETALES. ...ttt e e et e 85

Références bibliographiqUes. ... .....o.viiuiiiiii i e e e e 88



INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le palmier dattier Pheenix dactylifera L, est une espece Monocotylédone a port arborescent,
de la famille des Arecaceae, et fait partie des plus anciennes angiospermes du monde

(Munier, 1973).

C’est une espece d’intérét écologique, économique et social majeur pour de nombreux pays
des zones arides qui comptent parmi les plus pauvres du globe. En raison des grands espaces
désertiques chauds, et de son adaptation aux conditions agro écologiques des oasis, le
développement de la phoeniciculture permet de lutter durablement contre 1’insécurité
alimentaire et la pauvreté. Elle est importante tant par le produit financier qu’elle engendre

que par la pérennité de vie qu’elle permet a une population humaine non négligeable.

Dans le monde, 90 000 000 palmiers dattiers sont recensés ; 800 000 hectares sont concernés
et plus de 10 000 000 d’habitants vivent des produits et des revenus de la phoeniciculture.

En Algérie, la phoeniciculture s’étale sur une superficie de 160.000 ha avec un effectif de 17
millions de palmiers. La palmeraie algérienne est constituée d’une diversité génétique
exceptionnelle grace a la grande diversité des terroirs. A I’Est, dans le bas-sahara (Oued
Righ, Souf, et les Ziban), pres de 500 génotypes avec une prédominance du cultivar Deglet
Nour, dans les autres régions tel que le sahara centrale (M’Zab), le sahara ouest (le Tidikelt,
le Gourrara et le Touat) et la Saoura, il existe 600 génotypes avec quelques cultivars d’élites
mais sans réelle valeur marchande, en plus les palmeraies sont anciennes, faiblement
productives et plus ou moins entretenues. Cette situation de marginalisation dans les oasis
traditionnelles conduit le plus souvent a une accélération du processus de dégradation de la

diversité génétique du palmier dattier.

Cette palmeraie est créée grace aux «djebbars » ou rejets qui se trouvent a ’aisselle des
pieds males et femelles, et qui demeure aujourd’hui le seul mode de multiplication conforme.
Cette voie de propagation s’avere limitée en raison du nombre restreint de rejets €émis durant

la phase juvénile du palmier dattier sans évoquer le probleme d’enracinement des rejets.

D’autres contraintes s’ajoutent dans le processus de dégradation de la diversité du palmier

dattier, a savoir le bayoud, une épidémie de fusariose provoquée par un champignon vivant
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INTRODUCTION

dans le sol (fusarium oxysporun f.sp. albedinis appelée « Bayoud » difficile a combattre,
dévastant les palmeraies du Maghreb dont 12 millions d’arbres au Maroc et 3 millions en
Algérie ont disparus (MALENCON, 1934). La seconde maladie mortelle est les feuilles
cassantes, qui a fait son apparition depuis plus d’une décennie et menacent sérieusement les
palmeraies algériennes car 1’agent causal est encore inconnu. La troisiéme menace potentielle
est le charancon rouge qui fait des ravages en Egypte et en Espagne et derniérement au

Maroc.

Devant ces menaces qui pesent sur la phoeniciculture en Algérie, la culture in vitro peut
apporter des solutions pour la préservation des ressources phytogénétiques du palmier dattier.
Des travaux de recherche pour la maitrise des techniques de propagation in vitro du palmier
dattier ont été initiés vers la fin des années 60. Ils se sont basés essentiellement sur le
développement de 1’organogenese et de I’embryogenese somatique. (Mater 1986; Reveuni,
1979 ; Sharma et al., 1984, 1986; Tisserat, 1979; Zaid et Tisserat, 1983, 1984; Daikh et al.,
1987 et Zaid, 1989)

La multiplication rapide du Palmier dattier par les techniques de culture in vitro constitue
I‘unique voie pouvant apporter une solution dans un délai raisonnable d’autant plus que tous
les clones sélectionnés pour leur résistance au Bayoud, et les cultivars rares et en voie de
disparition sont représentés par un nombre faible d’individus. Cette technique permet
également la production de vitroplants indemnes de bayoud, permettant ainsi, d‘éviter la

dispersion de la maladie (Djerbi, 1988, Letouze et Daguin, 1989).

L’embryogenese somatique offre des potentialités et des applications énormes: rapidité,
facilité, taux de multiplication treés élevé comparativement aux autres techniques de
propagation in vitro. C’est une méthode d’obtention rapide et en grand nombre de plants de

palmier dattier.

Cette voie de régénération conduit a la formation d’embryons somatiques provenant de
cellules somatiques a partir d’un tissu végétal déja différencié. Elle ouvre aussi des
perspectives pour 1’amélioration de 1’espece dans la lutte contre le bayoud, (hybrides

somatiques, mutagénese, transformation génétique).

Le succes de la micropropagation du palmier dattier reste, également, li€¢ a la conformité des

vitroplants produits. Les travaux sur la conformité sont trés controversés.
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INTRODUCTION

Depuis plus d’une vingtaine d’années environ la recherche sur les marqueurs biochimiques et
moléculaires appliqués au palmier dattier, commencerent a prendre de plus d’importance.
Ces marqueurs ont été en particulier, dans 1’identification variétale et la comparaison des
plants descendant des croisements dirigés, ainsi que la comparaison entre les vitroplants et

leurs cultivars correspondants.

L’objectif de ce travail est I’optimisation et le développement du processus de régénération
par la technique de I’embryogenese somatique afin d’étre appliquée a I’échelle industrielle et
de I’intégrer dans les programmes d’amélioration et de conservation de cette espece.
S’appuyant sur I’étude bibliographique, nous proposons dans ce présent travail d’améliorer le
protocole de régénération par la technique d’embryogenese de plusieurs cultivars de palmiers
de trois régions du sud, et d’étudier la conformité des vitroplants par les marqueurs
biochimiques.
Ce manuscrit est constitué de trois chapitres:

» analyses bibliographiques

» Matériel et méthodes

> Résultats et discussions
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I. Présentation du palmier dattier

Le palmier dattier (Pheenix dactylifera L,) qualifié de «prince du monde végétal » par Linne,
(1734); doit son nom au fait que phcenix signifie chez les grecs de I’antiquité, arbre des
phéniciens, et dactylifera dérive du mot grec "dactylos" qui veut dire: doigt allusion a la

forme du fruit.

I.1 Systématique :

Le palmier dattier appartient est une angiosperme monocotylédone, classé pour la
premiere fois par Linné en 1973, puis Moore en 1973, Takthajan en 1980, Cronquist 1981 et
enfin APGIII en 2009:

Domaine : Eucaryotes
Reégne : Plantae

Clade : Angiospermes
Clade : Monocotylédones
Clade : Commelinidées
Ordre Arecales

Famille : Arecaceae

Sous famille : Coryphoideae
Tribu : Phoenoceae

Genre: Phoenix

V V.V V V V VYV V V VYV V

Espece: Phoenix dactylifera L

Le genre pheenix comporte douze especes d’apres Chevalier, 1952. L’espece dactylifera L.,
se distingue des autres especes du méme genre par un tronc long et par des feuilles glauques

(Djerbi, 1992).

1.2 Origine

Les palmiers les plus anciens remontent au miocene. Le palmier dattier a été cultivé dans les
zones chaudes entre 1'Euphrate et le Nil vers 4500 ans avant J.C. De la, sa culture fut

introduite en Basse Mésopotamie vers 1'an 2500 ans avant J.C.
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De nombreuses hypotheses en été émises sur 1’origine du palmier dattier. Des traces de sa
culture existent chez les Assyriens et les Babyloniens il y’a plus de 4000 ans (Djerbi, 1988).
On attribue I’origine de la culture du palmier a des populations venues de la Libye qui se

seraient établi en moyen Orient vers 4500ans Avant- Jésus- Christ (Munier, 1973)

Le palmier dattier cultivé, est le résultat de plusieurs hybridations de Phenix sylvestris et
Pheenix reclinata. 1’origine des formes cultivées doit se situer dans la zone marginale
septentrionale ou Orientale du Sahara (Caty, 1929).

Les pheenix comportent 36 chromosomes somatiques et peuvent facilement s hybrider entre
eux (Munier, 1973).

L’idée d’un ancétre sauvage avait déja ét€¢ émise par Werth (1933) qui refusait la pluralité
des ancétres en raison de la stabilité des formes des organes floraux du palmier dattier cultivé

dans toutes les régions du monde.

Selon les travaux de Zohary et Spigel-Roy, 1975 et Zohary et Hopf, 1988 (in Bouguedoura,
1991) I’ancétre sauvage de cette espece est identifié. Il est distribué sur la frange méridionale

chaude et seche du Proche Orient, sur le Nord Est du Sahara et le Nord du désert d’ Arabie.

1.3 Répartition géographique
1.3.1 Dans le monde

Le palmier dattier est cultivé dans les régions arides et semi arides chaudes situées entre
I’Euphrate et le Nil, entre les altitudes 35° Nord et 15° Sud. Les échanges commerciaux entre
les différentes régions du monde ont aidé a sa propagation. Les plus importantes palmeraies
se trouvent cependant en Afrique du nord et au moyen orient. L'Espagne reste le seul pays
d'Europe a produire des dattes principalement dans la célebre palmeraie d'Elche, située a
I'Ouest d'Alicante a 39° Nord. Le palmier dattier est également cultivé a plus faible échelle
au Mexique, en Argentine et en Australie. A 1’Etats-Unis d’ Amérique, le palmier dattier fut
introduit au XVIIIeme siecle mais sa culture n'a débuté réellement que vers les années 1900
avec l'importation des variétés algériennes, en particulier Deglet Nour, et des variétés

Irakiennes (Hilgeman, 1972).
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1.3.2 En Algérie

La culture du palmier dattier occupe toutes les régions situées sous I'Atlas saharien soit 6000
ha depuis la frontiere Marocaine a 1'Ouest jusqu'a la frontiere Est Tuniso-libyenne.

Du Nord au Sud du pays, elle s'étend depuis la limite Sud de 1'Atlas saharien jusqu'a Regane
a 1'Ouest, Tamanrasset au centre et Djanet a I'Est. On distingue approximativement trois

régions du point de vue de la répartition des variétés.

La premiere région, située dans le Sahara du Nord, comporte les régions du Ziban, Oued
souf, Oued Righ, Ouargla et le M'zab. C'est 1a ou la phoeniculture moderne est née
particulierement dans 1'Oued Righ et le Ziban. Les variétés cultivées les plus importantes

sont Deglet Nour, Degla beida et 1a Ghars .

La deuxieme région ou Sahara centrale comporte, El Goléa, Touat, Gourrara, Tidikelt et
Saoura. Les variétés cultivées les plus importantes dans cette région sont les Tilemsou,
Tinasser, Tegaza, Tazarzait, takerbouch, et Aghamou . Le recensement réalisé dans 10
jardins par localité a soulevé une composition variétale tres riche et diversifiée. Elle est

composée de 195 cultivars au Touat, 334 au Gourara et 44 pour le Tidikelt (Zaki, 2011)

La troisieme région ou oasis des Ajjers possede une grande gamme de dattes dont les plus

importantes sont Telerh, Inan, Instinifes, Tat mellat et In tacoust .

Les principales régions productrices sont celles de I'Est, indemnes de Bayoud et qui
concentrent toute la production de la variété Deglet-Nour, avec principalement les palmeraies
de Oued Righ et des Zibans, de Oued souf, de la cuvette de Ouargla et du Mzab. A I'Ouest ce

sont les palmeraies de 1'Oued Saoura, du Touat, du Gourara et du Tidikelt (figurel).
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Figure 1: Carte d’Algérie illustrant les différentes régions phoenicicoles

1.4 Morphologie
1.4.1 Systeme racinaire

Il est de type fasciculé. On distingue quatre grands types de racines a savoir (Munier, 1973 ;

Peyron, 2000)

v’ Les racines respiratoires : Ce systtme joue un rdle important, et nécessaire au
palmier, dans les échanges gazeux avec l'air de 1'atmosphere du sol.

v’ Les racines de nutrition : Constituent la plus forte proportion des racines du systéme,
elles sont tres longues, obliques ou horizontales.

v" Les racines d’absorption : Ont pour fonction de chercher 1'eau, la zone de ces racines
est plus ou moins développée selon le mode de culture et la profondeur de la nappe
phréatique.

v' Les racines du faisceau pivotant : Il est quasi inexistant si la conduite de culture
permet une absorption suffisante au niveau des racines de nutrition et d'absorption, il est
réduit si la nappe phréatique se trouve a faible profondeur, Mais si nécessaire, ce véritable

pivot de racines peut atteindre 1'eau jusqu'a une profondeur de 17 metres.
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1.4.2 Tronc et rejets

Le tronc ou « stipe » est cylindrique, c'est-a-dire d'un méme diametre de bas en haut, sauf a
la base, ou I'on trouve les racines respiratoires qui poussent en faisant éclater les kornafs, on y
trouve également les rejets. Dans la partie terminale du stipe, les palmes vertes sont insérées

en hélices tres rapprochées. (Munier, 1973 ; Peyron, 2000)

1.4.3 Couronne ou frondaison

C’est I'ensemble des palmes vertes qui forment la couronne du palmier dattier. On dénombre
50 a 200 palmes chez un palmier dattier adulte. Les palmes vivent de trois a sept ans, selon
les variétés et le mode de culture. Elles sont émises par le bourgeon terminal ou «
phyllophore », et on distingue : la couronne basale, la couronne centrale et les palmes du

ceeur. (Peyron, 2000)

Une palme, ou «djerid», est une feuille composée, pennée. La base pétiolaire, ou «kornaf»,
engaine partiellement le tronc et est en partie recouverte par le fibrillum, ou «lif>».

Le rachis, ou pétiole, est semi-cylindrique, plus ou moins ailé, il porte les épines, ou
«chouques», et les folioles. Le pétiole est dur et relativement rigide. La morphologie et la
disposition des folioles et des épines sur le rachis constituent l'un des éléments de
caractérisation des cultivars, ils sont disposés en position généralement oblique le long du

rachis, seules ou en un groupe de trois au maximum.

1.4.4 Inflorescences

Le palmier dattier est une plante dioique, c'est-a-dire que les organes males et femelles sont
sur des individus différents, pied male ou « Dhokkar » porte le pollen, pied femelle ou

« Nakhla » porte le fruit.

Les inflorescences du dattier naissent du développement de bourgeons axillaires situés a
l'aisselle des palmes dans la région coronaire du stipe. Elles sont caractérisées par une grappe
d'épis, les fleurs sont quasi sessiles (sans pédoncule). Elles sont portées par des pédicelles, ou
épillets. Les pédicelles sont portés par un axe charnu, la hampe, ou spadice, un seul ovule par
fleur est fécondé et un seul carpelle se développe, les deux autres carpelles disparaissent. Le

fruit, la datte, est une baie a une seule graine, le noyau (Peyron, 2000).
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Source/ Photos Abed F. 2011

de datte ; (C) rejet a la base

¢gime

7z

B)r

(A) arbre du palmier dattier ;

du tronc d’un palmier dattier

Figure 2



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

L.5 Importance dans I’écosystéme saharien
Le palmier dattier constitue I'élément essentiel dans les systémes agro-oasiens en zones
arides ou semi-arides. Le succes de tout développement des oasis nécessite donc une
amélioration de la production dattiere, des soins culturaux et de la protection sanitaire du
palmier dattier. Grace a son architecture phénologique, le palmier crée un microclimat oasien
favorable au développement des cultures sous-jacentes a savoir les arbres fruitiers, les
cultures vivrieres et les fourrageéres. Sur le plan socio-économique, cet arbre providentiel
pour les populations sahariennes, contribue d’une part au revenu agricole des
phoeniciculteurs grace a la valeur commerciale des dattes et d'autre part il permet
I'amélioration du niveau de vie et de la santé des agriculteurs grace a la valeur nutritive tres
riche des dattes. La disparition de cet arbre entraine inévitablement le déséquilibre de cet

écosysteme, 1I’exode des populations et finalement conduit a la désertification.

L.5.1 Exigences climatiques et édaphiques

Le palmier dattier exige des étés chauds et sans pluie ni humidité élevée pour 5 a 7 mois
depuis la pollinisation a la récolte. Il tolere bien la sécheresse mais tres exigent a l'eau
d'irrigation pour son développement et sa production.

C’est une espece thermophile, le palmier dattier ne peut fructifier au dessous de la
température de 18 °C, mais supporte les températures basses. Il ne fleurit que si la
température moyenne est de 20 a 25°C. L'humidité qui convient au palmier est celle de la
zone saharienne, souvent inférieure a 40%. Pour assurer une bonne production dattiere, le
palmier a besoin de 16.000 a 20.000 m3/ha/an, selon la nature du sol, la profondeur de la
nappe et le degré d'insolation et de température. Les estimations sont de l'ordre de 50
L/mn/ha en été et de 40 L/mn/ha en hiver.

Les palmiers sont cultivés dans des sols tres variés ils se contentent de sols squelettiques,
sableux, sans aucune consistance mais affectionne les sols meubles et profonds assez riches

ou susceptibles d'étre fertilisés. C'est une espece qui craint l'argile.

1.5.2 La production dattiere
En 2008 la production en Algérie a été estimée de 5.439.020 gx. Aujourd’hui le nombre de
palmiers productifs est de I’ordre de 11 millions d’arbres (sur les 18,7 millions), assurant une
production de 7 millions de quintaux dont 46% pour la seule variété Deglet-Nour (campagne

2010-2011) (Belgued;. 2011)
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Tableau 1 : La production dattiere en Algérie

Campagne 2010-2011

Deglet-Nour Mech-Degla et | Ghars et
Wilaya analogues analogues TOTAL

(séches) (molles)

Biskra 1 442 895 789 881 381 309 2614 085
El-Oued 1 060 130 359 366 377 334 1796 830
Ouargla 540 786 56 766 416 091 1013 643
Ghardaia 185 000 - 238 000 423 000
Adrar - 821 194 - 821 194
Béchar - 55978 157 814 213792
Tamanrasset - 104 489 - 104 489
lizi 763 6 046 9093 15 902
Tindouf - 240 5760 6 000
TOTAUX 3229574 2193 960 1585401 7 008 935

Source: Belguedj /DSA, Janvier 2011

1.5.3 Usage du palmier dattier
Outre sa production de dattes pour 1’alimentation humaine, le palmier dattier offre une large
gamme de sous-produits exploités par la population saharienne, a savoir
- Le vinaigre, I’alcool et les levures, par fermentation microbiologiques des dattes
communes;
- La farine de dattes utilisée dans la panification;
- Le jus de dattes, utilisé comme sucrerie;
- Le stipe, utilisé dans 1’ébénisterie traditionnelle, bois de chauffage et charpentes de
batiments;
- Les palmes seches, utilisées comme cldtures, brise-vent, dans la confection de couffins, de
chapeaux, etc..... ls peuvent méme servir dans I’industrie du papier ;
- Les régimes de dattes, comme balais traditionnels, et comme combustibles;
- Le lif pour la confection des semelles de sandales;
- Le lagmi, boisson tres recherchée par la population locale, représentant la seve qui s’écoule
du stipe.
- L’utilisation des sous-produits du palmier dattier dans 1’alimentation du bétail
principalement, les déchets de dattes, les pédicelles de dattes et les palmes seches.

