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AIA : Acide indolacétique (auxine) (PM : 175.2).
AIB : Acide indolbutyrique (auxine) (PM : 203.4).
ANA : Acide naphtalacétique (auxine) (PM : 186.2).
BAP : 6-Benzyl Amino Purine,

Brg.axill : bourgeonnement axillaire.

Brg.néofor : Bourgeons néoformés.

ddl : degré de liberté. '

EG : Milieu de culture & base d Eau gélosée.

EGC : Milieu de culture A base d’Eau gélosée + charbon actif.
Embry.somat : Embryogengse somatique.

K : Milieu de culture KNOP

KC : Milieu de culture KNOP + charbon actif

KN : Kénétine.

MS : Murashuge et Skoog.

Org.rep : Organes reproductifs

PPDS : Plus petite différence significative.

UF : Unité fourrgere.

WPM : Woody Plant Meduim

Zéatine : 6-4-hydroxy-3-méthyl-2-énylaminolpurine (cytokinine) (PM : 219.3).
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Introductian générale

JIntroduction générale

“.La conservation.de. la. biodiversité est wne préoccupation .mondiale cetie

. devpiére seiustifie.dans le souct 4 assurer-un f‘t"‘"r’loppc.mcnt durable (dcolngigue ot

‘ Pconor’in.,m,) et de Ja présenvor pour les-générations fateres. Cost dans ce cart e Jue

. doit s'intégrer I'Algérie de part sa volonté de conscrver et de sauvega: der se:
rescources géndtiques gue par sa volonté de les valoriser. ~

Les réflexions actuelles sur I’élaboration d’une stratégie nationale pour la
conservation de la biodiversité démontrent d’une part ’'urgence de mettre en place un
plan d'action (inventaire de la diversité biologique) et d’autre part de développer de
nouvelles techniques pour préserver cette biodiversité.

ESTRCHIY “falas e tromon enacdos ouoen voe d

| .1}\[ Arion . de par Mur Jdécradation sous les. effets -des pressions anthropguz:
‘ (supexpkosiatmn\-. qucn.par‘luur statut I’ endsmique (localisation geographigue).

bul i Jr\ & LS vegi

Parmi-cey especes, arganier, Argunia spinosa (L.) Skeeis, considérd comme

' -'relique de-1’ére tertiaire, se trouve dans sa himite la plus extréme (Tindouf) en forman'

% we L-AIRE papulation naturwe restreinte dotée d'un intérét écologiaue et =ocial, qui font d
lui un arbre panmuhenmt nt intéressant pour le développeinent de ces zones andes.

C’est dans ce contexte que notre étude se veut & la fois la connaissance d'une
espéce saharienne & usages multiples peu connue chez nous, et la mise en place d’une
nouvelle technique pour sa propagation par le bais de la culture in vitro.

soe e Par aiileurs lagpain ez de la picpropagauon dg Pargaricn res o Y oo

» o les possibihités de régénérer. I'espéee en -premier !uu et dexplo:ter sa vanamhte

.ggnenque.en..,se.cond Ticu (clonage). Ainsi. 4. partic d'un matériel juvénile, nous

cessayerons..delancer Wi programiue de vitropropagation et ce par la technique de

.. multiplication par élongation:- fragmentation, tout. en étudiant les différents facteurs

pou ant optimiser jes.corditions de culture.- Les queihom auxqguelles novs devons
. iépondre s'annonceint gumine suit ; L

e Quelles seraient les conditions de culture pouvant offnir le ma: imum de
germinations de bonne qualité ?

¢ Quelles seraient les conditions de micropropagation de I'espéce ?
Est- t - il possible d'induire la rhizogenése des pousses produite . sachant

qu 'elle est trés aléatoire pour la proxena?cc marocame (NC ATM &r
. 1\ ]
ill i B
x Quehc% servicit Jus . recommandations | ‘pour cette espéce et plus
particuhiére SNt povr Ly overance olgfrienne ?
H |
i 1

1
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l Monographle de I’ ecpa-u.