Le palmier dattier est aussi utilis€é comme plants d’ornement dans les pays du monde.

10
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1.5.4 Composition et valeur nutritive de la datte
La datte fraiche est constituée de la pulpe. Sa valeur énergétique est de 300 cal/100g, son
apport en éléments minéraux et en vitamines font de la datte un aliment d'un grand intérét
nutritif
(Peyron, 2000). A titre d’exemple la pulpe de Deglet-Nour est constituée de
- Eau 23%, Sucres 72% (glucose, saccharose, fructose), cellulose 7,20%, protéine 1.5%,
lipide 0.05%. La datte est riche en éléments minéraux (N, P, K, Cu, Mg) et en vitamines.
C'est un fruit doté d'un bon équilibre entre les vitamines du groupe (B, PP et A), et autres
(tanins, produits aromatiques...).
Les dattes peuvent étre classés selon leurs consistances :
Dattes molles, exemple Ghars.
Dattes demi-molles, exemple Deglet Nour.

Dattes seches, exemple Degla beida

1.6 Mode de multiplication du palmier dattier

Le palmier dattier peut étre multiplié par les méthodes traditionnelles (voie végétative ou

voie sexuée) ou encore par les techniques de culture in vitro (CIV).

1.6.1 Multiplication par semis

La reproduction sexuée par graine, donne une population composée de 50% de sujets males
et 50% de sujets femelles (Aberlenc et al., 2011), leur sexe ne peut étre déterminé qu’a I’age
de 5 a 8 ans, date de développement des premieres inflorescences .Ainsi , un seul arbre male
suffit pour féconder 50 arbres femelles (Bouguedoura, 1991), ce qui rend cette technique
consommatrice de temps et d’espace pour des résultats incertains (Jahiel, 1996). Cependant,
cette méthode donne une population treés hétérogene et offre ainsi la possibilité d’obtenir des

phénotypes intéressants.

11
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1.6.2 Multiplication par rejets

C’est le mode de reproduction le plus stable et le plus efficace. En effet, le rejet est un plant
conforme au pied mere dont il provient. Cependant, il reste limité par le nombre réduit de
rejets produits a la base de 1’arbre, seulement 10 a 15 rejets en moyenne sont produits durant
toute la vie d’un palmier. La réussite de la reprise des rejets varie en fonction de 1’age, du

poids a la plantation, des fréquences d’irrigation et de la technique de transplantation.

1.6.3 Multiplication par les cultures in vitro

La multiplication rapide du palmier dattier par les techniques de culture “in vitro” est
aujourd’hui possible grace au développement des cultures de tissus, elle constitue 1’'unique
voie pouvant apporter une solution dans un délai raisonnable pour le repeuplement ou
I’extension des palmeraies, d’autant plus que tous les clones sélectionnés pour leur résistance
au Bayoud sont représentés par un nombre faible d’individus. Cette technique permet
également la production de vitroplants indemnes de Fusarium oxysporum, permettant ainsi

d’éviter la dispersion de la maladie, et une meilleure reprise en champ.

Deux méthodes sont utilisées pour la propagation végétative des especes végétales

appliquées aussi au palmier dattier.

* L’organogenese ou multiplication par néoformation de bourgeons
Dans ce type de multiplication, les bourgeons sont initiés sur des organes ou de tissus qui ne
possedent pas cette faculté dans les conditions naturelles. L’organogenése directe est connue
pour garantir 1’authenticité génétique des plantes obtenues par rapport a la plante mere.
Cependant un faible taux de multiplication est obtenu par cette technique. En plus
I’organogenese directe, sans passer par I’étape cal est tres difficile a réaliser (Flick et al.,
1983). Les premiers travaux par Reuveni et al., (1972) et Reuveni et Lilien-Kipnis (1974) sur
différentes parties de palmier adulte, sur des embryons zygotiques et sur des sections de
jeunes plantules, ont mis en évidence que seuls les embryons ont été cultivés avec succes en

donnant naissance a des cals.

12
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Les travaux de Ammar et Benbadis (1977), Euwens (1978) ont permis I’apparition de cals
sans aucune évolution vers une régénération en plantes entiere. Finalement, les travaux de

Poulain et al., (1979) ont permis de régénérer des plantes entieres et transférable en champ.

* L’embryogénese somatique
L’embryogenese somatique est le fait que des cellules somatiques se développent et forment
des embryons complets, analogues aux embryons zygotiques. Les embryons somatiques,
obtenus par voie directe (sans passage par cals) ou indirecte (apres formation de cals
constitués par des cellules indifférenciées en prolifération anarchiques), peuvent dérivées de
cellules isolées ou de plusieurs cellules qui acquierent un développement synchrone.
L’embryon somatique passe pendant son développement par des étapes structurales
distinctes, étape globulaire, cceur, torpille, cotylédonaire, et 1’étape mature (Gamborg et
Phillips, 1995). Cette technique est aujourd’hui trés utilisée car elle est moins ardue et facile

a reproduire.

L.7 Principaux ravageurs et maladies
Plusieurs maladies surtout d'origine fongique et des attaques dues aux ravageurs surgissent
certaines années au niveau des collections variétales et au niveau des palmeraies. Les plus
préoccupant pour les phoeniciculteurs, sont le Bayoud (Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis), le ver de la datte (Apomyelois ceratoniae), d’autres maladies et parasites
émergeants sont a craindre comme la maladie des feuilles cassantes (MFC), le charangcon

rouge (Rhynchophorus ferrugineus).

1.7.1 La maladie du Bayoud

Le bayoud, est une maladie cryptogamique provoquée par un champignon vivant dans le sol
(fusarium oxysporun f.sp. albedinis appelée « Bayoud », difficile a combattre. Le parasite
pénetre par la racine et envahit le systeme vasculaire de 1’arbre, ce qui se traduit par un
blanchissement progressif suivi d’un dessechement des palmes. Lorsque le bourgeon
terminal est atteint, I’arbre meurt au bout de quelques mois, parfois quelques années selon
I’entretien du jardin. Aujourd’hui la seule méthode de lutte est I'utilisation des cultivars

résistants.
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1.7.2 La maladie des feuilles cassantes

C’est une maladie mortelle, d’apparition récente en Tunisie (Triki et al., 2003). En Algérie la
maladie a été détectée dans plusieurs palmeraies de 1’est et I’ouest. C’est une maladie qui se
manifeste par un jaunissement des folioles qui apparaissent entierement frisées et la palme
devient cassante. La production de datte est alors diminuée et la qualité affectée, il s’ensuit
par la suite la mort de 1’arbre. Plusieurs pistes sont investies pour la connaissance de la cause

de cette maladie, mais aucun agent causal n’a encore été identifié.

II Techniques de culture in vitro

I1.1 Historique de I’embryogenése somatique
L’embryogenese somatique, est un phénomene naturel rapporté sur plus de 3000 especes.
C’est un mode de reproduction asexuée, désigné par le terme d’apomixie, qui, a partir de
cellule somatique conduit a la formation d’embryon parfaitement organisé permettant de
régénérer des plantes entieres génétiquement identiques a la plante d’origine (Sharma et

Thorpe, 1995).

Si ’embryogenese somatique existe a 1’état spontané dans la nature, elle est surtout utilisée
comme voie de régénération et de multiplication in vitro. Elle est déterminée par les
conditions de culture et dépend des tissus et des organes végétaux utilisés. Vers la fin des
années cinquante (Steward et al. 1958) ont décrit pour la premiere fois le phénomene de
I’embryogenese somatique in vitro a partir de culture de cellules isolées de carotte. Cette
découverte a démontré la théorie de la totipotence cellulaire végétale. Depuis ces premieres
observations, le processus de 1’embryogenese somatique in vitro a été appliqué a de
nombreuses especes. Parmi les especes ligneuses, trois monocotylédones ont fait 1’objet de

recherches, il s’agit du cocotier, palmier a huile et le palmier dattier.

Les travaux de recherche sur la culture in vitro du palmier dattier ont débuté en 1970 par
Shroeder, suivi de Reuveni et al ,1972 et de Reuveni et Kipnis, 1974 ; Benbadis et
Ammar,1975 ; Brochard,1976-1981 ; Poulain et al , 1979, Tisserat, en 1979, Tisserat et De
Masson 1979 ; Sharma et al, 1980 ; Zaid et Tisserat, en 1983, Drira en 1983 ; Mater, 1983 ;

14
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Sharma et al, 1984 ; Drira et Benbadis, 1985 ; Daikh et Demarly, 1987 ; Letouze et Daguin,
1988. Tous ces travaux ont portés sur les corrélations existantes entre les génotypes,
I’explant, les milieux de base, les additifs en acides aminés et les balances hormonales, ainsi
que les conditions de cultures. Il est cependant a noter que le protocole de régénération du
palmier dattier n’est pas encore totalement maitrisé et reste tributaire de plusieurs facteurs.
Les études sur I’embryogenese somatique sont encore en cours pour examiner 1’impact de
différents composants utilisé dans les milieux de culture (Chabane 1996, Al kayri 2001). Des
progres ont été obtenus sur les générations de suspensions cellulaires, I’embryogenese
somatique, ainsi que le sauvetage d’embryon (Saka 2000, Al khayri 2002, Chabane 2007,
Yatta 2007, Boufis, 2008, Maidi 2010)

I1.2 Les phases de I’embryogeneése somatique
L’embryogenese somatique comporte deux phases. Une phase de dédifférenciation par
callogénese des cellules de I’explant. Une fois que le cal est formé, la deuxieéme phase est
enclenchée par un stimulus qui est généralement nécessaire pour que les cellules s’engagent
dans la voie de I’embryogenese, c’est la phase de différenciation. Le stimulus le plus

couramment appliqué est la suppression de 1’auxine du milieu de culture.

I1.2.1 La dédifférenciation cellulaire

L’embryogenese indirecte est rencontrée lorsque I’embryon est issu a partir de cellules qui
s’individualisent au cours de la prolifération d’un cal. Les cellules différenciées subissent une

phase de dédifférenciation puis une réorientation vers I’embryogenese (Sharp et al, 1982).

En théorie chaque cellule est capable de se dédifférencier et de se réorienter vers la formation
d’une plante entiere. En pratique, I’embryogenese somatique dépend de la présence de
cellules présentant une aptitude a I’embryogenese capable de répondre aux stimuli extérieurs

(Carman, 1990).

Chez certaines especes, 1’induction d’un cal semble spécifique aux cellules des régions
méristématiques de la plante (Maddock, 1985). Chez le palmier a huile, le cal est induit a
partir de cellules de la zone méristématique périvasculaire qui peuvent étre localisées dans

différents organes (feuilles, inflorescences, embryons zygotiques) (Duval et al., 1995).
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11.2.2 La différenciation cellulaire

Elle se caractérise par deux étapes principales :

L’initiation de la proembryogenése: Elle est obtenue par la différenciation de cellules
de type embryogene. Cette étape comporte deux phases : L’induction proembryogene
et la prolifération. Elle est contrdlée principalement par les auxines qui stimulent les
divisions des cellules embryogenes. Lorsque les cals sont transférés dans un milieu
appauvri en auxines, le développement de proembryons est généralement observé

(Nomura et Komamine, 1985).

Le développement embryonnaire: elle est obtenue par la formation des embryons a
partir des proembryons. Cette étape comporte deux phases: L’ontogenese qui
correspond a la premiere phase de I’embryogenese zygotique. Elle est obtenue par la
suppression de 1’auxine sur les milieux de culture (Komamine et al., 1990). Et la
maturation, équivalente a la deuxieéme phase de I’embryogenese zygotique qui
comprend d’une part, I’expansion cellulaire et le développement des embryons, et
d’autre part, I’accumulation des réserves. Une fois les étapes de morphogenese
terminées, les embryons somatiques ne subissent pas de phase de quiescence ou de

dormance comme le cas de I’embryon zygotique.

I1.3 Facteurs influencant ’embryogeneése somatique

Plusieurs facteurs jouent un rdle important dans 1’initiation de ’embryogenése somatique,

cependant nous citerons les plus déterminants dans 1’induction de I’embryogenese.

Les régulateurs de croissance dans le milieu et en particulier les auxines qui sont essentiels

pour I’induction et le maintien de I’embryogenese.

Chez de nombreuses especes, I’hormone utilisée pour réinitier la division cellulaire est

I’auxine comme le 2,4D. C’est ’auxine la plus utilisée en raison de son fort potentiel

calogene, mais d’autres auxines telles que I’AIA, I’ANA et le picloram peuvent aussi €tre

employés (Zryd, 1988). Chez le palmier a huile, I’embryogenese est obtenue en présence du

24D ou de ’ANA a concentration élevé (Pannetier et al, 1981). Cependant le role de

I’auxine dépend de I’explant et reste encore mal connu (Zimmerman, 1993).
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Certains auteurs attribuent au 2,4D des roles similaires a ceux des auxines naturelles qui
agissent au cours du développement de la plante tels que le contréle de la synthese des
macromolécules de la paroi, le controle du pH intra et extracellulaires, et I’hyperpolarisation
des membranes plasmiques (Dudits et al., 1991). Loshiavo et al., (1989), soulignent que le
2,4D jouerait un role dans la régulation des genes par méthylation de certaines région de

I’ADN.

Schmidt et al,, (1997) ont montré que 1’acquisition de cette compétence par les cellules
somatiques est corrélée a 1’expression tres précoce du gene SERK (Somatic embryogenesis
Receptor-like kinase) codant pour un récepteur kinase. Cette expression cesse apres le stade
globulaire. Ces résultats ont montré le rdle d’une protéine kinase dans la chaine de
transduction des signaux cellulaires identifiée dans le processus de I’embryogenese

somatique et zygotique.

D’autres facteurs ont un role inducteur de I’embryogenese comme les cytokines
(Maheswaren et Williams, 1985). Certains éléments nutritifs présents dans le milieu sont
également nécessaires pour I'induction de I’embryogenese comme la source de carbone et

d’azote (nitrates et ammonium) (Merkle et al., 1995).

I1.4 Facteurs impliqués dans la maturation des embryons somatiques

Le développement des proembryons est généralement observé lorsque des cals sont mis en
milieu dépourvu d’hormones, (Nomura et Komamine, 1985). Le stade embryonnaire
globulaire est caractérisé par le début de la différenciation structurale (formation du
protoderme). Les embryons somatiques présentent ensuite des structures morphogénétiques

comparables a celles des embryons zygotiques (Stolars et al. 1991).

La composition des milieux de culture est importante pour le développement des embryons et
varie pour chaque espece étudiée (Merkle et al., 1995). Généralement différentes sources

d’azote sont utilisées (ammonium, nitrates, acides aminés et les hydrolisats de caséine)
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(Trigiano et Conger, 1987). Le carbone est apporté le plus souvent par le saccharose.
L’addition de cytokinines dans le milieu conduit a la mise en place du mérist¢tme caulinaire
chez plusieurs especes comme le bananier (Dhed’a et al., (1991) ; I’hévéa (Montoro et al.,

(1992) ; ou le palmier a huile (Aberlenc-Bertossi et al., 1999).

D’autres facteurs chimiques entrent en jeu dans I’embryogenese somatique, il s’agit des

acides aminés, tels que la glutamine, I’arginine et I’adénine (Morcillo, 1999).

En ce qui concerne les marqueurs protéiques et moléculaires de la morphogenese des
embryons, les travaux de Cordewener et al. (1993) sur la carotte ont montré que la
glycosylation des protéines extracellulaires apparait comme une étape importante dans la
maturation des embryons. En présence d’un inhibiteur de glycosylation, I’embryon reste
bloqué au stade pré-globulaire. De Jong et al., (1993) ont montré que des enzymes de type
endochitinases EP3 peuvent stimuler le développement des embryons bloqués au stade

globulaire, cette protéine jouerait un role dans la formation du protoderme.

Les protéines de réserve sont synthétisées des I'initiation de 1’embryogenese somatique

contrairement a l’embryogenese zygotique (Zimmerman, 1993), et les quantités sont

beaucoup plus faibles (Krochko et al., 1992).

III Marqueurs d’identification et d’évaluation de la conformité génétique
II1.1 Marqueurs morphologiques :

La reconnaissance des cultivars est basée essentiellement sur la description morphologique

du fruit, mais de facon moins évidente, sur la description des différentes parties de 1’arbre.

Cette description demeure tres difficile, car pour un seul cultivar, il est possible de noter des
différences morphologiques d’une palmeraie a une autre. Seuls les phoeniciculteurs sont

encore capables de distinguer les cultivars de leur jardin

Nixon, et al. (1965), se sont intéressés aux cultivars de palmier dattier et a décrit en détail les
quelques 140 variétés qui ont été importées aux Etats-Unis et qui constituent une assez bonne
sélection des cultivars les plus connus du patrimoine de 1’ensemble des pays

pheenicoptéridés.
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Plusieurs auteurs ont ainsi décrit les cultivars de palmier dattier (Brac et benkhalifa, 1989). I
existe une grande diversité de cultivars dans le Maghreb, mais tous les cultivars ne sont pas

encore décrits, ni catalogués.

Les travaux de Benkhalifa (1989) sur la variabilité des cultivars du Sud algérien, étude basée
sur les caracteres morphologiques du fruit et du noyau, ont montré une variabilité, génétique,
intracultivar en particulier chez deux cultivars (Timliha et Takerboucht). Les caracteres
phénotypiques semblent étre influencé par les conditions environnementales, d’ou la
nécessité de développer d’autre marqueurs susceptibles de caractériser les cultivars et leur

vitroplants.

I11.2 Les Marqueurs biochimiques

La conformité des vitroplants obtenus par embryogenese somatique se pose aujourd'hui dans
exactement les mémes termes qu'elle avait été posée en 1990. 1l a été souligné par Ferry et
al., (1998) que la diversité des protocoles possibles pour obtenir des embryons somatiques ne
permettra pas de dire si la technique de I'embryogenese somatique du palmier dattier est en
soi conforme ou non. Par contre, il souligne que la conformité des vitroplants est garantie par

organogenese.

En effet, le maintien des cultures dans des milieux contenant des auxines tel que le 2,4D,
hormone principale dans I’initiation de I’embryogenese somatique est susceptible de
conduire a la variation somaclonale. De plus, les milieux agités intensifient I’activité
mitotique ce qui pourrait conduire, chez certaines especes, a la formation de cellules

aneuploides et/ou polyploides.

L’électrophorese enzymatique est un outil performant pour étudier les structures génétiques
de plusieurs especes fruitieres (Tores 1989, Weeden 1989). En effet cette technique permet
de disposer a un stade précoce d’un nombre important de marqueurs génétiques. On peut
donc avoir par ce moyen des marqueurs stables et déterminés par un petit nombre de genes

généralement non affectés par les conditions d’environnement et dont I’expression est
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codominante, c'est-a-dire permettant la distinction entre les homozygotes et les hétérozygotes

(Bennaceur et al., 1991).

Cependant cette technique reste limitée, notamment dans la difficulté de détecter certaines
mutations qui n’affectent par la charge de I’enzyme et donc la nécessité d’étudier un nombre

élevé de marqueurs pour I’identification de clones ou de variétés tres étroitement apparentés.

Les travaux de Baaziz et al en 1993 sur le polymorphisme enzymatique du palmier dattier
utilis€ comme marqueur de la conformité génétique des vitroplants, a conclu que la

multiplication par organogenese permet de produire des plants conformes.

D’autres travaux sur les systemes enzymatiques ont fait I’objet sur I’identification variétale
de plusieurs cultivars marocains (Baaziz M et al 1988) et Algérien (Bennaceur et al. 1991).
D’autres travaux ont tenté de caractériser des profils peroxydasiques spécifiques de cultivars
réputés résistants au Bayoud (Bendiab et al. 1992). D’autres systemes enzymatiques ont
permis d’analyser les variations iosoezymatiques en fonction du stade de développement et
de la méthode de régénération in vitro (Letouze et al 1991). 1l a été souligné que le
polymorphisme enzymatique au niveau de I’expression des activités peroxydasiques et

estérasiques montre des différences stables et parfaitement reproductibles

L’identification de génotypes a travers 1’analyse des estérases et des peroxydases a montré
une variation parmi les clones hybrides et parentaux chez I’Eucalyptus (Umboh et al. in

Picard 1999).

L’évaluation des peroxydases comme marqueurs de la tolérance a la salinité chez les céréales
a permis de caractériser des variés d’orges et de triticale, qui se sont révélés plus tolérants a
la salinit¢ par une augmentation de I’activité de leur peroxydases ioniques des racines

(Aouad et al. in Picard, 1999).
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Les marqueurs biochimiques constituent des critéres valables pour la connaissance génétique
du palmier dattier. Deux types principaux de composés biochimiques ont fait 1’objet
d’analyses, les composés flavonoiques (Ouafi et al, 1988) et plusieurs systemes
enzymatiques (Torres et al 1980; Baaziz et al 1988; Letouze et al. 1991, Bennaceur et al

1991)

II1.2.1 Les flavonoides

Les flavonoides sont des composes phénoliques issus du métabolisme secondaire. On
rassemble sous ce terme toutes les molécules biochimiques dont la structure ne se rattache
pas directement aux glucides, lipides, protéines, ou acides aminés et qui posseédent au moins
un noyau aromatique. Ces hétérosides sont souvent localisés dans la vacuole de la cellule.
Ces molécules sont des substances qui possedent un bon nombre de propriétés requises pour
constituer de bons marqueurs biochimiques, elles constituent également les métabolites

secondaires les plus largement distribués dans le regne végétal. (Ouafi, 1987).

a- Structure

Ces composes sont caractérises par une structure en C6-C3-C6 dans laquelle deux noyaux
aromatiques (A) et (B) sont relies par un hétérocycle (C) different selon la nature des

flavonoides.

b- Syntheése

Ces substances sont rarement libres, elles sont synthétisées au niveau des plastides
cytoplasmiques et s'accumulent dans le suc vacuolaire. Dans ce cas, elles sont sous forme
d'hétérosides faisant intervenir une liaison C-O-C entre un hydroxyl alcoolique ou

phénolique du composée phénolique et un hydroxyl d'une molécule glucidique.
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c- Classification

On en connait une douzaine de classes. Mais elles sont généralement classées en trois grands

groupes ( Ribereau- Gayon, 1968), les Flavones, les Flavonoles et les dérives voisins.

1- Chalcones, Dihydrochalcones et dérives voisins.
2- Les Anthocyanes.

Selon les travaux de Ouafi F. (1987) on a trois résultats :

- Les quatre glycosides de flavonols (monoside de quercétine, monoside d'isorhamnetine,
dioside de quercétine, dioside d'isorhamnetine) sont réguliecrement présents chez tous les

cultivars et en teneur assez importante.
- Certaines sont riches en hétéroside flavonique, alors que d'autres le sont moins.

A Tl'aide de la technique de chromatographie (CMM) bidimensionnelle, la comparaison des
cultivars un a un a montré qu’a aucun moment il y a deux chromatogrammes vraiment
identiques, il existe toujours une différence que se traduit par l'absence de compose(s)
glucosidique(s) chez l'un ou lautre des cultivars. Ce fait trés important, ouvre des
perspectives d'utilisation des hétérosides flavoniques en tant que marqueurs biochimiques
inter cultivars. En effet 1'identification du reste des composées permet d'établir des cartes
d'identité flavoniques pour chaque cultivars qui pourrait servir a retrouver l'appartenance d'un
palmier inconnu a tel ou tel cultivar sans avoir a se baser sur les caractéristiques du fruit, qui

jusque-la, reste des criteres de reconnaissance des cultivars (Ouafi F; 1987).

I11.2.2 Systemes enzymatiques

En se basant sur les littératures étudiées de (Bennaceur, 1991, Baaziz et Bendiab, 1992), le

choix des systemes enzymatiques a porté sur les systémes enzymatiques suivantes:
a- Oxydoréductases

Les oxydoréductases; catalysent les réactions d'oxydo-réduction. La plupart de ces enzymes
sont connues sous le nom de déhydrogénases, mais certaines d'entre eux sont appelés

oxydases, peroxydases, oxygénases ou réductases (Weinman et al., 2000).
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* Alcool deshydrogénases (ADH: EC 1.1.11)

Cette enzyme catalyse la réaction suivante:
Ethanol +NAD" - - Acetaldehyde+NADH.
NADH + MTT + PMS - Formazan

* Diaphorase (DIA: EC 1.6.43)

Cette enzyme catalyse la réaction suivante :
NADH + DCIP - - DCIPH + NAD

* Peroxydases (POX: EC 1.11.1.7)
Ce sont des oxydo-réductases utilisant le peroxyde d'hydrogeéne dans I'oxydation des phénols,

et elles sont tres représentées chez le palmier dattier (Phoenix dactylifera L) (Baaziz M.

1990).

Elles jouent un rdéle majeur dans quatre processus physiologiques; le catabolisme des
auxines, la formation de la lignine, la défense contre les pathogenes et certains phénomenes
respiratoires (Gaspar et al., 1982). Les peroxydases présentent chez les plantes un nombre
élevé d'isoformes (isoenzymes). Cependant, le réle exact de chacune des formes reste encore

imprécis (Baaziz, 1989).

Les peroxydases sont des protéines porphyriques contenant du fer (Enzymes héminiques),

(Richter G, 1993).

b- Les transferases

Les transférases catalysent les réactions de transfert de groupes moléculaires (d'une molécule
a une autre), cette classe inclut les kinases (Weinman et Méhul, 2000).Trois sont pris en

compte:

¢ Glutamate-Oxaloacetate Transaminase (GOT: EC 2.6.1.1)
¢ Oxaloacetate aminotransferases

Cette enzyme catalyse la réaction suivante:

L-Aspartate + 20xaloacetate transaminase — Oxaloacetate +L-glutamate
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e f- Phosphoglucomutases: (PGM EC :2.7.5.1):
Elle le transfert du radical phosphate du carbone 1 au carbone 6 de la molécule du glucose.

La réaction est réversible
Glucose-1-phosphate - — Glucose-6-phosphate
Glucose-6-phosphate + NAD — - 6 Phospho gluconate +NADH

* c- Les hydrolases

Classe d’enzymes catalysant les réactions hydrolytiques dans le catabolisme général.

* Lesestérases (ESTE C 3.1.1.1)
Les estérases catalysent des réactions d'estérifications dans différents organes du végétal.
Elles se distinguent des autres systemes enzymatiques par une diversité catalytique
remarquable d'un grand nombre des substrats dont seule une fraction mineure est in vivo

connue. Les estérases sont révélées comme un systeme enzymatique tres polymorphe (Trabsi

I, 1987).

Les estérases sont un groupe d’enzymes homogenes qui hydrolysent les esters en acide et en

alcool. Les estérases catalysent les réactions suivantes :
a-naphtyl acétate — — a-naphtol + acétate ou B-naphtyl acétate — — B-naphtyl + acétate.

* Les phosphatases acides (PAC: EC 3.1.3.2)

Ces phosphatases catalysent la réaction suivante :
a-naphtyl phosphate — - a-naphtol + acétone .

* La leucine-Amino-Peptidase (LAP: EC 3.4.11)
C’est une enzyme protéolytique qui hydrolyse les liaisons peptidiques. Elle intervient

dans la réaction suivante :

H,0 + L-leucine-peptide — L-leucine + peptide
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d- Isomérases

Les isomérases catalysent les réactions d'isomérisation et de réarrangements

intramoléculaires (Weinman et Méhul, 2000).

* Phosphoglucose isomérases (PGI: EC 5.3.19)
Ce systeme catalyse dans les deux sens la réaction d'isomérisation du glucose 6 phosphate en

fructose 6 phosphate (transformation d'un aldose en cétose).

D glucose 6 phosphate — D fructose 6 phosphate.

I11.2.3 Electrophorese

L'électrophorese est une technique analytique basée sur la migration différentielle de
molécules ionisées soumises a un champ électrique continue, dans un milieu électrolytique

tamponné, de pH et de force ionique précis (Gavrilovie, 1996).

I11.2.3.1 Les Supports utilisés pour 1'électrophorese

* Le papier
Le papier filtre fut le premier a étre employé. Actuellement de nombreux autres supports sont
utilisés. L'inconvénient majeur du papier est d'adsorber des molécules sur la cellulose, ce qui

peut entrainer une mauvaise séparation des zones (Plummer, 1989).

* Acétate de cellulose
Ce matériel présente peu d'adsorption et permet une bonne séparation d'un mélange en zones
distinctes. De cette maniere, les composés sont élués facilement avec un bon rendement. De
faibles quantités de produit sont nécessaires et la séparation peut étre réalisées en une heure
au lieu d'une nuit pour 1'électrophorese sur papier. Cependant, 1'acétate de cellulose est plus

onéreux que le papier (Plummer, 1989).
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* Grains d'amidon
Ce produit est préparé en compressant les grains d'amidon en un seul bloc dans un tampon.
Les grosses molécules peuvent étre séparées par ce type d'électrophorese qui est idéal pour

des travaux comme la séparation et I'isolement d'isoenzymes (Plummer, 1989).

* Gel de polyacrylamide
Le polyacrylamide est le plus récent des supports utilisés pour 1'électrophorese. Il possede
l'avantage d'étre transparent et de pouvoir ainsi étre analysé en spectrophotométrie UV
visible. En outre, une résolution tres fine de mélanges complexes est possible. Comme la
taille des pores peut étre contrdlée, la séparation dépend autant de la taille et de la forme des

molécules que de leur charge (Plummer, 1989).

Les gels en gradient d'acrylamide permettent d'obtenir des migrations extrémement
résolutives. L'utilisation de gradient de pH et de gel a larges pores (gels de concentration)
précédant le gel a pores étroits (gel de séparation) permet 1'obtention de bandes de protéines
extrémement fines. La concentration en acrylamide du gel de séparation variera en fonction

du poids moléculaire des substances a séparer (tableau 2).

Tableau 2 : Concentration du gel acrylamide en fonction du poids moléculaire

Poids moléculaire % acrylamide
10 000 a 40 000 15220
40 000 a 100 000 10a15
1000 000 a 300 000 5a10
300 000 a 500 000 5
> 500 000 2a5s
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Les gels contiennent également un faible pourcentage (0,2 a 0,3%) de N -métyléne

bisacrylamide qui sert au pointage des chaines de polyacrylamide (Kamoun, 1997).

Les migrations peuvent étre effectuées en présence d'agents dénaturants. En urée a 6 M les
protéines perd la forme de pelote statistique qu'elles adoptent en conditions non dénaturantes.

Elles sont dissociées en sous unités ce qui autorise une caractérisation de ces dernieres.

En présence de dodécylsulfate de sodium (SDS) ; celui-ci s'adsorbe sur les protéines, les
chargeant négativement et leur donnant une forme de batonnet ayant la méme charge par
unit€ de masse. Il en résulte une migration proportionnelle au poids moléculaire des
protéines, si le gel est réticulé (polyacrylamide). Un traitement par le mercaptoéthanol
préalable a la migration entraine une réduction des ponts disulfure et permet de déterminer le
poids moléculaire et le nombre de chaines polypeptidiques composant la protéine (Kamoun,

1997).

I11.3.2 Méthodes d'électrophorese

* Electrofocalisation
C'est une méthode de séparation des protéines en fonction de leur point isoélectrique; elle
utilise un gradient combiné de densités et de pH. Cette méthode est douée d'un grand pouvoir

de résolution ( Kamoun, 1997).

* Electrophorese en deux dimensions
Elle permet une séparation des protéines selon deux parametres indépendants: leur point
isoélectrique et la taille de leurs sous unités. Pour ce faire, une focalisation isoélectrique est
réalisée dans une dimension puis une électrophorese en présence de SDS est effectuée dans
l'autre dimension. Cette méthode tres résolutive permet l'individualisation simultanée de
quelques milliers de protéines. L'analyse des résultats est hautement facilitée par l'utilisation

de logiciels d'analyse d'image (Kamoun, 1997).
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e Immunoélectrophorese
L'analyse des macromolécules par immunoélectrophorese combine les méthodes de 1'analyse
électrophorétique et celles de l'analyse immunologique. Elle s'applique donc aux
macromolécules qui peuvent migrer dans un champ électrique (molécules chargées) et contre
lesquelles on peut préparer des anticorps (immunogenes) capables de les reconnaitre
spécifiquement. Cette technique peut étre utilisée pour l'identification d'un antigéne et la
caractérisation d'un anticorps. Elle est moins adaptée a la quantification précise d'un
antigene. Une plaque de verre est recouverts d'une fine couche d'agarose; les échantillons
sont placés dans des puits et soumis a une électrophorese. Parallelement au sens de
migration, est découpée une goutticre dans laquelle est déposé, apres arrét de

I'électrophorese, 1'antisérum. Les protéines, préalablement séparées par 1'électrophorese, et les

anticorps aboutit a la formation d'un arc de précipitation (Kamoun, 1997).

* Electrophorese en champ pulsé
Le déplacement des particules chargées s'effectue dans un champ électrique dont le sens ou
l'orientation varient de fagon alternative. Le support est constitué d'agarose, le voltage

imposé de 'ordre de 10V et la fréquence d'inversion du champ électrique de 10 a 0,01 hertz.

Cette technique est utilisée pour la séparation de molécules d'’ADN de haut poids moléculaire
(15 a 1000 kb). C’est une opération impossible par les systemes d'électrophorese
conventionnels du fait d'une migration indépendante de la taille au-dela de 20 kb

(déplacement linéaire dit par reptation) (Kamoun, 1997).

I11.4 les marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires, basés sur le polymorphisme de la longueur de fragments de
restriction d’ADN (RFLP), semblent étre le meilleur outil pour remédier aux limites des
marqueurs phénotypique et enzymatique, leur puissance réside dans le fait qu’ils ne sont pas
soumis aux conditions environnementales, aux relations d’épistasies. Ils peuvent Etre
exploités non seulement dans I’identification variétale et la conservation des ressources
phytogénétiques mais aussi dans la cartographie des loci affectant des caracteres quantitatifs

ainsi que leur suivi dans des programmes d’introgression et de sélection ( Picard 1985 ).
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Ben Slimane (1989), a mis en évidence un polymorphisme par RFLP au niveau des profils de
restriction par l'analyse de I’ADN mitochondriale de deux cultivars différents du palmier
dattier, I’'une résistante et 1’autre sensible au bayoud. Différents plasmides circulaires super
enroules ont ét€ mis en évidence, leur taille semble Etre corrélée au caractere de résistance ou
de sensibilit¢ au Bayoud chez six cultivars étudiés. D’autres travaux d’exploration du
génome du palmier dattier au moyen de la technique RFLP ont montré des variations
génomiques inter et intra-variétales et ont distingué les deux cultivars Zahidi et Boustami

noire sur la base d’un polymorphisme de longueur (Letouze et al., 1991).

Les marqueurs RAPD ont permis de caractériser et de distinguer les différents cultivars, tout
en différenciant les géniteurs de leurs descendants. Ils pourraient servir pour I'évaluation du
potentiel phoenicicole pour 1'analyse de la diversité génétique d'un grand nombre de cultivars
femelles recensés dans les différents pays du Maghreb et pour assister des programmes de

croisements dirigés dans la lutte contre le Bayoud (Ben Abdallah A et al., 2000).

D’autres travaux sur les palmiers a huile ont permis la mise en place d'un contrdle de qualité
fiable a l'aide de marqueurs moléculaires pour le développement de la micropropagation

clonale du palmier a I’huile vers une exploitation commerciale durable (Rival et al, 1998).

Des travaux récents ont cartographié une version « brouillon » du génome du palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.). Le séquencage de trois cultivars (Khalas, Deglet Nour et Medjhoul)
ont permis de disposer d’informations importantes dans la génétique du palmier dattier (Al
K-Dous et al., 2011). Ces informations joueront un rdle important dans 1’évaluation de la
conformité et aussi dans I’identification des genes responsables de la qualité et de la
résistance au bayoud, et représentent une base de données inestimable pour tout programme

d’amélioration de 1’espece.
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MATERIEL ET METHODES

I.1 Matériel Végétal
Le matériel utilisé pour I’expérimentation est le cceur de rejet. Les rejets de 23 cultivars ont
été prélevés dans des palmeraies de trois régions du sud (tableau 5), le nombre de rejet est
différent selon la disponibilité au niveau des palmeraies ciblées. Le poids des rejets varie de

1.,5a3,5 kg (figure 3).