T 4:ganm spinosa (L) Skee}s apparticit-a ’oidre des Ebénales, famille des
.- Sapotacées, Cest le repriseniant 1¢ plus septentrional dune.famille essentiellement

tropicale sont: plusicurs tepresentent un dntirét-¢conor e, certain (MORTON =i

R VOSS, 1987, NOUAIM er -+, 1991 Y {Planche.l Phcto. 1)

La présence de I'arganier au Marac et en Algéric. remontarait & I'ére tertiaire,
g2 dender serait vasen aire ségresser ks des perodes pias froides ef hienidos
correspondant aux glaciations du quaternaire, ce qui montre la grande adaptation de
cette espéce dans cette région du monde (PEYERIMHOFF, 1944 ; DE PONTEVESer

, 1990)
1 - Distribution et écologie de ’arganier..
1 ' '
i1 - Disonbndien,

Au Matog, Vargansiaie < éiend aciuciiement sar 828,500 ha (AYAD. 148%),
= " .

~+seulenent beavcoup davtewrs s'zccorent A peaser gue de avmbreux sedteors.

notamment toute la partie méridionale autour de la province d’Agadir, présente unc
faible densité en arbres, les estimations font état de 500.000 ha 3 700.000 ha (D
- PONTEVES et al., 1990 ; LEWALLE, 1991).

Sen aire pnnczpale se situe entre 29° et 32° de latitude Nord (NOUAIM &
CHAUSSOD 1993 ). Des colonies isolées d’Arganier se trouvent également au Nord-
Est du Maroc, prés de Oujda. Son extension fut autrefois, plus considérable, ainsi, des
ilots subsistent encore aux environs de Rabat (Oued Grou) (MIEGE, 1945; NOUAIM
et al.1991). au Nord-Est du pays, dans le massif de :Beni-Snassen (MAIRE, 1939,

FEYERIMHOFF. 1944 TREGUBOV. 106N |

ActueHement. la plus graade partie de ’argancraie couvre une bande coticre
plus aumoins clairsemée, : depuis'.Vembouchure de I'oued Tennsift au Nord
- ¢ Essaouira jusquid celle de Loved Souss. 11 'etale aussi dans une grande partie de la
plame de Souss, sur Je versant Sud du-haut Atlas et le versant de 1’ Anti-atlas ] Ju<qu au
“rmassif du*‘ilroua a I’Est (NOUAIM er af:.1991). La }uﬂte Sud-Fst do I argan-er «¢
sifue aux énvirons de I Ouui Noun (tHRlG 1974) (Fig. i

Toutefois, iarcamer sous forme d’arbrisseaux, :ouvre les marges les plus
extrémes de son aire de distribution, plus précisément « wns la partie occidentale du
sahara algérien, entre le jbel ouarkziz et la hamada de Ti Jouf comprise (28°N, 8°W)
(Fig.2).

En 1949, DUPIN écrivait que : « Les mérites d I’arganier sont tels qu'il y
aurait intérét a propager cetle essence panout ou elle po: rait s acclimater en Afnique

lsJ \\m. i i
Fn 1653 CHEVALER sonvamivan @« appelé o coopartitre s on ne 18 protége

< -pass... appelé a étre répan(’ 1-dans les régions semi-arided {u globe s on le selecnopne

comme arbre fruitier, dosting & occuper de vasizy updlu dans Jes wirtoires aut by
Lonnulm HEN
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. Les premiers «ssais d’acclimatation de I’arganier ont été tentés en Europe
occidentale; introduit en HoHaade dés- 1697, et pour fa premmerc fols en Angivicire ea
1711 (HOOKER, 188 in MORTON et VOSS, 1987).

~SMITH -(1882), rote que les geléés de janvier 1838, ont ¢ fatales aux -

Argadors d Az e, i particuiier pOur ceux i poussaicnl COMMTS Ui g Ju
- jardin botanique e Kew. | ;

- KIEUF (1962), signale qu'il 2 &1 introduit dans le midi de Ia France ¢n 1552 <t
e Celiforrie on 1207 ‘ : : : ‘

Dans ie Sud de I'Espagne, des zones a climal arige ¢l setai-ande, out < és
favorables puisque I’arganier s’y trouve & I’état sub-spontané (RIVERA NUNEZ et
RULZ LIMINANA, 1987).