Tableau 3: Cultivars introduits en in vitro

Adrar Nombre Ghardaia | Nombre de | Touggourt | Nombre de
de rejets rejets rejets

Ahartan 2 Deglet Nour 4 Amari 3
Cheikh 2 U’rus 2 Adjina 2
M'hamed Tazerzait 4 Degla Beida 4
Takerboucht 5 Tazoughart 4 Deglet Nour 6
essafra Tantboucht 2 Dimollo 2
Takerbouchet 5 Ghers 3
El Kahla Halwa 2
Tazerzait 4 Tacharwit 2
Tegaza 4 Tanaslit 3
Tilemsou 4 Tinissin 2
Tinacer 5

8 31 5 16 10 29

1.2. Méthodes

1.2.1 Dissection des rejets

Le cceur du rejet est obtenu apres dissection, qui se fait a 1'aide de gros couteaux et de scies.
Le rejet est débarrassé des palmes une a une jusqu’a l’obtention du cceur de rejet qui
comprend les feuilles internes ainsi que leurs bourgeons axillaires et le bourgeon terminal. Le

diametre du cceur varie de 2 a 3 cm et la longueur est de 6 a 7 cm (Figure 3).
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1.2.2 Désinfection du cceur de rejet
La désinfection du rejet se fait en deux étapes (figure3) selon le protocole suivant qui a été
établi dans le cadre du CEE/TS2A-0097(CD) F.

1. Premiere étape :

Le ceoeur du rejet subit une désinfection superficielle a 1’aide d’un fongicide systémique (le
Benomyl ou Benlate ou encore Pelt 44) a travers les opérations suivantes :
-le cceur de rejet est rincé a 1'eau courante afin d'éliminer les impuretés comme le sable, et la
poussiere ainsi que les fragments de tissus qui résultent des coups de hache.
-Il est ensuite badigeonner par une pate a base de benomyl (6g/100ml) et placé au
réfrigérateur a une température de 4°C pendant 45 minutes.
-1l est ensuite rincé a l'eau courante jusqu'a élimination de tout résidu de la pate de bénomyl

apparente a la surface.

2. Deuxieéme étape
Le coeur de rejet est immergé dans une solution contenant de I'hypochlorite de sodium a 12°
et de permanganate de potassium (100 mg/l) additionné de quelques gouttes de Tween 20 et
placé sur un agitateur rotatif a 100 rpm pendant 20 minutes .
Apres un passage sous vide pendant 2 minutes pour permettre la désinfection des tissus, le
ceeur de rejet est placé en conditions aseptiques sous hotte a flux laminaire pour trois
ringages successives a l'eau distillée stérile.
Les instruments de dissection (scalpels, pinces, ...) et le papier sont stérilisés a I’étuve a
180°C pendant 4 heures.
Les explants (figure 3) mis en culture sont :
1- T’apex coupé en quatre fragments
2- Les feuilles proches du dome méristématique sont fragmentées en deux (base et haut
de feuille)

3- Les bourgeons axillaires avec ébauches foliaires
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g h e

Figure 3 : Protocole de mise en culture : (a) Rejet de palmier dattier G =1/60, (b) dissection
du rejet G =1/60, (c) ceeur de rejet G=1/10, (d) immersion du cceur dans une solution de
benomyl a 6g/100ml pendant 45mn G=1/10, (e) (stérilisation des cceurs de rejet dans une
solution d’hypochlorite a 12° et de permanganate de potassium a 100mg/l pendant 20mn
G=1/8, (f) rincage a I'eau distillée stérile G=1/4, (g) dissection du coeur sous hotte a flux
laminaire G=1/5, (h) explants de cceur de rejets utilisés pour 1’embryogenese somatique
G=1/1, (e) explants mis en culture en tube G=1/3
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1.2.3 Les milieux de culture

Les milieux de culture contiennent les éléments nécessaires au développement des tissus
végétaux, c'est a dire les éléments minéraux, les substances organiques, les régulateurs de

croissance et le charbon actif ou le PVP (polyvenyl pyrolidone).

Les éléments minéraux
Correspondent a ceux de Murashige et Skoog (1962) (voir annexel). Ils sont absorbés sous

forme ionique.

Source de carbone
Le saccharose est ajouté a tous les milieux a des concentrations allant de 30 a 60 g/1. (annexe

3)

Acides aminés et autres additifs
La glutamine a 200 mg/1 et I'adénine a 40 mg/l sont ajoutées au milieu. Ils ont un effet sur la

prolifération des cals embryogenes et la germination des embryons somatiques.

Les anti oxydants
Le charbon actif est ajouté a des doses allant de 0.2% a 3%., le PVP (polyvenylpyrolidone)
est utilisé au milieu liquide a une concentration de 2g/l. Ces deux anti-oxydants sont utilisés
pour empécher 1’oxydation des tissus de palmier dattier riche en polyphénols suite a
I’excision et pour réduire I’effet de I’oxydation qui provoque le brunissement des explants et

la dégénérescence des cultures.

Les vitamines
Certaines vitamines favorisent la croissance des tissus en culture. Il s'agit de la thiamine
fournie a 1 mg/l et du myo-inositol a 100 mg/l dont l'effet est trés net sur la prolifération

tissulaire.

Les régulateurs de croissance
Deux auxines, (2,4-D et le Picloram) et une cytokinine (IPA) ont été utilisées pour 1'induction
et la prolifération des cals embryogenes (annexe 3).La concentration en 2,4 D est de 25 et

100 mg/1, et en Picloram de 5 et 12,5 mg/l (Saka et al., 1997 et Saka, 2000)
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Les différents composants du milieu sont préparés au préalable en solutions mere (annexe 2)

Agents gélifiants
Les milieux de culture sont solidifiés a I'agar agar a raison 7g/1. L’agar utilisé a une influence
nette sur I’évolution des cultures aussi bien par sa qualité que par sa quantité. Pour le milieu

de germination le Phytagel est utilisé a raison de 2g/1.

Ajustement du pH
Le pH des milieux est ajusté a 5,8 avec du NaOH (0,1 N) ou du HCI (0,1 N) avant leur

distribution et stérilisation.

Distribution des milieux
Les milieux de culture sont distribués soit dans des tubes en pyrex de 25 x 160 mm a raison
de 15 ml ou 20ml de milieu nutritif par tube, soit dans des erlenmeyers de 250ml, a raison de

100 ml par erlenmeyer, soit dans des bocaux de 200ml a 70 ml/bocal.

1.2.4 Stérilisation des milieux de culture
Les milieux de culture distribués dans des erlenmeyers, bocaux ou tubes sont stérilisés a
I’autoclave pendant 20 minutes a 120°C. Pour les cultures réalisées dans des boites de Petri

/////

hotte a flux laminaire.

1.2.5 Conditions de cultures

Apres mise en culture, les explants sont placés a 1'obscurité totale a une température de 28 °C
pendant 16 heures et a 22°C pendant 8 heures pendant la phase d’induction des cals.

Les cultures sont repiquées toutes les 5 semaines sur un milieu neuf. Les explants devenus
volumineux sont fragmentés.

Lors des repiquages toute partie ayant bruni est enlevée et les explants sont remis sur un
milieu frais jusqu’a I’'induction de la callogenese.

Lorsque la callogenese a lieu, les cals sont transférés au fur et a mesure sur un milieu de
prolifération et maintenance contenant 5Smg/l de picloram et 1mg/l d’IPA et placés, en
lumiere diffuse afin d’éviter les variations somaclonales. Lors des repiquages les cals

devenus volumineux et nombreux sont fragmentés et replacés sur un milieu neuf.
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1.2.6 Observation et expression des cultures

Les cultures sont observées régulierement tous les 5 a 10 jours. Tout développement ou
simple croissance des organes est noté. L'observation porte sur 1'évolution des explants, les

contaminations, les nécroses, et sur l'apparition de cals.

1.3 Germination des embryons somatiques
Une fois la prolifération des cals embryogenes est importante, ils sont transférés dans deux
milieux de germination appelés (GMN et GMN200) (annexe 3). Les deux milieux de
germination sont dépourvus de substances de croissance et sont modifiés par la concentration
du nitrate d’ammonium du milieu MS (1962). La qualité et quantité d’azote apporté dans les
milieux en culture in vitro est d’'une grande importance. La présence de 1’azote dans les
milieux a des répercussions dans ; la morphologie, le taux de croissance, I’embryogenese et

la totipotence cellulaire.

1.4 Protocole d’obtention de la suspension cellulaire embryogeéne
L’établissement de la suspension cellulaire embryogene dépend de la qualité et de la quantité
des cals embryogenes. Une observation régulicre des cals est nécessaire lors de
I’établissement de la suspension. Trois types de cals ont été utilisés. Cette expérimentation a

été effectuée sur le cultivar Tegaza seulement.

1.4.1 Inoculation des suspensions cellulaires

Ces essais ont été effectués sur les cals de Tegaza initi€s sur milieu gélosé. Ils sont placés
alors en milieu liquide agité, la taille des cals au départ était de 0,5 a 1 cm. Cing a sept
fragments de cals sont pesés, hachés a I’aide d’un scalpel, et sont placés dans des erlenmeyer
de 250 ml contenant 100 ml de milieu de culture de germination (GMn 200) liquide. Le poids
des cals est de 5 et 10 g par erlenmeyer.

Les erlenmeyers sont recouverts avec du papier aluminium stérile, scellés avec du parafilm,
et sont ensuite agités quelques secondes a I’aide d’un vortex afin de dissocier les cals, ensuite

placés sur un agitateur rotatif a 100 tr/min.
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1.4.2 Systeme de culture utilisé
L’obtention de suspension cellulaire embryogene est établie en systeme de culture continu et
ouvert ; et qui consiste a la division du matériel végétal en deux, tout en renouvelant le milieu

jusqu’a I’obtention de la suspension embryogene.

1.4.3 Conditions de culture
Les cultures sont placées en conditions photopériodiques de 16 h dans une chambre de
culture dont la température est de 28 +2 °C a la lumiere et 24 + 2 °C a 'obscurité. L'agitation

des cultures en milieu liquide est assurée par un agitateur orbital a 100 rpm.

1.4.4.Repiquage et amélioration de la qualité
Les cals sont repiqués réguliecrement toutes les deux semaines jusqu’a 1 obtention
d’embryons somatiques individualisés. Les subcultures sont réalisées par filtration du
contenu de I’erlenmeyer a travers un tamis de 400um.
A Tapparition d’agrégats cellulaires, on procede a la filtration, on préleve ensuite les
fragments de cals non dissociés en les remettant en culture dans un milieu neuf. La
suspension fine est aussi placée sur un milieu neuf a 5mg/1 de picloram.
Les filtrations sont effectués sur des mailles de 400um, les amas (cals, embryons) retenus sur
le filtre sont rincés a 1’eau stérile, les cals sont replacés sur un milieu neuf et remis pour étre

dissocier (Figure4).

L.5 Régénération en plantules
Les embryons somatiques ayant germés sur les milieux de germination sont transférés ensuite
en tubes contenant le milieu GMP a raison de 20 ml/tube. Les tubes sont ensuite placés dans
la chambre de culture avec une photopériode de 16 de lumiere. Les repiquages des plantules

s’effectuent toutes les 8 semaines jusqu’a I’obtention de plants préts a 1’acclimatation.
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Cals (5g ).

Dissociation des cals.

100 ml de milieu de germination
GMn liquide.

Agitation 100 tours/mn.

ryons somatiq ue\

l.‘:: Ll . ?.7
Embryons > 400“"5“' Filtration a travers un tamis

/
@ @ en inox a mailles de 400um.

Embryon sur Milieu GMn,q

Cals >400um. Cals <£400pum
Suspension fine sur milieu
P5.

Figure 4 : Protocole d’obtention d’une culture en suspension chez le palmier dattier

Cals remis sur GMng
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II Les techniques histologiques

Elles sont utilisés pour I’examen microscopique des cals a différents stades de leur culture
afin de definir I’origine des cals embryogenes et la formation des embryons somatiques.
Nous avons utilisé la technique d’inclusion a la paraffine qui s’est avérée satisfaisante pour

notre matériel végétal.

I1.1 Fixation des organes
Les fragments de cals sont fixés dans une solution de 100 ml, contenant 4 ml d’une solution
de glutaraldehyde a 25%, 50 ml de tempon phosphate, 20 ml d’une solution de
paraformaldehyde a 10%, 1g de caffeine dissout dans 26 ml d‘eau distillée (Schwendiman,
1988).
La fixation est réalisée pendant 48 h avec un passage de 2 a 3 heures sous vide pour faciliter
la pénération du fixateur et éliminer 1’air que contiennent les tissus. Les échantillons sont

ensuite rincés puis conservés dans de 1’alcool

I1.2 La déshydratation des organes
La déshydratation est une opération qui se fait par passages successifs des cals dans des bains
d’alcool a des concentrations croissantes
e Alcool 25% pendant 30 minutes
e Alcool 50% pendant 30 minutes
e Alcool 70% pendant 30 minutes
e Alcool 90% pendant 30 minutes
e Alcool 100 % pendant 30 minutes
e Alcool 100 % pendant 30 minutes a 2 heures
e Alcool 100 %: pendant 12 heures (toute la nuit).

I1.3 Imprégnation des organes
Elle se fait par un passage des organes dans un mélange d’imprégnation composé d’alcool et
de xylol pendant 45 minutes. Les échantillons sont ensuite placés dans trois bains successifs

de Xylol.
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I1.4 Inclusion dans la paraffine
Les échantillons sont placés dans des moules en plastique contenant une quantité d’environ
1.5ml de paraffine. La polymérisation se fait a une température ambiante pendant toute la

nuit.

IL.5 Confection des coupes
Les coupes sont effectuées a 1’aide d’un microtome (leica RM 2125RT) a différentes
épaisseurs de 20 a 75 um et étalées sous fome de rubans sur des lames en verre a 1’aide d’un

pinceau.Les coupes sont séchées sur une plaque réglée a 60°C.

I1.6 Coloration a la fushine basique - Naphthol Blue Black (NBB)
Les coupes sont colorées par une double coloration de I’acide periodique de Schiff (PAS) qui
colore en rouge les polysaccharides des parois, le mucus et les réserves amylacées alors que
le Naphthol Blue Black (NBB) colore les noyaux en bleu, les nucléoles en bleu foncés et et

les réserves.de proteines en bleu noir.

III Acclimatation

La réussite de I’acclimatation des vitroplants dépend principalement de la maitrise d’un
certain nombre de facteurs, a savoir, les conditions d’acclimatation, le substrat utilisé, le
stade de développement des plantules, I’irrigation, la fertilisation et de la protection

phytosanitaire.

I11.1 Préparation des plantules a acclimater
Apres leur sortie du tube les vitroplants sont rincés a I’eau tiede pour les débarrasser de la
gélose qui se trouve au niveau des racines. Ils sont ensuite immergés dans une solution de
benomyl ou benlate a raison de 1g/l pendant quelques minutes, et sont ensuite rincés a I’eau

courante.

I11.2 Préparation du substrat
Le substrat utilisé est composé de tourbe, et du sable de riviere respectivement a la
proportion de 2/1. Le sable est lavé a 1’eau courante, ensuite le mélange est effectué au
niveau de la serre, une solution 6g/1 de fongicide systémique (Benomyl) est incorporée dans

le substrat pour un traitement préventif.
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II1.3 Mise en pots
Les vitroplants sont placés dans des sachets mesurant 15cm de large et 25 cm de long en
matiere plastique transparent ou de fertil-pots remplis préalablement avec le substrat traité.
Une application de benomyl au niveau du collet est appliquée, le sachet ou le fertil pot est

arrosé et placé dans des mini serres fermés chauffantes (27 a .

IV Etude du polymorphisme des péroxydases

IV.1 Matériel végétal
L’expérience a été réalisée sur du matériel issu de culture de tissus sur deux stades; des
vitroplants en phase d’acclimatation (durcissement) et de vitroplants adultes (en production),
comparées aux cultivars meres. Le prélevement des échantillons des cultivars meres
proviennent de jardins de la région d’Adrar, il s’agit de Tinaceur, Takerboucht el Kabhla,

Tegaza, Telemsou, Takerboucht essafra, et Tazerzait.

IV.2 Méthode
Le succes de la technique de régénération par embryogenese somatique reste lié a la
conformité des vitroplants des cultivars introduits. Dans ce travail nous utiliserons les
marqueurs enzymatiques comme marqueurs précoce de 1’évaluation de la conformité, il

s’agit des péroxydases.

IV.2.1 Extraction des enzymes a partir des feuilles de palmier dattier
Les feuilles préalablement prélevées (1g), sont découpées et broyées dans 4ml de tampon
d’extraction contenant ( 25ml Tris Hel 0,2M pH= 8,5, 23mg DTT, 7,5ul - marcapthoethnol,
et 5Sg Saccharose). Cette opération est réalise a froid (mortiers maintenus dans la glace), les
extraits sont centrifugés a 4C° a 26000g pendant 20min.
Le surnagent, riche en enzyme est récupéré et conservé au froid jusqu’a I’étape de

I’électrophorese.

IV.2.2Préparation de gel
IV.2.2.1 Le choix de gel
On utilise le gel de polyacrylamide car il permet un dégrée de résolution élevé et présente des

avantages pratiques multiples parmi eux, transparence, plasticité, porosité controlable,
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possibilité de conservation et aussi sa stabilité sur une large échelle de pH, de température et

de force ionique. (Fine 1981, Tanaka 1981 in Trabsi 1987)

1V.2.2.2Préparation du gel d’acrylamide
La technique de préparation du gel a été réalisée selon la méthode décrite par Patel, (1994).
Le gel a préparer est constitué de deux types de gels, I’un appelé gel de concentration et

I’autre de séparation.

» Gel de concentration ou Stacking gel, 2.5%

C’est un gel de forte porosité, donc de faible concentration en acrylamide et bisacrylamide, il
permet un meilleur étagement des composés protéiques avant que la séparation proprement
dite ne soit entamée. Il permet aussi d’éliminer les particules insolubles indésirables (Trabsi,
1987). Sa préparation est la suivante :

- 2,5ml Acrylamide-bisacrylamide ( 30%- 0,8%).

-5ml Tampon Tris Hel 0,5M pH = 6,8.

- 11,5 Eau distillée.

Apres dégazage a 1’aide d’une pompe a vide on ajoute :

- Iml Persulfate d’ammonium ( APS) a 1,5%.

- 0,015ml TEMED.

» Gel de séparation ou gel de résolution ou Resluing gel, 5%
Il est caractérisé par une faible porosité, donc fortement concentré en acrylamide-
bisacrylamide. C’est a ce niveau que la séparation proprement dite s’effectue.
Une solution de 5ml d’Acrylamide-bisacrylamide (30%-0,8%), additionnée de 3,75ml de
Tompon Tris Hel 3M a pH= 8,8 ajusté avec 19,75ml d’eau distillée est préparée. Apres
dégazage a 1’aide d’une pompe a vide on ajoute Sml d’APS a 1,5% et 0,015ml TEMED.
La solution de polymérisation du gel de séparation est coulée immédiatement apres 1’addition
de 'APS et du TEMED entre deux plaques (I’une en verre et 1’autre métallique) sur une
hauteur de 5cm environ. Au début de la polymérisation du gel de séparation on ajoute
délicatement sur une fine pellicule d’eau distillée pour éviter le contact air/gel qui influe
négativement sur la jonction entre les deux gels (gel de séparation et le gel de concentration),
apres €élimination de la pellicule d’eau distillée, on coule la solution de polymérisation du gel

de concentration et on place le peigne.
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Apres polymérisation totale, le peigne est retiré. Dans les empreintes obtenues, sont déposés
les extraits protéiques. Les plaques obtenues a la fin sont fixées sur le support de
I’électrophorese a condition que la plaque métallique se trouve contre le support de

séparation de la cuve.

I1.2.3 Préparation du tampon de migration :
La migration se fait en milieu basique dans un tampon de Tris glycine 0,025M avec un pH=
8,3, Le Tris a 30,28g et la Glycine a 140g sont dissous dans 500ml d’eau distillée, on ajuste
le pH a 8,3 avec quelques gouttes d’acide chlorhydrique 1N, on complete le volume a un

litre. Lors de son utilisation la solution sera diluée dix fois.

11.2.4 Préparation de I’échantillon
On prépare I’échantillon dans un eppendorf; la préparation est la suivant :
- 20ul d’échantillon (I’extrait enzymatique)
- 10ul de glycérol a 50%.
- 5yl de Bleu de Bromophenol a 1%.
La préparation de I’échantillon peut se faire selon deux manieres possibles. La premicre
consiste a mélanger au départ les trois constituants, par contre la seconde consiste en un
mélange de I’échantillon avec le glycérol ; le bleu de bromophénol n’est rajouté qu’apres

dépot du premier mélange (échantillon + glycérol).

Dans notre cas, nous avons essayé les deux modes de préparation, et nous avons sélectionné

le premier, car il donne de meilleurs résultats.

I1.2.5 Condition d’électrophorese

Notre appareil est composé de deux plaques verticales a la fois, chaque plaque porte dix
puits ; dans chaque puits 3 a 5 pl d’échantillon sont déposés a 1’aide d’une micropipette.
L’échantillon de la plante mere est déposé dans le premier puits, il est considéré comme
témoin, et celui du vitroplant dans le deuxieme puits, et ceci pour tous les échantillons.

La solution de migration est ensuite déposée dans la partie basale de la cuve a électrophorese
tapissant environ 2mm la plaque. Elle est également injectée par une pipette dans 1’espace
séparant (la plaque métallique- gel- plaque de verre) et la cloison de séparation de la cuve

jusqu’a remplissage des puits.
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L’électrophorese est effectuée dans un gel discontinu de polyacrylamide en condition non
dénaturante a 4C° parcouru par un courant €électrique de 30mA, 125V et 4W pendant environ
3 heures.

L’évolution du front de migration est suivie grace au bleu de Bromophenol. La manipulation
est interrompue des que le front de migration atteint la limite inférieure des plaques de verre.
Les deux plaques sont retirées, le gel est séparé de celles-ci, puis déposé dans une boite de
petri de 15 cm environ ou dans une cuve. Le gel est lavé a I’eau distillée puis a 1’alcool avant

d’étre incubé dans une solution de révélation (Figure 5).

Pm Vp

1 2 3 4 5 6 1 8 9
Lo o o o oo o b b o

O
s

Figure 5: Schéma représentant la disposition des cultivars et leur vitroplants
respectifs dans les puits. Pm : cultivar mere, Vp : Vitroplant, 1 et 2 (Tinacer), 3 et 4
(Takerboucht el Kahla, 5 et 6 (Tegaza), 7 et 8 (Tilemsou), 9 et 10 Takerboucht
essafra, 11 et 12 (Tazerzait).

I1.2.6 Révélation des enzymes
La révélation des systemes enzymatique est basée sur le principe d’une réaction spécifique
(enzyme-substrat), couplées d’une réaction de coloration. Pour les péroxydases le substrat
spécifique est I’eau oxygénée (H,0,)

Le gel est abondamment lavé avant d’étre incubé dans une solution de révélation.
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I1.2.7 Révélation des peroxydases
Le gel étant transparent et afin que les bandes des isoenzymes deviennet visibles (soient
claires), le gel est incubé dans une solution de révélation. La solution de révélation des

peroxydases est préparée a partir de deux solutions.

Solution A :

12,5¢ 3 amino-9-éthylcarbazol.

1,25ml Dimethyl formamide.

Solution B:

25ml Tampon acétate de Sodium 0,05M PH= 5. ( Annexe 4) .
0,25ml Gaiacol 1%.

0,5ml Cacl2.

Les solutions A et B sont mélangées, 125 pl de I’eau oxygéné a 30V sont ajoutés avant
I’incubation a I’obscurité a 37C. Cette température est utilisée pour avoir un maximum de
révélation de I’activité peroxydasique ;
Deux réactions principales et spécifiques se déroulent au cours de I’incubation ; la premiere
consiste en la réaction suivante, qui est catalysée par la peroxydase en présence de I’oxygene
H202 (substrat) :

H202 + Chromogene » H20 + Chromophore

La deuxieme consiste en une réaction de coloration. Pour la peroxydase le colorant est le

Gaiacol. La réaction est chimique et non enzymatique.

I1.2.8 Conservation des tranches de gel :
Pour le gel de polyacrylamide, on utilise I’appareil a séchage sous vide. Le séchage
s’effectue apres avoir appliqué le gel sur une feuille de cellophane (semi-perméable). A la fin
de I’opération, le gel adhere fermement sur ce support et peut étre rangé comme une simple

photo.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS :

I Embryogenese somatique
I.1 Induction de la callogenése

Huit a douze explants sont mis en culture par rejet. Les premieres proliférations et des
excroissances sont observées au bout de 5 semaines de culture (Fig. n°5). Ces formations
apparaissent au niveau des marges des feuilles et au sommet du dome apical (composé de feuilles
primordiales), et a 1a base des bourgeons, puis s’étendent sur tout 1’explant.

La formation de cal n’a lieu qu’apres 3 a 6 mois de culture, elle est précédée par une augmentation
de volume de l'explant. A chaque repiquage, les zones formant le cal ainsi que les parties tendres
en croissance végétative sont isolées et replacés en milieu neuf. A ce stade les explants présentent
une hétérogénéité de réponse et varie d'un explant a l'autre. L’étude de la callogenese nous a
permis de constater que le temps de réponse a I’induction de cals est différent d’un cultivar a un

autre, et méme d’un explant a un autre d’un méme cultivar.

I.1.1 Temps de réponse a la callogenese

Les résultats représentés dans 1’histogramme ci-dessous donne une idée sur la réactivité des
cultivars sur les milieux de culture. Ils représentent les premieres apparitions des cals.

Quel que soit le cultivar, les explants qui réagissent, ne produisent pas de cals en méme temps. Le
cultivar Tagerbucht El kahla a réagi au bout 2 mois de culture seulement, sur un rejet et sur le
milieu P12.5. A partir du troisieme mois de culture, la callogenese a été observé que sur le milieu
(P12.5), sur les cultivars Tinaceur, Tadelt, et Tanslit. A quatre mois de culture ce sont les cultivars
Deglet nour (Touggourt), et Tagaza qui ont réagi sur le milieu P12.5, et Tagerboucht essafra,
Tinaceur, Tadelt, Deglet nour (Ghardaia) et Tanslit sur le M100, par contre sur le milieu M25
aucun cultivar n’a répondu avant six mois de culture. En général la callogenese est longue et exige
au minimum 6 mois de culture pour la majorité des cultivars quel que soit le milieu utilisé. Certains
cultivars sont récalcitrants et exigent un temps plus long tel que les cultivars Ahartan et Degla
Beida qui ont réagi au bout de 9 mois de culture sur les deux milieux M100 et P12.5. La réponse a
la callogenese est dépendante de plusieurs facteurs, les explants, les milieux et les génotypes.
D’apres les travaux antérieurs (Saka et al., 1997) les explants les plus réactifs sont ’apex et les
bases de jeunes feuilles. D’autres auteurs rapportent qu’ils faudrait quatre a six semaines pour les
explants de type embryons (Tisserat, 1979), seize a vingt-quatre semaines pour les bourgeons
axillaires et le bourgeon apical (Sharma et al., 1986 ; Mater, 1986 ; Scoarnec, 1991). Les travaux
les plus récents rapportent que le temps de réponse a la callogenese le plus court est observé avec
des concentrations plus faible que le milieu de Tisserat et al., (1979) (Chabane et al. 2005 ; Boufis,
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2008). Nos résultats confirment les travaux cités puisque la réactivité des explants a été observé a

Zéme

partir du mois, sur le milieu P12,5 contenant 12,5mg/1 de Picloram.

Figure : Evolution des explants vers la callogenese : a ; Explant d’origine mis en culture, (b) ;

accroissement des explants, (c) apparition des cals sur la surface des explants mis en culture, (d)

cals embryogenes obtenus (Gx1)
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Figure 6 : Temps de réponse a la callogenese des cultivars introduit en culture in vitro en fonction des différents milieux
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1.1.2 Influence du milieu de culture
1.1.2.1 Cultivars d’Adrar
Sur les neuf cultivars de la région d’Adrar, les milieux testés ont permis de constater qu’il
existe une différence nette sur I’induction de la callogenese. D’apres I’histogramme, c’est le
milieu M100 et P12.5 qui donnent les meilleurs pourcentages de cals (77, 69 et 67%)
respectivement pour les cultivars Tinaceur, Aghamou et Tegaza (sur le milieu M100), alors
que sur le milieu P12.5, les pourcentages obtenus sont (85, 58 et 50) respectivement pour les
cultivars Takerboucht el kahla, Tinaceur et Tegaza. Par contre le milieu M25 donne 39 et
31% respectivement pour les cultivars Aghamou et Tinaceur. Les cultivars Takerboucht
essafra et Tazerzait ont treés peu réagi sur les milieux P12.5 et M25, alors que sur le milieu

M100, les pourcentages sont respectivement de 45 et 41%.

1.1.2.2 Cultivars de Ghardaia :

Sur les six cultivars de la région de Ghardaia, les milieux testés ont permis de constater qu’il
n’existe pas de différence nette sur I’induction de la callogeneése. D’apres 1’histogramme, le
milieu M100 donne des pourcentages de cals de 54,5 et 57% respectivement pour les
cultivars Deglet Nour et Outkbala suivi de 49,5% et 45% sur le milieu P12,5 pour les mémes
cultivars, cultivars de haute qualité dattiere pour la région. Le M25 donne un pourcentage de
33 pour le cultivar Deglet Nour. Le cultivar Tazoughart réagi peu sur le P12,5 et M25 (<
4%), alors que sur le M100, il donne 42% de cals.

1.1.2.3 Cultivars de Touggourt
Sur les dix cultivars de la région testés, les milieux testés ont révélés que c’est le milieu
P12,5 qui donne le meilleur pourcentage (62%) pour le cultivar Deglet Nour, suivi de 55%
pour le cultivar Halwa. Le milieu M100 donne 58 et 55% respectivement sur les cultivars
Tanaslit et Halwa, alors que le M25 donne le meilleur pourcentage 35 et 30 pour le cultivar

Halwa et Deglet Nour.

Les milieux testés contenant différentes concentrations de 2,4D (Acide 2-4
Dichlorophénoxyacétique) et de Picloram (Acide 4-Amino-3,4,6 tricloropicolinique) n’ont
pas induit un taux de callogenese similaire, sauf pour le cultivar Halwa (Touggourt) sur les
milieux M100 et P12, 5 (55%). Globalement les milieux M100 et P12,5 donnent les
meilleurs pourcentages de cals pour I’ensemble des cultivars. Les pourcentages les plus

faibles ont été observé sur le milieu M25 chez les cultivars Ghers, Adjina, Dimollo, Amari,
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Tanslit (Touggourt), Tagerbucht essafra, Tagerbucht el Kahla, et Tazerzait (Adrar). Pour la
région de Ghardaia, les cultivars ont réagi trés peu aux milieux par rapport aux cultivars des
deux autres régions (Touggourt et Adrar). Ces résultats montrent que I’effet du génotype
semble avoir une relation étroite avec les milieux de culture.

L’utilisation du picloram n’a pas permis une callogenese plus importante, ni plus rapide pour
les cultivars introduits comparés aux résultats précédents, ce qui confirme I’action du
picloram sur I'induction de la callogenese (Saka, et al. 1997). Tous les milieux testés ont
montré que le taux d’induction de la callogenese est différent d’un milieu a un autre et d’une
région a I’autre. Il existe donc des différences variétales se traduisant par des réponses
différentes. Plusieurs auteurs ont rapportés I’effet génotypique (Bagniol et al., 1992 ; Sharma
et al., 1984 ; Sharma et al., 1986, Saka et al., 1997, Chabane, 2005, Yatta, 2007, Boufis
2009). En effet, I’embryogenese peut €tre induite sur tous les milieux contenant une balance
hormonale (Auxines/cytokinines > 1) mais a des taux différents. L’utilisation du 2,4D et du
picloram comme agent inducteur de I’embryogenese somatique est tres utile. L action de ces
auxines fait retrouver a la cellule somatique sa totipotence. Toute fois la concentration des
auxines dans le milieu s’est avérée importante dans 1’induction du cal. Le 2,4D utilisé a 100
et 25 mg/l, et le picloram a 12,5 mg/l, a permis I’induction des cals mais a des taux différents.
Les travaux antérieurs de (Abed et al.,1994) ont montré que le 2,4D utilis€ a moins de
10mg/l donne un taux de callogenese faible par rapport a la concentration de 100mg/l
préconisé par Tisserat, (1979). Nos résultats confirment les travaux de Pannetier et al.,
(1981), sur le palmier a huile et Yatta 2007 sur le palmier dattier qui montrent que la
compétence a I’embryogenese somatique est obtenue en présence d’une concentration élevée
de 2,4D.

Cette expérimentation nous a révélé la formation sur quelques explants d’apex du cultivar
Tagerbucht El kahla, des embryons somatiques formés directement sur 1’explant et des
bourgeons floraux. Ces formations ont été obtenues au bout de deux mois de culture
seulement, cependant, elles ne se sont pas généralisé€es sur les autres explants. Ainsi, a partir
de trois explants, des milliers d’embryons se sont produits, mais les parametres qui les
influencent sont restés mal connus. Plusieurs auteurs ont rapporté 1’induction des embryons
somatiques directe (Tisserat et al. 1979). L’apparition de bourgeons floraux a été étudiée et
les facteurs qui les influencent ont été¢ déterminés (Masmoudi F. et al. 2010). Les travaux de
Zhang et al. (1992), et Wang et al., (2001) signalent que 1’apparition de bourgeons floraux
sur des cultures de monocotylédones et dicotylédones est due aux cytokines présentes dans

le milieux de cultures.
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1.1.3 Texture et structure des cals
La réponse des explants est assez hétérogene. Pour un cultivar, un méme explant, les mémes

conditions, et un méme milieu, quatre types de cals sont obtenus (Tableau 6).

Tableau 6: Aspect des cals induits sur les milieux de cultures

Texture Structure Couleur développement
Cal translucide Tissus beige a brun Se désagrege
hyperhydriques completement

Cal nodulaire | Gros nodules | Jaunatre a brun Ne prolifere pas ou

compact compacts donne des racines

Cal nodulaire | nodulaire et friable | beige clair Prolifere et donne

friable de taille > almm des embryons
somatiques qui

évoluent en plantes

Cal nodulaire | Granulaire et | blanc Prolifere tres bien
friable friable< 1mm et donne des
embryons qui

évoluent en plantes

Ces cals sont observés quel que soit le milieu et quelques soient les cultivars. Ils sont
différents par leur texture et leur croissance. Ces cals peuvent coexister sur un méme explant.
Seuls les cals nodulaires friables de couleur blanche a brun de structure plus ou moins
compacts a granulaires, sont embryogenes. Les cals hyperhydriques sont souvent dus a une
vitrification de certains explants au début de I’induction qui finissent par se désagréger au fur
des repiquages. Les cals nodulaires compactes de grandes tailles n’évoluent pas ou donnent
souvent naissances a des racines. Par contre le cal friable obtenu tardivement, demeure tres

satisfaisant pendant la phase de prolifération.

1.1.4 Prolifération des cals et maturation des embryons
L’acquisition et le maintien des aptitudes des cals vers une embryogenese nécessitent la
présence d’une auxine. Le transfert sur le milieu P5 contenant 5mg/l de picloram et Img/l
d’TPA, des cals primaires issus des milieux de culture contenant 12,5 mg/l de picloram (P12,5)

et 25 a 100 mg/l de 2,4D (M25 et M100) associés respectivement a 1 et 3mg/l d’IPA, a permis
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d’obtenir des cals de structure homogene, nodulaire et friable (Fig.10 (A) et (B)) quel que soit le

cultivar et quel que soit le milieu de départ.

I.1.5 Organisation cellulaire
L’étude histologique des cals sur les milieux d’induction montre des zones méristématiques
en différenciation. Les cellules présentent une accumulation importante en protéines de

réserve et de polysaccharides ainsi que des noyaux tres denses (Fig.11 A).

Les coupes faites sur le cal a structure nodulaire friable en milieu de maturation, montre des
cellules densément colorées et une accumulation de protéines de réserves. Ces cellules sont en
phase de dédifférenciation. Ces coupes faites sur le cal nodulaire en phase de maturation
(figurell B), montre aussi des cellules en division, uniformément colorées et largement
vacuolisées et entourées de cellules prévasculaires. Ces cellules s’organisent en zones
concentriques pour former les proembryons (figurel1 C). Ceci confirme 1’existence d’une zone
de cellules ayant de grande capacité morphogénétique. Sané, (2006), a observé une activité
intense de cellules qui s’organise au niveau des cellules prévasculaires (procambiales). Cette
étude a aussi montré la détection du 2,4D au niveau des cellules qui vont se réactiver ainsi que
sa localisation au niveau des noyaux de ces cellules.

En théorie, une cellule somatique, devrait pouvoir se dédifférencier et ensuite se différencier
pour se reproduire en plante entiere. Toonen et al. (1994) ont montré que n’importe quelle
cellule différenciée apres « dédifférenciation » pouvait donner naissance a un embryon

somatique.