‘De nombreux autres cssais ont ¢té réalisés de par ke monde (Fig.3) ¢t la
présence de ’arganier a été aussi signalée en Flonide, Haiti, Tasmanie, Australie
(MORTON et VOSS, 1987), en Afrique du Sud (TROUP,1932) Chypre (STREFTS.
1962}, au Soudan, aux Capacies, «n Egypte of aux 1S4 (WOOLS, 1938

: ' Cependant, des £ssais d'introduction de "aiganier ont e lieu sur Je linornl
_ algérien, mais. les résultats .ne semblent pas ftre watisfaisants (VAN DER EEGHY,
© 1889 NOUAIM ¢f 2/ 1591) Par vontre, 1 281 inldiessant de nosir que sur Jo titlorel
. de Mostaganém, a I'intérieur de ’enceinte de I’Institut National Agronomigue (I N.A),
ainsi, qu’au jardin d’essai d’El-Hamma, arganier fleurit et fructifie, o> qui ouvrs g2
sérieuses perspectiviss pour 'insérer dans les programmes de reboizemeiis,

1.2 - Ecologie de I'arganier

L"arganier est une espéce thermoxérophile, dont I'aire de répartition chevauche
3 Ja fois avec les bioclimats semi-aride, (dont les précipitations moyennes annuelles

... sant.comprises eatre 296 et 400 mm et 1a température movonne annuiellz Ta plus boess

© est le plus souvent sipérieure a 7-C)et anide (qui ocoupe les deux liers de | argancraie

- avec une précipitation moyerme oscillant entre 150 mm et 300 mm et la température

o moyeine - dur méis’ le plus  froid. entre 3°C ot 7-C). En outre, ’arganier supporte

- convenablement les températures élevées et s'adapte aux périodes de sécheresse
* profongées, grace.a sa faculté de défokiation.

NOUAIM 2zt ai.(1991), estiment que les caractéristiques écophysiologiques de
I’arganier, ne lui rermettent pas d’avoir cette capacité adaptative, toutefois, il supporte
la sécheresse en + 1sant de I"eau a grande profondeur.

Selon M WAIM e al(1990), une symbiose racinaire de type
endomycorhizier ¢, a été mise en évidence. Ces champignons symbiotiques (a
Cadsievies et arbir uled) jouent frés nrobablement un double réle, dons 1o récistance 2

Sdarime 3 ta sache cwn e dane snatndon mh énle

Le ‘parar «ire .clé de léoulogic de 1argenier semble &re Id 2 Viwnmdos
- atmosphérique. sl ddv Uaigaion sabft, e effey, ane nfiaence ovlaniyne i i,
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Fig.3 : Aire naturelle eiDrintrodustionde l'arganier dans le monde
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L’importante humidité de I’air due aux fréquentes rosées matinales (spécialement, en
#1é).0u les.brumes et brouillards pouvant se maintenir une grande partie de Ia joiim e,

.. limitent; ainsi~ton insolation et I'élévation de da-fompérature. Ceite océanité semble

réguler la rénartition de 1?arganier. au sud do Maroc (NOUAIM et al, .1999).

- Fnahinde: o'ast te froid qui détennine la limte sapéneure ded?Arganier. Cfe
derniére se confond avec les basses neiges (EMBERGER, 1924;1925), soit 900 métras

dans le Haut-Atlas (NOUATIM ot CHALISSOD | 1993) ot 600 mitres dans legs ida-ou- -

tenan { Sud de Merod)FAL TR, 15820

En fin, une caractéristique intéressante de I’ Arganier, est qu’il pousse sur tous
les types de sol, y compris les sols salés (NOUAIM et al, 1991). On le retrouve sur les
schistes, les roches calcaires et les alluvions. Cependant, il semble exclure les sols a
sable mobile (NOUAIM et CHAUSSOD, 1992).