D’apres Carman, (1990), I’embryogenese somatique dépend de la présence de cellules qui
présentent des aptitudes a lI’embryogenese. Chez certaines especes comme les Poacées la
capacité a produire un cal semble étre spécifique aux cellules méristématiques de la plante
(Maddok, 1985), alors que chez les monocotylédones herbacées, I’embryogenese est a 1’origine
de cellules individualisées prédéterminées (Sharp et al. 1982). Par contre chez le palmier a
huile, le cal se développe a partir de cellules de la zone méristématique prévasculaire qui
peuvent étre localisées dans différents organes (feuilles, inflorescences, embryons zygotiques)

(Duval et al. 1995).
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I.1.6 Processus d’asynchronisation des embryons somatiques

Le processus de I’embryogenese conduit le plus souvent a une asynchronisation au sein
d’une méme culture. Le transfert des cals non dissociés en milieu de germination, montre une
large hétérogénéité du matériel végétal en régénération qui conduit a une exploitation
insuffisante des proembryons et des embryons (Figure 12 A et B). Ce phénomene a été
décrits par plusieurs auteurs (Tisserat, 1982 ; Sharma et al., 1984 et 1986). Pour une
meilleure synchronisation des différents stades de développement, plusieurs auteurs ont
préconisés le passage par milieu liquide pour une homogénéisation des stades de

développement (Daguin et al., 1988, Fki 2005).
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Figure 10 : Type de cals embryogenes obtenus : (A) fleche blanche montre le cal nodulaire
compact; (B) fleche noir montre le cal nodulaire friable de couleur blanche a beige (GX 10)

%
S

Figure 11: Coupe histologique des cals embryogenes sur milieux d’induction et de
maturation,(A) Cal a structure nodulaire friable : Cellules densément colorées et accumulation
des protéines de réserves (x4); (B) cal a structure nodulaire friable en milieu de maturation :
Cellules en division, uniformément colorées et largement vacuolisées entouré de cellules pré
vasculaires (x40); (C) cal nodulaire en phase de maturation : organisation des amas cellulaires
sphériques indiquent la formation des proembryons (x40).

Figure 12 : Développement asynchrone des embryons somatiques en milieu de germination
(A) embryons accolés et (B) touffes d’embryons en germination (G X 2)
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I-2 Initiation de la suspension cellulaire embryogene

Afin d’obtenir une meilleure homogénéité des différents stades d’évolution des embryons
somatiques, nous avons appliqué au processus de régénération de palmier dattier une étape
de culture en milieu liquide agité en phase germination. Ce passage par milieu liquide agité
assure 1’individualisation des proembryons (ce qu’un transfert direct sur milieu solide rend
impossible) et conduit a une meilleure maturation du matériel embryonnaire en vue des
étapes ultérieures de régénération. En effet, lors de la régénération un nombre important
d’embryons somatiques se trouvent accolés en amas, en plus de la coexistence de nombreux
nodules embryonnaires a différents stades, c’est ce qu’on appelle 1’asynchronisation des
embryons somatiques. Ce type d’évolution conduit a une perte importante d’embryons et

par la suite a de plants régénérés (Sharma 1986).

1.2.1 Influence du type de cals sur I’obtention de la suspension embryogene
Le choix du cal pour établir une suspension embryogene est important. Les cals obtenus
sont souvent hétérogenes, il existe sur un méme cal différentes structures et textures. Pour
cela, des prélevements effectués lors de chaque repiquage ont permis de préciser I’évolution
des embryons en fonction de la structure des cals, de la densité et du temps de passage en

milieu liquide agité.

Tableau 6 : Effet du type de cals sur I’initiation de la suspension cellulaire embryogene

Types de cals Taux de multiplication Taux d’embryons
Cals nodulaires compacts ++ ++

Cals compacts + -

Cals granulaires friables +++ +++

Prolifération : + Stable ; ++ Doublé ; +++ Triplé et plus

D’apres les résultats illustrés dans le tableau 6, on remarque que les cals nodulaires compacts
présentent un taux de multiplication tres faible de 0,5 & 2 avec une présence de quelques
amas cellulaires en suspensions. Les cals compacts ont trés peu ou pas du tout proliféré et
n’ont donné aucune structure embryogene, par contre les cals friables de structures
granulaires friables qui portent de nombreux proembryons translucides ont montré 1’aptitude

a reformer des colonies de nodules, leur prolifération a triplé, voir quadriplé. Ce sont ces cals
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qui conviennent au transfert en milieu liquide et ont une aptitude a la formation d’embryons

somatiques.

Les essais effectués sur les trois cals ont montrés des différences remarquables sur
I’établissement des suspensions cellulaires. Le volume des cellules pour les cals de structure
nodulaire a doublé, alors que les cals friables, le volume a atteint quatre fois plus par période
de deux semaines de repiquage, par contre les cals compacts sont restés stables tout au long
des repiquages. Nous pouvons avancer que seules les cellules issus des cals granulaires et
friables se multiplient relativement facilement dans un milieu liquide et évoluent vers la
formation d’embryons somatiques et par la suite en plantules. Les travaux de Tisserat (1982)
montrent que les cals friables issus de tissus foliaires des bourgeons végétatifs sont en réalité
composés de nodules et que ce sont ces derniers qui sont dotés d'un pouvoir embryogene. Les
résultats obtenus a travers cette expérimentation corroborent avec les travaux de Tisserat
(1982), Daguin et Letouze (1988) et de Lachger sillou (1989), car ce sont bien les cals
nodulaires ou granulaires tres friables qui ont présentés un pouvoir embryogene dans notre

essai.

1.2.2 Influence de la densité sur 1’établissement de la suspension cellulaire

D’apres la courbe de croissance, on remarque que le poids des cals utilisé a raison de 5g a donné
une prolifération plus importante que celle de 10g quel que soit la souche utilisée dans le milieu
GMN200. Les cultures en suspension inoculées a S5g proliferent et donnent des taux de
multiplication allant jusqu’a 15 fois la concentration de départ a la fin de la suspension. On note
une croissance en phase exponentielle apres la deuxieme semaine et qui s’arréte au bout de la
5™ semaine avec une phase stationnaire.

Le rendement de la suspension cellulaire embryogéne inoculée a 10g est de 4 fois la
concentration initiale avec une croissance qui s’est arrété apres 3 semaines de culture. Apres la
5™ semaine, c'est-a-dire au troisieme repiquage, le rendement a commencé a chuter pour les
suspensions inoculées a 10g. Cette perte de la compétence des cellules a I’embryogenese est due
probablement a une agglutination des cellules mortes provenant de la séparation des agrégats
qui pourraient exercer une inhibition du processus d’embryogenese. Hari, (1989) montre qu’il

existe une relation linéaire entre la densité cellulaire a I’inoculation et le nombre d’embryons

produits. Les cultures cellulaires a densité faible ou élevée, n’expriment pas 1’ensemble de leurs
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capacités embryogenes. La densité cellulaire est un parametre qui influence la croissance des

suspensions cellulaires (Hari, 1990 ; Ozawa et Komamine, 1989).

Georget et al. (2000), rapporte que la qualité d’une suspension cellulaire embryogene diminue
avec le nombre de repiquages, en effet nos résultats ont permis de montrer que les suspensions
cellulaires inoculées A 5g se sont arrétées de croitre aprés la 5°™ semaine. Ceci se traduit par
une diminution du taux de croissance et un faible potentiel de régénération, en raison, de la
prédominance de cellules denses riches en amidon dont la croissance est rapide. Nos résultats
ont permis de noter que la quantité et la structure des cals sont importantes pour démarrer une

suspension cellulaire embryogene.

On remarque qu’apres filtration des structures embryogenes a 1’aide d’un tamis de 400um, des
embryons structurés et bien individualisés, placés sur milieu de germination ont tous germés,
alors que les structures plus fines placés sur milieu P5 contenant Smg/l de picloram et 1mg/I
D’IPA (Fig.9, c) ont redémarré une culture embryogene nouvelle.

Fki, (2005) suggere que les mailles supérieures a 500 pm de diametre permettent la formation
de petits groupes d’embryons difficiles a séparer alors que des mailles de 200 a 500 um de
diametre conduisent au développement d’embryons en majorité individualisés, ce qui est

confirmé par nos résultats.

Nos résultats concordent aussi avec les travaux de Georget et al., (2000) qui donnent une
description histologique détaillée des différentes parties d’une suspension cellulaire embryogene
de bananier, de leur développement dans le temps et de leur potentiel embryogénique.

En effet, une suspension cellulaire embryogene de bonne qualité est caractérisée par :

+ la présence d’une grande proportion (>80%) d’agrégats de cellules embryogenes en
prolifération (Figure 14 b).

s Les suspensions blanchétres ne sont pas désirables car ceci est souvent une
indication de la présence d’une forte proportion de cellules non régénératrices riches
en amidon,

¢ Une précipitation rapide des cellules (moins d’une minute) lorsque la suspension est
retirée de 1’agitateur orbital, indiquant une faible proportion de débris et cellules
vides (Fig 14 a),

¢ Un taux de multiplication de 1,5 a 2 par période de 2 semaines entre repiquages,
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Par rapport aux milieux gélosés, les milieux liquides sont nettement plus favorables pour la
différenciation et la croissance des structures embryogenes, d’une part en créant de meilleures
conditions d’échange de métabolites avec celles-ci et d’autre part en assurant la dilution des
polyphénols cytotoxiques sécrétés par les tissus embryogenes.

D’apres les résultats obtenus illustré dans la figure (14), en un mois, alors qu’il serait possible
d’obtenir qu'une dizaine d’embryons a partir de 5g de cals par le biais des milieux gélosés, on
pourrait produire des milliers en milieu liquide. Ces résultats sont en concordance avec 1’étude
d’une suspension de cellules de culture de bananier et bananier plantain qui a montré que sur
Iml on pourrait produire de 100 a 300 000 embryons dans les conditions les plus favorables
(Strosse et al. 2003). L'utilisation du milieu liquide s'est avérée comme une étape importante

pour augmenter rigoureusement la productivité de I'embryogenese somatique (Fki, 2011).
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Figure 13: Evolution de la croissance des cals en suspension en fonction du poids et du

temps

1.2.3 Evolution de I’embryon somatique
Apres chaque subculture a raison de 2 semaines, les embryons sont répartis suivant leurs
formes et leurs grandeurs. Les embryons somatiques connaissent les mémes stades de
développement morphologiques que traversent habituellement les embryons zygotiques a
savoir ; le stade globulaire, cordiforme, torpille et cotylédonaire (Stolartz et al., 1998). Le
crittre qui permet de reconnaitre un embryon somatique est certainement sa structure
bipolaire, qui développe précocement et simultanément un méristtme caulinaire et un

méristeme racinaire (Figl5).
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Les prélevements effectués lors de chaque repiquage des suspensions embryonnaires nous ont

permis de préciser 1I’évolution des embryons en fonction du temps de passage en milieu liquide.

Quatre stades bien distincts allant de 1'état globulaire typique au stade d’embryon mature
parfaitement différencié et structuré ont été répertoriés (Figure 15). Ces derniers sont classés en

quatre classes répertoriées en embryogenese (Fki, 2005):

Stade I : Embryons de forme globulaire d’un diametre compris entre 400um et 0.25cm.
Stade II: Embryons de forme torpille d’un diamétre supérieur a 0.25um et inférieur a
0.5cm.

Stade III : Embryons cordiformes d’un diametre supérieur a 0.5cm et inferieur a lcm.

Stade IV : Embryons dicotylédonaire supérieur a lcm.

Stade 1 : stade globulaire
La réponse positive des cals nodulaire a friable en milieu de germination liquide agité se
manifeste dans un premier temps par la formation de petits nodules, bien arrondis a contour bien

délimité de couleur blanc nacré. Ce stade est observé apres deux a trois semaines de culture.

Stade 2 : stade cceur ou cordiforme

Ce stade peut étre repéré au terme de quatre a six semaines de culture. Les embryoides
manifestent, en début de développement, une structure rappelant le stade coceur chez les
Dicotylédones. Ces embryoides sont caractérisés par une symétrie sensiblement axiale car le

développement du cotylédon a 1'origine de la feuille cotylédonaire est encore tres faible.

Stade 3 : stade post-globulaire ou torpille
Les nodules blancs nacrés correspondant en fait a des proembryons qui s’allongent et prennent
une allure piriforme caractéristique du stade de maturation appelé torpille, il se manifeste au

bout de neuf semaines de culture.

Stade 4 : stade embryon structuré ou cotylédonaires
Ce stade prend forme a partir de la 12éme semaine de culture. Le développement du cotylédon a
l'origine de la feuille cotylédonaire est tres important. Le méristeme racinaire bien visible ne se

montre pas encore tres actif compte tenu du faible développement de la racine.
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La récolte successive des embryons somatiques structurés et de méme stade assure la
synchronisation du développement embryonnaire et le maintien de la pérennité de la
suspension cellulaire. En effet, les embryons obtenus apparaissent dans une premiere étape
comme de petits nodules blancs nacrés, tres caractéristique des embryons somatique obtenus
chez Bambusa beecheyama (Yeh et Chang, 1986), chez le palmier a huile (Ahee et al.,
1981), chez le théier (Frisch et Camper, 1987) et chez le palmier dattier (Daguin et Letouze,
1988 ; Lachger Sillou, 1989 et Zaid, 1989, Fki 2005). Apres deux semaines de culture en
milieu agité et en lumicre, les embryons somatiques matures présentent une structure
piriforme, ronflée a la base et effilée au sommet comparable aux embryons matures décrits
par Lachger Sillou (1989) sur les fragments de cceur de rejet et par Zaid (1989) qui décrit
I’embryon mature comme étant une petite languette blanchatre (Fig 16, A). Lachger sillou,
(1989) rapporte aussi que la phase lumineuse est indispensable pour l'induction de
I'embryogeneése somatique. En effet, les embryons différenciés observés en phase de
maturation a I’obscurité s’allongent et ne germent pas, mais deés qu’ils sont sous condition de

lumicere, ils germent automatiquement, et évoluent en plantes (Fig 16, B et C).
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Figure 14: Suspension embryogeéne obtenue : (a) Proembryons en suspension, (b)
proembryon et embryons somatique bien structuré apres filtration a travers un tamis
400 um ; (c): culture de cellules en suspension fine < 400 um (Gx1).

LR

Figure 15 : Différents stades de I’embryon somatique observé en milieu liquide: de
gauche a droite Stade I globulaire, Stade II cordiforme, Stade III torpille, Stade IV
cotylédonaires (Gx3).
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Figure 16 : Différentes formes et stade de développement de I’embryon et apparition des
feuilles cotylédonaires ; a : embryon en forme de languette (Gx2), b, développement de la
gaine et apparition de la racine (Gx3); c: plantule en forme de poireau avec racine et

feuilles (Gx1)
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1.3 Germination des embryons somatiques.
1.3.1 Influence de la source d’azote sur la germination des embryons

Pour le palmier lorsque les proembryons sont prélevés et transférés sur milieux de germination
sans substances de croissance, les proembryons continuent a se multiplier. Dans le méme temps,
quelques proembryons s’allongent puis commence a germer. D’autres prennent un aspect
vitrifié et se nécrosent par la suite (tableau 7). Cette expérimentation nous a permis de confirmer
que I’azote apporté sous forme d’ammonium (NH4") ou de nitrate (NOj3') joue un role important
dans le développement et la croissance des plantes en culture in vifro. En effet des embryons
somatiques placés sur milieu contenant une forte concentration en nitrate de potassium (MS,
1962), ont montré une vitrification importante (tableau 8 et figure 17 A), alors que les embryons
placés sur milieu ol la concentration a été réduite a 200mg/1, le phénomene n’a pas été observé
(tableau 8, figure 17 B).

Tableau 7: Effet de 1’azote sur la germination

Milieux Temps de réponse a la | Aspect des embryons germés
germination
GMN 6 mois et plus Vitrification importante,
feuilles plus ou moins chlorophylliennes
hyperhydriques
GMN200 3 a 6 mois Partie  aérienne chlorophyllienne ne
présentant aucun signe de vitrification

Tableau 8 : Influence de 1’azote sur le pourcentage de vitrification

Milieux Nombre d’embryons % de vitrification
GMN 50 25
GMN200 50 5

Nous avons observés que seuls les embryons placés sur milieu MS (1962) devenaient
vitrifi€s. Nos résultats corroborent avec I’hypothése du milieu riche en ion NH;". Ce
phénomene n’apparait pas sur milieu appauvri en azote ammoniacal.

En effet les deux formes d’azote minéral apportées dans les milieux de culture sont les
nitrates et I’ammonium. La majorité des plantes utilisent indifféremment les deux formes
mais certaines especes présentent des préférences marquées. Des vitroplants de palmier
cultivés en milieu liquide riche en nitrate d’ammonium ont mis en évidence la nette
préférence aux ions ammonium (Refouvelet, 1992). Comme décrits par divers auteurs

(Daguin et Letouze, 1984, Phan et Letouze 1983 ; Daguin 1984 ; Kevers et al. 1984), le
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probleme de vitrification est fortement corrélé a un exces d’ammonium dans les milieux. Ce
phénomene est lié a une réponse de détoxication vis-a-vis de I’ammonium (Givan 1979), ou
la présence d’un exces en ammonium qui joue un role particulier au niveau de la chaine de

biosynthese des lignines ((Daguin et Letouze, 1985).

Figure 17 : Phénomene de vitrification : (A) embryons vitrifiés observé sur milieu
GMN, (B) Absence de vitrification des embryons somatiques en germination sur
milieu GMN200 (Gx1)

64



RESULTATS ET DISCUSSIONS

1.3.2 Influence du milieu liquide sur la germination des embryons

La germination des embryons somatiques a lieu quel que soit le processus de régénération.
Toutefois, ’introduction d’un passage en milieu liquide a permis I’individualisation de tous
les pro-embryons et la détermination des stades de maturation de ces derniers, ce qu'un
transfert direct sur milieu de germination gélosé rend impossible.

Apres transfert direct sur le milieu de germination, huit semaines sont nécessaire pour
observer un début de germination, alors qu’apres passage sur milieu liquide, la germination
est obtenue apres la 2°™ semaine avec un taux de germination plus important.

Les embryons somatiques apres passage en milieu agité, placés sur milieu gélosé germent
jusqu’a atteindre un taux de 70% au bout de la 24*™ semaine. Alors que la germination des
structures embryogenes sans passage par milieu liquide, atteint 30% au bout de 24 semaines.
Comme décrits par plusieurs auteurs, il existe dans une méme culture, des stades différents
de I’embryon somatique (Tisserat 1982 ; Sharma et al., 1984 et 1986), qui se traduit par une
asynchronisation. En plus du phénomene de vitrification souvent observé en fort pourcentage
sur le milieu GMN, la séparation des plantules est une opération délicate lors des repiquages,
un nombre important de plantules se casse au niveau du collet. La présence de touffes de
plantules ou amas d’embryons diminuent considérablement le nombre de plantules
régénérées (Figure 19). Par contre les embryons produits en milieu liquide, leur germination
est plus rapide et plus importante et montre une croissance individuelle de pres de 95% avec
un taux de reprise de 100%. Le passage supplémentaire que nous avons introduit, nous a
permis d’améliorer grandement les pourcentages de régénération par une meilleure
synchronisation des structures embryogenes (Figure 20).

Nos travaux montrent que les embryons somatiques sont produits par les cals friables et
nodulaires. Nous avons pu induire a partir de 50 souches un nombre de 2394 embryons
matures qui ont donné un nombre de 2318 de plantules régénérés. Transférées sur un milieu
enrichis en saccharose a une concentration de 60g/l, et additionnés de 1mg/l d’AlIB, ont
donné des plantules capables d'étre transférées en acclimatation (Figure 20).

De nombreux auteurs ont obtenu la germination des embryons somatiques sur un milieu de
culture dépourvu de substance de croissance. Tisserat et De Mason (1980) et Sharma et al.
(1984), Daguin et Letouze, (1988) ainsi que Reynolds et Murashige (1979) et Lachger Sillou
(1989). La maturation des proembryons en embryon somatique puis la germination de ces
derniers peuvent également étre obtenus sur le méme milieu de germination solide. Tous les

stades de développement peuvent étre observés dans une culture. Cependant, une certaine
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compétition parait exister entre les embryons ou un certain nombre se nécrosent et
dégénerent ; notamment les moins différenciés (Daguin et Letouzé, 1989). Ces nécroses en
phase de germination peuvent provoquer des pertes importantes du matériel en régénération
lorsque la densité en embryons est importante et le temps de repiquage n’est pas respecté
(plus de deux mois au maximum). Reuveni et Kipnis (1974), Fisher et Tsai (1979), ont
remarqué que le brunissement inhibe la croissance des organes du dattier et entraine leur
dépérissement. En réalité, ce phénomene n’est pas particulier au palmier dattier, plusieurs
auteurs 1’ont rapportés (Schroeder, 1970 ; Smith et Thomas, 1973 ; Wang et Huang, 1976). 1l
est tres fréquent dans les cultures de nombreuses especes de palmiers ; le palmier a huile
(Jones, 1974) et le cocotier (Corley et al, 1976), il résulte de 1’oxydation de polyphénols et de

la formation des quinones qui sont toxiques pour les tissus.

70 | Pourcentage de germination

I Milieu liquide

# Mil ieu solide

Semaines

Figure 18 : Effet du milieu liquide sur le nombre d’embryons ayant germés en fonction du
temps de culture
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Figure 19: développement asynchrone en milieu de germination (A) Amas d’embryons a
différents stade, (B) touffes d’embryons en germination (C) Touffes de plantules (C) touffes
d’embryons en germination (Gx1)
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Figure 20: Développement synchrone (A) Embryons matures individualisés au stade torpille
en milieu de germination, (B) régénération de plantules (Gx1/2)
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1.4 Embryogenése somatique secondaire et néoformation de bourgeons

Apres deux mois de culture en milieu d’induction, certains explants d’apex du cultivar

Takerbucht El Kahla ont formés des embryons somatiques directes. Ces embryons proliferent
rapidement sur le milieu P12,5 solide contenant 12,5 mg/l de picloram et 1mg/l D’IPA, et
donne naissance a une EMSs tres proliférante ou la capacité de régénération est de plus de
20000 plantules/5g de cals. D’une maniere concomitante, un nombre élevé des embryons
germés ne poursuivent pas leur développement vers le stade de plantules entieres. Les
embryons somatiques se présentent en forme de bouquet et une compétition parait exister
entre eux. Ces résultats confirment les travaux de (Schwendiman et al., 1988) sur le palmier a
huile qui rapporte la dégénérescence d’un nombre élevé d'embryons somatiques suite a leur

accolement.

Bien que les milieux liquides permettent une synchronisation des embryons somatiques, le
phénomene de 1’induction d’une EMSs existe toujours, on observe souvent une
embryogenese somatique secondaire qui se forme autour des embryons somatiques (figure
21 A, B), a la base des plantules en phase de germination ou en marges de la feuille
cotylédonaire (figure 21 C). Le processus de I’embryogenese somatique est souvent combiné
a une néoformation de bourgeons. On remarque que certaines feuilles des plantules ne sont
pas issus d’une feuille cotylédonaire mais plutot d’un développement d’un bourgeon (Figure
21, D ). De nombreux auteurs ont signalés le phénomene de I’embryogenese somatique
secondaire, et la néoformation de bourgeons pendant la phase de germination (Othmani,

1998; Fki, 2005 ; Masmoudi, 2003).

En effet, la maitrise des différentes phases de l’embryogenese permet une meilleure
exploitation de I’embryogenese somatique secondaire dans 1’intérét d’une multiplication
industrielle. Il a été rapporté que 1I’embryogenese somatique secondaire est plus rapide et
plus importante que I’embryogenese somatique primaire. Des études histologiques ont
montré qu’il n’existe aucune différence entre un embryon issu d’une embryogenese

somatique secondaire ou un embryon issu d’'une embryogenese somatique primaire.
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Figure 21: Différentes formations en embryogenese somatique : (A) et (B) développement
d’une forte embryogenese somatique secondaire en phase de germination des embryons (Gx1);
(C) induction d’une callogenese sur les feuilles cotylédonaires (Gx1), (D) néoformation de
bourgeons a la base d’une jeune plantule issus d’un bourgeon (Gx2)
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I1. Acclimatation des plantules

La réussite de I’acclimatation des vitroplants dépend principalement de la maitrise d’un
certain nombre de facteurs, a savoir, les conditions d’acclimatation, le substrat utilisé, et du
stade de développement de la plantule, D'irrigation, la fertilisation et la protection

phytosanitaire.

Dans nos conditions expérimentales, nous présentons quelques résultats sur les essais

d’acclimatation conduits

I1.1 Effet du type des plantules a acclimater
Différents types de plantules ont été utilisés pour I’acclimatation, des plantules ayant 2 a 3
feuilles bien développés avec un bon systeme racinaire, des plantules ayant 1 a 2 feuilles
fines, des touffes feuillées avec un bon systeme racinaire. Les plantules sont placés dans deux

conteneurs différents a savoir des sachets en plastique refermés avec un autre sachet et des

fertil-pots placés dans des mini-serre chauffantes.
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Figure 22: Effet du stade des plantules a acclimater sur le % de reprise en serre. (A): des
plantules ayant 2 a 3 feuilles bien développés avec un bon systéme racinaire, (B) :des

plantules ayant 1 a 2 feuilles fines avec un systeme racinaire, (C) des touffes feuillées avec
un bon systeme racinaire

L’analyse de la figure 22 montre qu’apres une semaine d’acclimatation, les plantules de la
classe (B) et (C) présentent un léger flétrissement qui se manifeste apreés 3 semaines par un

jaunissement des feuilles, alors que les plantules de la classe (A) ont repris de 90% quel que

soit le conteneur utilisé (figure 23).
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Figure23 : plantules classe (A) apres un mois d’acclimatation (Gx1/2)
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I1.2 Effet des conditions d’environnement
La maitrise des conditions d’acclimatation est importante pour réussir la sortie du vitroplant
vers les conditions naturelles. Différents parametres ont été pris en compte (I’humidité et la

température).
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Figure 24: Effet de I’humidité sur le % de reprise des plantules

% of survival 100 B26 4 27°C

80
60
40
20

A B C Type of plants

Figure 25: Effet de la Température sur le % de reprise des plantules

Les histogrammes des figures 1 et 2 ont permis de noter que les plantules de la classe A, ont
un pourcentage de reprise de 90% lorsque I’humidité est saturante (95 a 100%) et la
température est de 26 27 °C, alors que lorsque I’humidité est moins de 60% et la température
est élevé de plus de 30°C, le pourcentage de reprise varie entre 20 et 50, ce qui diminue
presque de moitié le taux de reprise. Pour la classe (B) le pourcentage est plus faible (2 a 5

%) lorsque la température est plus de 30 °c et I’humidité est moins de 60%, et de 20%
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lorsque la température est de 26 a 27 °C et I’humidité est de 95 a 100%. La diminution du
taux de reprise des plantules est due essentiellement aux pourritures du collet, causé par des
températures élevées et une forte humidité. Les pertes peuvent €tre aussi dii a un

desséchement causé par une faible humidité.

I1.3 Effet du substrat sur la reprise des plantules en acclimatation
Trois types de substrat ont été utilisés: la tourbe, la tourbe /perlite/sable (1:1:1), et la

tourbe/sable (1:1)
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Figure 26: Effet du substrat sur la reprise des plantules en acclimatation

Les meilleurs résultats sont obtenus avec le rapport (1:1) en tourbe et sable avec un
pourcentage de 90, et le rapport (1 :1:1) en tourbe, sable et perlite avec un pourcentage de
75. Les substrats riches en tourbe ont donnés des pourcentages de reprise bien plus faibles
quel que soit le type de plantules. Ces derniers sont asphyxiant et provoque la pourriture du

collet.

11.4 Effet de la fertilisation
La fertilisation est apportée apres la phase d’acclimatation, une fois que les plantules de
palmier dattier sont sorties des conditions de confinement. La fertilisation est apportée par
une solution de MS (1962) diluée 10 fois pendant les premiers mois d’acclimatation. Lorsque
le plant développement 4 ou 5 feuilles, les plantules sont arrosées avec une solution
fertilisante du commerce.

La fréquence des arrosages avec le fertilisant est d’une fois sur deux semaines.
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L'acclimatation est définie comme étant le processus d'adaptation d'un organisme aux
changements de l'environnement (brainerd et fushigami 1981).Un environnement tres
différent de celui ou les vitro plants ont été élevés. Ce transfert de plants devrait €tre pratiqué
en respectant les conditions nécessaires pour une bonne reprise des plants (saka 1998).La
phase d'acclimatation détermine, presque a elle seule, la réussite de la micropropagation
parce qu'elle devrait aboutir a un taux de reprise des vitroplants le plus élevé possible (proche

de 100 %).

Les vitroplants connaissent une structure interne, une anatomie et un comportement
physiologique souvent différents de celui des plantes qui poussent dans une serre ou en plein

champ. Ces différences sont engendrées par les conditions de 1'environnement.

Les facteurs qui régissent la réussite de la reprise en acclimatation sont 'humidité relative et
la température. Elles doivent étre progressives, en allant des valeurs trés proches de celles de
l'in vitro vers des valeurs modérées proches des conditions naturelles. Dans nos résultats, on
a noté un pourcentage de reprise de 90% lorsque I’humidité est saturante (entre 95 et 100%)
et la température est située entre 26 et 27°C. Ce résultat concorde avec celui obtenu par

(Bouguerfaoui M., 1998).

La qualité du substrat a été prise en compte dans notre travail. Les meilleurs résultats sont
obtenus avec le rapport (1:1) en tourbe et sable avec un pourcentage de 90. Ce résultat

concorde avec celui obtenu par les travaux de Wuidart W. et Konan K., (1989).

L’acclimatation est le facteur déterminant pour la réussite de la micropropagation. En effet
lorsqu’un plant est acclimaté, les chances de transfert en champ sont élevées. En effet sur
I’expérience qui a été faite pour la transplantation dans les conditions naturelles, tous les

vitroplants ont survécus et quel que soit la période.
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Figure 27 : Vitroplants acclimat
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III Conformité Génétique par I’étude des systémes peroxydasiques

Cette partie a été réalisé sur six cultivars (Tinaceur, Tagerbucht El Kahla, Tegaza, Tilemsou,
Tagerbucht essafra, et Tazerzait) et leurs vitroplants issus par la technique d’embryogenese
somatique. Ces cultivars proviennent du sud-ouest (Adrar) de différents jardins et leur
vitroplants proviennent de la station de 'INRAA d’Adrar a I’exception de deux vitroplants
(Tagerbucht El Kahla et Tilemsou) qui sont au stade acclimatation (stade jeune plante) ont

été prélevés au niveau de la serre d’INRAA station de Mehdi Boulem.

Les zymogrammes correspondant aux extraits foliaires des cultivars de palmier dattier adulte

sont comparés a ceux des vitroplants (Stade jeune et adulte).

L'interprétation des zymogrammes a €té fait sur la base des phénotypes électrophorétiques
qui résultent de I'expression d'au moins un géne pour chaque enzymes ( Baaziz et Bendiab,
1994).

Les techniques électrophorétiques ont permis d’obtenir des zymogrammes nettes pour les

péroxydases

II1.1 Les péroxydases
Les zymogrammes de chaque variété sont comparés en notant la présence ou l'absence de
chaque bande électrophorétique a partir de profils synthétique (Figure 30) que nous avons
élaboré a partir du gel. Ces bandes peuvent présenter des épaisseurs variables selon la

concentration des isozymes.

II1.1.1 Calcul de la mobilité relative
La mobilité relative est calculée selon la formule suivante :

Mobilité relative = Distance parcourue par la protéine (cm)

Distance parcourue par le bleu de bromophénol

Les figures 28 et 29 représentent le zymogramme des peroxydases obtenues apres révélation
des enzymes par 1’eau oxygéné (H,O,) comme substrat

Les bandes des peroxydases sont rapprochées et difficiles a observer a partir de la
photographie du gel. Pour cela, on a schématisé le zymogramme représenté dans la figure 30.

Les isozymes montrent des mobilités relatives comprises entre 0,357 a 0,457.
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Pour I’ensemble des cultivars, trois phénotypes électrophorétiques sont mis en évidence pour

le systeme peroxydase.

Tableau 9: Mobilité relative des isozymes

Cultivars et leur vitroplant | Isozymes (Pm, Vp) Mobilité relative
PoxI 0,357
Tinacer PoxII 0,385
PoxIII 0,428
Tagerbucht El Kahla PoxI 0,357
PoxII 0,385
PoxIII 0,428
Tegaza PoxI 0,357
PoxII 0,385
PoxIII 0,428
Tilemsou PoxI 0,357
PoxII 0,385
PoxIII 0,428
Tagerbucht essafra PoxI 0,357
PoxII 0,385
PoxIII 0,428
Tazerzait PoxII (Pm, Vp) 0,385
PoxIII (Pm) 0,428
PoxIV(Vp) 0,457

Les différents cultivars Tinaceur, Taqerbucht El Kahla, Tegaza, Tilemsou, Tagerbucht
essafra, et Tazerzait) et leur vitroplants peuvent étre différenciés par la position des bandes
isoenzymatiques dans le gel (mobilité relative).

Quatre isoenzymes ont été révélés (Pox I, Pox II, Pox III, et Pox IV) comparables par

I’intensité de leur coloration, ainsi que par leurs tailles (Tableau 9)

Pour tous les cultivars et leurs vitroplants respectifs, Pox II apparait large et plus intense dans

tous les zymogrammes observés.

78



RESULTATS ET DISCUSSIONS

I11.3.1.2 Comparaison des zymogrammes stade adulte :
I11.3.1.2.1 Tinaceur

Les zymogrammes des plantes meres et leurs vitroplants sont caractérisés par la présence de
trois bandes, dénommées Pox I, Pox 11, et Pox III (Fig.30), le cultivar mere est représenté par
(1), et vitroplant par (2). La premiere et la troisieme bande Pox I, et Pox III ont la méme
intensité et la méme mobilité relative pour le cultivar et le vitroplant. La deuxieme bande Pox
II, elle présente la méme mobilité relative que ce soit pour la plante mere ou le vitroplant. Par
contre I’intensité de coloration de la bande de la plante mere est plus importante que celle du

vitroplant.

I11.3.1.2.2 Tegaza
Elle est caractérisée par la présence de trois bandes. La premicere et la troisiecme bande Pox I,
Pox III ont la méme intensité et une méme mobilité relative pour le cultivar et le vitroplant
(Fig 30), le cultivar mere est représenté par (5), et vitroplant par (6). La deuxieme bande de la
plante mere a une activité enzymatique plus grande que le vitro-plant. Par contre les
mobilités relatives de la deuxieme bande (Pox II) sont identiques chez la plante mere et le
vitroplant, mais l’intensit¢ de la coloration est la aussi importante chez le plant mere

comparativement au vitroplant.

I11.3.1.2.3 Takerboucht essafra
Comme pour les autres cultivars, nous remarquons qu’il existe trois bandes chez la plante
mere et le vitroplant (Pox I, Pox II et Pox III). Les trois bandes présentent des mobilités
relatives identiques, alors qu’il existe des différences dans les intensités de coloration de
celles-ci. En effet, la coloration de la Pox I est plus intense chez le vitroplant, alors qu’au

niveau de la Pox II et Pox III, c’est chez la plante mere qu’elle est plus élevée.

I11.3.1.2.4 Tazerzait

Pour le cultivar Tazerzait, on a observé des zymogrammes différents entre le cultivar et le
vitroplant. En effet nous retrouvons uniquement deux bandes PoxII et PoxIII, la Pox I étant
absente.

Une quatrieme bande Pox IV apparait chez le vitroplant. La deuxieéme bande (Pox 1II), a la
méme mobilité relative chez le plant mere et le vitroplant par contre I’intensité des bandes du
plant mere apparait plus élevée que celle du vitroplant.

La bande Pox III existe chez le cultivar et est completement absente chez le vitroplant.
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I11.3.1.3 Comparaison des zymogrammes stade acclimatation (stade jeune plante)
I11.3.1.3.1 Tagerbucht El kahla

Les zymogrammes des cultivars et leurs vitroplants sont la aussi caractérisé€s par la présence

de trois bandes, dénommées Pox I, Pox II, et Pox III (Fig 30 ; le cultivar mere est représenté

par (3), et vitroplant par (4). Les bandes Pox I et Pox III présentent la méme mobilité relative

et la méme intensité de coloration. La mobilité relative de la bande Pox II est la méme pour

les échantillons, par contre I'intensité des bandes de la plante mere apparait plus élevée que

celle du vitroplant.

I11.3.1.3.2 Tilemsou :
Dans le cas de variété Tilemsou les zymogrammes obtenus sont caractérisés par la présence
de trois bandes Pox I, Pox II et Pox IIl. La mobilité relative est identique pour les trois
bandes. Cependant il existe des différences dans les intensités de coloration de celles-ci. Elles

sont plus élevées chez la plante mere en Pox I et Pox II, comparativement au vitroplant.

On a pu aisément remarquer que chez les cinq premiers cultivars testés, les mobilités
relatives sont identiques dans les deux stades de développement des plants. Elles sont
cependant différentes pour le cultivar Tazerzait.

Quant a I'intensité de coloration des bandes enzymatiques, les différences relevées le plus

souvent apparaissent dans la bande Pox I, Pox II et Pox III, étant pratiquement identiques.
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Figure 28 : Zymogrammes peroxydasiques de cinq cultivars et leurs vitroplants de palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.) : de gauche a droite : Pm1, Vp2 Tinaceur ; Pm3, Vp4
Tagerbucht El kahla; Pm5, Vp6 Tegaza; Pm7, Vp8 Tilemsou ; Pm9, Vpl0 Tagerbucht
essafra

Figure 29: Zymogrammes peroxydasiques de cing cultivars et leurs vitroplants de palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.) ; de gauche a droite : Pm3, Vp4 Tagerboucht El kahla ; Pm5,
Vp6 Tegaza ; Pm7, Vp8 Tilemsou ; Pm9, Vp10 Tagerboucht essafra ; Pm11, Vp12 Tazerzait
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Figure 30: Schéma représentant le zymogrammes peroxydasiques de six cultivars

et leurs vitroplants de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) ;

de gauche a droite : Pm1, Vp2 Tinaceur ; Pm3, Vp4 Tagerbucht El kahla ; Pm5, Vp6
Tegaza ; Pm7, Vp8 Tilemsou ; Pm10, Vpl1 Tazerzait

Les zymogrammes obtenus peuvent étre différenci€s par deux facteurs: La mobilité relative
des bandes enzymatiques et I’intensité de coloration de celles- ci.