For aitle g, Uprganior serdle suppacter e Lorge waaeme da pil allat Je 70 4
75 (NOUAIM ool 51),

2 - Association de Urrganer

BOUDY (1952) sigriale que I’association de I’arganier st complexe en raison
. o v} y .

. d’un mélange d'influence saharo-tropicrles.

Tians la partie Nord de son aire naturelle (Maroc), i’arganier s¢ rouve ¢a associativi

avec:

o Juniperus oxycedrus e Rhus tripartitum
¢ Olea europaea o Ziziphus lotus
e Tetraclinis articulata o Ceratonia siliqua
o Pistacia atlantica .
o i
Et dans la partie Sud, elle comprend des espéces tras particulidres comme:
# Les Euphorbes cactmdes, - = Leslhanes

v L Acacia gununifire

FEf Algérie, une liste Horistique élablie par une équipe de recherche de i'agenes
- nationale de la conservation de la nature (AN.N) daus le site Sudid. comyprond e
&spéces suivantes !

o Acacia raddiana ¢ Cotula cineria
o Antirrhinum ramosissimum o Crotalaria saharae
o Anvillea radiata e Fchium sp
o Aristida plumosa e Erodium glavcophyllum
« Asphodelus tenuifnlins 8, Finhihur guyonic
o Adsragadus goondbeo - o Fugonia ghutinesa
- # Brassea ooty - e [arseha aegyptica
o Suhonine graente o . o, Gymnocarpos decander
o Cleome aribicu si f{alaxylon scoparium
o Colocynthis vulgaris o Lelanihemum iy
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¢ [floga spicata o Pergularia aegyptiaca

» Marrubium deserti e Pergularia fomentosa
e Maricandia arvensiy *. Retamg retun

o Marrubinm deserti - &' Rhux trivartitum

o Moricandia airvensis e Ruinex vesicariurt

2 Newiroda procioms «z 2 Nabvig oo ptiacd

» Panioomn o gidun o riziphu. lots

3 Ietélis de Porpilen,
3.1 - Intérét écologique.

Au Maroe du Sud-Ouest, l’arg:mier occupe, généralement, les sols peu profonds
dans lesquels, et grice A son systéme racinaire puissant, il contribue favorablement 4 la
lutte contre I’érosion et désertification qm menacent constamment ces régions.

Fn Aindie, fow L'f’“r‘ eqts o) inwerens e Uareaier (PLche b Ficke By o
- Jeurs. corteges ﬂoﬁquw\ arténuent action dos vents violants dans la régon de

Tindouf,
insi, BENCHARKROUN (1989, note gue. fes prissantes racines des ardres . o i
S ahmcntcnt d’eau pmfondc pem’xetieut la restitution d2 ['eau en surface la sut'e
d'une évaporation intense suivie de condensations nocturnes. _
- Cotte eau humidifiant la couche superficielle de 1 ferie, est ubhisie pa in
végétation herbacée, ce qui permet une production fourragére trés importante et une
richesse floristique considérable. Aussi, les travaux de PELTIER (1973, 1976, 1977,
1982; 1983) sur la flore marocaine, montrent que plus du tiers de celle-¢i se trouve
“associé & I’arganier dont plusicurs espéces sont endémiques et présentent un intérét
économique.

. DEL PERUGIA (1970), insiste sur ta flore melhﬂ’rc de l arganeraie. tris riche

ot vakiée, oi les abeities peilv it hiltiner, ponaant, Lunt mois de i wiade. sans oublier |

faune qui profite de la protection offerte par I"arganier.

3.2 - Intérét &vonomique

I arganier et tine espece 1 usage metiple. toutes ies parties de !arbre sonl
atilisables, lui conférant un intérét socio-économique partictuiier.

Son intérét se résume comme suit :

Fourmge L’arganicr peut étre utilis¢ comme espéce pastorale. Les fouilles
constituent un excellent fourrage pour les ruminants et plus particuliérement en
période de disette (été) (BENCHAKROUN, 1989; DE PONTEVES et al.,, 1990).

En comptabilisant son feuillage, les sous-produrts des fruits et de la :trate
herhacée poussant sous I°arganeraie, la production fourragére est astinyd 2 A 300 1T
ce qui est conaiderstde dans ces cond fols exXtrén: s.b (ZITAN, 1985, }\OLAJM »t
. CHOSSOD, 1992). Pacailelsinent, on estime que la production moyenne de feuillage

-séil est de 106 UF, Lo En outis, lus fruits “ont aussi valonsés pour I'alimentation
-animale. Alnsi, leur polpe séchée, prévente v valeyr énergétique fourragére variant

de 0.8 4 0.85 UF’ Kg de pulpe (équivalent d’environ 0.85 Kgdorg?)
(SANDRET, 1957, BENCHAKROUN, 1989).
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En fin, les résidus d’extraction d'huile sont également consommés sous forme
de tourteau, riche en acides gras {Extractiop incompléte) et en protides, bicn que <23

_demiers soient carenicés-en- Acides-aminés soufrés (BLAIRE er af., 1967 in NOUAIM
et al. 1991). Les tourteaux, trés énergétiques. sont utilisés surtout pour I’ engraissement

des hovins

'L Huile: ’arganier infervient également et-de facon imporanic dans’ 'altimentatio .
humaine. En effet. 'huile comaestible .extraite de 'amande d’argarn (Planche. ! ¢

Phato4) foumit 25% de "apport en corps 2ras Consominies dans la réowon Jo Sona
(NOUAIM et al ,1991).

Cependant, les volumes produits sont dérisoires : 3000 & 4000 t/an, soit 1,6% de
la consommation marocaine en huiles alimentaires (RAHMANI, 1989). Bien que cette
production soit faible, elle représente une valeur ajoutée non négligeable, étant donnée
le faible investissement (LEWALLE, 1991).

L’huile d'argan est trés recherchée ot vendue peftement plas chin e
d'olive, on.raison de o quabid.dmile doiwe), de g in cie et Gl volame porar e
travail nécessaire a sa production. .

- Enp effet. 180 ke de fruits frais:dornent 30 kg de neyavx, produisant environ 4.¢

i"- .-f!{-.
L

i

- kg damandes qui-doaneront finalement 14 1.8 ke d'nuile aécoosiant ervioon 8 o 1

L T R g

heures de travail (BENCHAKROUN, 1989; NOUAIM er ul.,1 991).
-En utilisant-des machines sunples et une tachnologie approptide. lo taux -do

d'extraction ¢’huile” (Environ 45% actuellement) pourrait étre am¢lioré tout en

diminuant le coit de I’opération (GORET, 1988).

Du point de vue, composition chimique, plusieurs auteurs se sont intéressés a
huile d'argan. Il s’agit d’une huile du groupe oléolinoleique constituée a 80%
d’acides gras insaturés. Par comparaison a I'huile d’olive sa faible teneur en acide
linolénique et sa forte richesse en acide linoleique lui conferent une grande stabilité
{contre. Paxvdation}, tout en Jui offrent T2 grahisd une huite deoonedo e o
alimenture.

De plus, son intérét .vient également de sa.richesse en fraction insaponifiable.

- polaminent. - Jes.caratines lest tacophérols (a-tocophérol = vitamine E) et les stérols

- (FARINES ef al.,1934). La vitamine E ayant-desipropriétes pharmacologiques contre

e vieillissement de lu peau. est présente dans Phinle d'argan a raison de 440 mg /
(CHARROUF,1984; FARINES ef al.,1984 ). Quant aux stérols, (quatic stérale o .

‘- Bois ¢ Utant cnirémemert dur, I bois Farganier ost ditficile & tavailler, i1 2
arpement utilisé comnare bois d'evvre, . dechamente: nu encore pour la tabwice ion
doutils agricales on du pigaets de cldiures & hase do brag: s,

2 LS

iy ok
ks

identifiés), on trouve les sclérotérol auxquels on atiribuait des propri és
anticancéreuses ( BOUKHABZA et PICHON-PRUM, 1988).