Parmi I’ensemble des échantillons étudiés, on peut certifier que les cultivars (Tinaceur ;
Tagerbucht El kahla; Tegaza ; Tilemsou et Tagerbucht essafra) ainsi que leur vitroplant
présente trois bandes enzymatiques de faible intensité et de méme mobilité. Il n’y a donc pas
de différence entre les deux stades de développement (stade adulte et jeune plante).

La conformité de ces vitroplants est garantie en ce concerne les systemes peroxydasiques
Pour le cultivar Tazerzait et son vitroplant, il présente deux bandes enzymatiques seulement.
Une bande épaisse de mobilité relative identique a celle des cinq premiers cultivars, et une
bande enzymatique plus fine et de mobilité relative identique a celle des autres cultivars chez
la plante mere, alors qu’elle est inférieure chez le vitroplant. Cette différence dans la mobilité
relative entre la plante mere (0,428) et son vitroplant (0,457) implique que le poids

moléculaire de 1’isozyme de ce dernier est inférieur a celui de la plante mere. Cette différence
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pourrait €tre due a une variation causée par les substances hormonales utilisées lors du
processus de I’embryogenese somatique.

Nous pouvons donc dire que la conformité du vitroplant du cultivar Tazerzait est
compromise, d’autres analyses sont prévues pour confirmer la variation obtenue ou
I’infirmer.

Les résultats obtenus chez les cinq premiers cultivars étudiés et leurs vitroplants issus de
I’embryogenese somatique nous permettent de dire qu’il n’y a pas de différence entre les
isozymes peroxydasiques des plantes mere et leurs vitroplants.

Il est vrai que chez les palmiers dattiers issus de croisements dirigés, Baaziz, (1990), a
montré que la séparation €lectrophorétique des péroxydases, ne présente qu’un nombre réduit
d’isoforme.

En effet, dans ses travaux de 1993, montre que les vitroplants du cultivar Jihel issus de
culture in vitro par organogenese, présente des isoformes différents a différents stades de
développement (en in vitro, en acclimatation, et au stade adulte).

Ferry et al., (1998), confirme ’utilisation des systemes enzymatiques dans 1’étude de la
conformité. Des vitroplants issus de culture in vifro par embryogenese somatique sont
conformes.

Nous pouvons aussi nous appuyer sur les travaux de Scoarnec, (1991), qui a montré que
I’étude de polymorphisme des estérases, des glutamates oxalate transaminases, des
phosphoglucomutases, des phosphoglucoisomérases et peroxydases a permis de caractériser
le matériel par organogenese et embryogenese somatique pour le cultivar Deglet nour au
stade bourgeons, vitroplants, et plants acclimatés. Les plants issus de ces deux voies ne
présentent pas de différences au point de vue isoenzymatiques

Les travaux de Kanan et al. (1995), vont aussi dans le méme sens, ils montrent une
conformité phénotypique d’environ 95% chez les palmiers a huile issus d’embryogenese
somatique.

Apres analyse des résultats de cette étude comparée avec différents travaux sur la conformité
des vitroplants de palmier dattier, on peut affirmer que la conformité des vitroplants en ce qui
concerne les systemes peroxydasiques de cinq cultivars (Tinaceur ; Tagerbucht El kahla ;
Tegaza ; Tilemsou et Tagerbucht essafra) issus de culture in vitro par embryogenese
somatique, est garantie, alors que celle des vitroplants du cultivar Tazerzait n’a pas été
confirmé, d’autres répétitions doivent &tre faite sur le cultivar Tazerzait pour s’assurer de la

conformité ou affirmer la variation obtenue.
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Conclusion générale

L’étude que nous avons entreprise sur I’embryogenese somatique nous a permis d’étudier les
différentes étapes de ce processus de régénération du palmier dattier. C’est la voie la plus
rapide pour une propagation de palmier dattier a grande échelle. D’aprés Letouzé et al.,
(1987), c’est une voie qui assure un taux de multiplication élevé, et un rajeunissement
important du matériel végétal. Elle fait appel a la formation des cals puis des embryons
somatiques a partir de la phase adulte de 1’espece. Elle est étudiée aussi pour la préservation

et aussi pour aborder I’amélioration de 1’espece vis-a-vis de la maladie du bayoud.

Ainsi vingt six cultivars ont été introduits pour étudier 1’efficacité des milieux de culture pour
I’induction du cals embryogenes et I’introduction d’une étape en milieu liquide agité sur la

prolifération et la synchronisation des embryogenes somatiques.

Nos résultats, ont montré que le temps de réponse a la callogenese est différent. Le cultivar
Takerboucht El kahla a réagi au bout 2 mois de culture seulement, sur un rejet et sur le milieu
P12.5. A partir du troisieme mois de culture, la callogenese a été observé que sur le milieu
(P12.5), sur les cultivars Tinaceur, Tadelt, et Tanslit. A quatre mois de culture ce sont les
cultivars Deglet nour (Touggourt), et Tagaza qui ont réagi sur le milieu P12.5, et

Tagerboucht essafra, Tinaceur, Tadelt, Deglet nour (Ghardaia) et Tanslit sur le M100

L’effet variétal sur I’induction des cals est observé. Les cultivars Takerboucht El kahla sur le
milieu P12,5 et Tinaceur sur le M100 ont répondu plus vite que les autres cultivars quelque
soit le milieu. Pour le reste des cultivars, la phase d’initiation peut durer jusqu'a douze mois.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Mater (1986), Abo el Nil (1986), Lachger-
Sillou, (1989), Sané 2006.

Tous les milieux testés ont montré que le taux d’induction de la callogenese est différent d’un
milieu a un autre et d’une région a l’'autre. Il existe donc des différences variétales se
traduisant par des réponses différentes. Plusieurs auteurs ont rapportés 1’effet génotypique
(Bagniol et al., 1992 ; Sharma et al., 1984 ; Sharma et al., 1986, Saka et al., 1997). En effet,
I’embryogenese peut €tre induite sur tous les milieux contenant une balance hormonale

(Auxines/cytokinines > 1) mais a des taux différents
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L approche histologique dans notre expérience a montré que 1’apparition et 1’induction de
cellules embryogenes est obtenue quel que soit le milieu. Elles se forment a partir de cellules
de la zone méristématique prévasculaire. Ce résultat correspond aux résultats obtenus chez le
cocotier (Cocos nucifera L.) de Hocher et al., (1998). C’est un facteur qui conditionne le
succes de la callogenese a une forte activité auxinique en association avec le charbon actif

(Buffard- Morel et al., 1988).

La multiplication des cals embryogenes est obtenue dans le méme milieu d’induction.
Cependant le taux de multiplication pour I’ensemble des cultivars étudiés, apres six mois de
repiquage, est plus important dans le milieu P12.5, et le milieu M100, et faible dans le milieu
M?25. Ce dernier est qualifié de moyen. Apres plusieurs repiquages sur le milieu P35, les cals

deviennent nodulaires.

Plusieurs auteurs (Reuvenil979; Reynolds et Murachige 1979; Zaid et Tisserat 1983; Huang
et Murachige 1983 Sharma et al., 1984; Daguin et letouzé 1988 ; Zaid 1989, Saka et Abed
1989; Lachger-Sillou 1989) rapportent la rapidité et la performance de ces deux hormones de
croissance dans I’induction de la callogenese a partir du coeur du rejets. Ceci est aussi en
accord avec les résultats obtenus par Tisserat et al. (1979, 1982) sur les embryons

zygotiques.

Le développement des cellules embryogenes n’est pas synchrone puisque des différenciations
plus au moins avancées des embryons se rencontrent dans les cultures. Pour cela nous avons
introduit une étape de culture en milieu liquide agité qui a permis d’obtenir une meilleure

homogénéité des différents stades d’évolution des embryons somatiques.

L’effet de la quantité de cals et sa structure est important pour démarrer une suspension
cellulaire embryogene. Notre expérimentation nous a permis de confirmer que le cal idéal
pour obtenir une suspension embryogene est nodulaire et granulaire friable. Une filtration a
400um a conduit a obtenir des embryons structurés dans le milieu GMNyy dépourvu de
substance de croissance et enrichi de 200mg/l de NH4NOs3. Ceci confirme le résultat obtenu

par Fki, (2005).
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La maturation des embryons somatiques et leur germination s’obtiennent sur le milieu sans
substance de croissance GMNy( contenant 1 mg/l de Thiamine, 100 mg/l de KH,POy, 170
mg/l de NH,PO4 200 mg/1 de Nitrate d'ammonium. En effet Guerra et al. (1999) affirme que
le stade de maturation des embryons consiste en I’interruption des cycles des divisions

cellulaires et I'utilisation d’un stimulus physiologique, biochimique et ou environnementale.

La germination des embryons somatiques se réalise sur un milieu sans hormones de
croissance et a la lumiere (photopériode de 16h). Ce résultat est déja décrit par Tisserat et De

Masson (1980), Sharma et al., (1984), Lachger —Sillou, (1989).

La plupart des auteurs suggerent qu'un milieu appauvri ou sans hormones de croissance
favorise la formation des embryons somatiques. Zaid et Tisserat (1989) ont obtenu des

embryons sur milieu riche en auxine.

Le phénomene de vitrification a été réduit afin d’améliorer la qualité des embryons, lorsque
le milieu MS est appauvri en ions ammonium. Nous avons observés que seuls les embryons
placés sur milieu MS (1962) devenaient vitrifiés. Nos résultats corroborent avec 1’hypothese

du milieu riche en ion NH," Daguin 1984 ; Kevers et al. 1984.

Les résultats rapportés ici, montrent que les embryons somatiques sont produits par les cals
friables et nodulaires. Au bout de 6 mois de culture, nous avons pu induire a partir de pré de
50 souches un taux de 2394 embryons matures qui ont germé et donné des plantules saines

capables d'étre transférées en phase d’acclimatation.

Nos résultats mettent en évidence le phénomene de I’embryogenese somatique secondaire et
la néoformation de bourgeons qui est obtenue que quelque soit le milieu liquide ou solide.

Ceci représente un taux d’embryons somatiques secondaire non négligeable.

Dans la derniere étape, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de la conformité
génétique par les marqueurs enzymatiques. Les résultats obtenus, nous ont permis de
constater qu’il n’y a pas de différence entre les isozymes peroxydasiques des plantes mere et

leurs vitroplants. Nous avons pu mettre en évidence 1’existence d’une conformité génétique
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de cinq cultivars (Tinaceur ; Takerboucht El kahla; Tegaza; Tilemsou et Takerboucht
essafra) issus de culture in vitro par embryogenese somatique. Seul le vitroplant Tazerzait

présente des isoenzymes peroxydasiques différents du cultivar mere.

En perspectives, nous envisageons :

» poursuivre I’amélioration de la qualité des embryons et exploiter
I’embryogenese somatique secondaire (EMSs) par I’introduction des
bioréacteurs pour une multiplication industrielle,
d’étudier les genes marqueurs de I’embryogenese somatique,
de déterminer les facteurs influengant I’embryogenéese somatique directe,

d’évaluer la conformité par les marqueurs moléculaires,

YV V V V

d’utiliser le processus de I’embryogenese somatique pour la conservation et

pour I’amélioration de I’espece vis-a-vis de la maladie du bayoud.

Les stress biotiques sont aujourd’hui considérés comme des freins pour le développement de
la phoeniculture. En plus avec un marché plus important et plus exigeant, 1’extension des
palmeraies est tributaire de plants sains et homogenes. En effet, la culture in vitro est un
moyen efficace pour produire des plants en masse. Les résultats que nous avons obtenus
ouvrent des possibilités intéressantes pour le développement de la phoeniciculture, et
I’amélioration de cette espece. Le transfert de cette technique de culture in vitro permettra de

fournir aux agriculteurs, des plants sains, homogenes et facilement transférables en champ.
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ANNEXES

ANNEXE I

TABLEAU 1 : COMPOSITION DU MILIEU MS

(Murashige et Skoog 1962)

MACRO ELEMENTS Concentration en
mg/l
Ammonium nitrate NH4sNO3 1650
Potassium nitrate KNOj3 1900
Calcium chlorure CaCy,, 2H,0O 440
Calcium nitrates Ca(NO3),,4H,0 370
Dihydrogénophosphate de potassium KH,PO4 170
MICRO ELEMENTS (mg/1)
Acide borique H;BO4 6.2
Sulfaté de Manganese MnSO,4, H,O 16.
Sulfaté de Zinc ZnSO4, 7TH,O 8.6
Potassium iodure KI. 0.83
Sodium molybdate Na; MoO4 0.25
Sulfaté de Cuivre CuSOy4, SH,O 0.025
Chlorure de Cobalt CoCj,, 6H,O 0.025

VITAMINES (mg/1)




ANNEXES

Pyridoxine 0,5
Thiamine-HCI 0,1
Acide nicotinique 0,5
Fer EDTA (mg/l)
Na, EDTA 37.3
FGSO4, 7H20 27.8
Macro MS modifié Concentration mg/L.

Potassium nitrate KNO3

Calcium chlorure CaCl2, 2H,0O

Calcium nitrates Ca(NOs3),,4H,0
Dihydrogénophosphate de potassium KH,PO4

1900
440
370
170

i




ANNEXES

ANNEXE 2

Solutions meres

MACRO ELEMENTS (mg/1) Concentration (n) fois Volume

en mg/L )
Concentration | Prélevé de la

solution de

2litres Macro

MS

Ammonium nitrate NH4sNO5 1650 X25

Potassium nitrate KNO; 1900 X25

Calcium chlorure CaCl2, 2H,0 440 X25 40ml
Calcium nitrates Ca(INO3),,4H,0 370 X25
Dihydrogénophosphate de potassium 170 X25
KH,PO,

MICRO ELEMENTS (mg/1) Concentration (n) fois Volume
en mg/L

Concentration | Prélevé de la
solution de

1litre Micro

MS
Acide borique H;BO4 6.2 X100
Sulfaté de Manganese MnSO4, H20 16. X100
Sulfaté de Zinc ZnSO4, 7TH,O 8.6 X100

Potassium iodure KI. 0.83 X100 10ml

iii
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Sodium molybdate Na2,MoO4 0.25 X100
Sulfaté de Cuivre CuSO4, SH20 0.025 X100
Chlorure de Cobalt CoCl12, 6H20 0.025 X100
VITAMINES (mg/l) Concentration (n) fois Volume
en mg/L
Concentration | Prélevé de la
solution de
100ml
vitamines MS
Pyridoxine 0,5 X100
Thiamine-HCI 0,1 X100 1ml
Acide nicotinique 0,5 X100
Fer EDTA (mg/l) Concentration (n) fois Volume
en mg/L
Concentration | Prélevé de la
solution de
1litre
FerEDTA MS
Na ,EDTA 37.3 X100 10ml
FeSO,, 7TH,O 27.8 X100
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ANNEXE 3

Composition des milieux

-Milieux d’induction

Eléments Milieu M25/litre Milieu P12,5/litre Milieu M100/litre
Macro MS 40 ml 40ml 40 ml
Micro MS 10 ml 10 ml 10 ml
Fer EDTA 10 ml 10 ml 10 ml

KH,PO, 100 mg 100 mg 100 mg
NAH,PO4 170 mg 170 mg 170 mg

Adenine 40 mg 40 mg 40 mg

Citrate 200 mg 200 mg 200 mg
d’ammonium
L-Glutamine 100 mg 100 mg 100 mg
Thiamine Img Img Img
Myo-inositol 100mg 100mg 100mg
IPA Img Img 3mg
Picloram - 12,5mg
2,4D 25mg - 100 mg
Saccharose 45mg 45mg 45mg
Agar Agar g g g
Charbon actif 200mg 200mg 3g

-Milieu de prolifération, maintien, et de régénération

Eléments P5 GMNI/itre | GMNyg/litre | GMP/litre
Macro MS 40ml 40 ml 40ml
Macro MS modifié 40ml
Micro MS 10ml 10ml 10ml 10ml
Fer EDTA 10ml 10ml 10ml 10ml
KH,PO, 100mg 100mg 100mg 100mg
NAH,PO4 170mg 170 mg 170 mg 170 mg
Adenine 40mg 40mg 40mg
Citrate d’ammonium 200 mg 200 mg 200 mg
L-Glutamine 200mg 100 mg 100 mg 100 mg
Thiamine Img Img Img Img
Myo-inositol 100mg - - -
MnSOy4 40mg - - -
Vitamines MS : - Iml Iml Iml
Thiamine
Acide nicotinique
Pyridoxine
IPA Img - - -
Picloram Smg - - -
Saccharose 40g 60g 60g 60g
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Agar agar g - - -
Phytagel 2g 2g 2g
Charbon actif 200mg 200mg 200mg 200mg

NH,; NO; 200 mg
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ANNEXE 4

Protocole de coloration APS + Naphtol blue black

Hydrolyser par I’acide acétique périodique pendant Smn
Laver a I’eau courante
Colorer par le réactif de schiff, a I’obscurité pendant 20mn

Laver a I’eau courante jusqu’a ce que I’eau soit incolore

Colorer dans le naphtol blue black a 1% dans 1’acide acétique a 7% porté

préalablement a 60°C pendant Smn
Laver rapidement a I’eau
Régresser par 1’acide acétique a 7%

Sécher et monter

Solutions meres pour I’étude enzymatique

>

>

- Solution d’acrylamide-bisacrylamide (30 %-0,8 %)

- 30g d’acrylamide et 0,8g de bisacrylamide sont dissous dans 100ml d’eau distillée

- la solution est filtrée puis stockée dans un flacon sombre a 4°C
Solution tampon Tris-Hcl 0,5M, pH 6,8

6g de Tris sont dissous dans 50ml d’eau distillée

On ajuste le pH a 6,8 avec Hcl IN

On complete a 100ml avec de I’eau distillée

la solution est filtrée puis stockée dans un flacon sombre a 4°C
Solution tampon Tris-Hcl 3M, pH 8,8

- 36,34g de Tris sont dissous dans 80ml d’eau distillée

- On ajuste le pH a 8,8 avec Hel 1IN

- On complete a 100ml avec de I’eau distillée
- la solution est filtrée puis stockée dans un flacon sombre a 4°C

Solution tampon Tris-Hcl 3M, pH 8,5
- 2,4¢g de Tris sont dissous dans 50ml d’eau distillée

- On ajuste le pH a 8,5 avec Hcl 1N

- On complete a 100ml avec de I’eau distillée

- la solution est filtrée puis stockée dans un flacon sombre a 4°C
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