En fin, les caractéristiques diététique et cosmétique font de I'huile d’argar r,
une huile trés recherchée par les laboratoires spécialisés, pour les vertus reelles i
supposées dans la lutte contre le desséchement, et le vieillissement physiologique d la
nean (ROUKHOBZA et PICHON-PRUM, 1988).
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. L'utilisation- la .plus . importante du bois reste cependant, 11 fabrication de
charbon, -téputé pour-étre-1'un. des meilleurs combustibles, car il b ale fentonani o
;. posséde un  pouvoir” ‘calorifique *Eleveé! (BENCHAKROUN, 1689; NOUAIM et

CLoad veen

_ “Airst,- puondant . da premidre guerre mendiale, une ot de - combusnbie en
Furope, a entrainé la destruction, de milliers d hectares d’arganier ;DE PONTEVE S ef
al 1990V 3 titre d’oxemple 1a production annuche atieignait 70.000 guintrox onbe
1979 1024 NOLAM ¢l 18991 :

En Algérie, I'arganier est toujours considéré comme une espéce inconnue, i} est
généralement exploité comme combustible par les nomades pour leurs besoins
quotidiens (Planche.l ; Photo.2).

- Agrosystéme sous 'arganier : En Algérie, {’arganier est beaucoup plus considéré

COname sracnce farestigre que fivitidee, 31 oat aapaitd anan Bique pent o e
chauffael-

Cependant, au Maroc, 'argamer repiesente. le prot dun systeme agrae

e $articutant. avtour <de- trois speculations, Pespéoe .etie méme, i'¢levage e petits

~ runvinants, surtout ies caprins, ain:i que fa culfure d orge BENCHAKROUN, 1986:

. - DE PONTEVES ef a/..1990 ) seulement,-la pression démographiquc est telle, que des

- ~dysfonctionnements graves sont Tppaius ces demires nrelas
1.5 - Problémes posés pour la propagation de ’arganier:

L"arganier est polymorphe, il présente des races presque inermes et d’autres
fortement épincuses. Le polymorphisme porte également sur les caractéres floraux et
sur les fruits ot graines (MIEGE, 1954 ).

s De plus. Uaire de véptitidn o Varganier fasquinu T2 [T LTI PRI SN

sor aire (TINDYOUF), constitue une grande variabilité génctique de I'espece qui laisse

- sentrevoir d’importantes possihilités d’amélioration qui doivent passer par une parfaite

- maitrise-de-sa-biologie da.reproduction (2spiee supposée allogame) (ELMOUSSADIK
.et PETIT, 1996). ' _

. Aws Marocr: plusicurs  auteurs, EL-MAZZOUDI et ERRAFIA (1977} et
PRENDERGAST (1991-), se sont intéressés a la germination des noix drargza, o i
résultats obtenus semblent controversés. Ainsi, EL-MAZZOUD]! 2t ERRAFIA (1977),
ont appliqué, des pré-traitements chimiques pour lever la dormance, d’autres
considérant qu’un simple pré-trempage des graines pendant g -iques jours dans de
I'eau, assure un pourcentage de germination élevé (NOUAIM er 1.1991), si la phase
de germination ne pose pas d’obstacle majeur.

lLa non disponibilité des noix d’argan (ramassées pi les riverains pour

o Pabmentanon v binilet Paxtrsation de Phuile). pose un vann ol orehPhae g

< Jarégendration natureife ¢ P smier, au Maroc.
En Algére. la faible rigéndration ~erait princinatepoent « je 2 la récepiivind du

“sob ot aux gerboises qua detrussend une wreade pande des greracs AT OUD cerpers.,
1995) en plus des probietes de son surexploiiation par les iy CEANS.
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-Concernant sa muliiplication (qui présente un véritable - probléme d.
régénération dans sen-aire naturelle), quelques ri férences traitant sws sa gainination o
= .pcpmlcrc sont disporubles (BOUDJENANE, 12 )5)

' - PLAYTTERROR7ZE (1976), s’est ‘Wtéressé a.multiphier Vespéce par boumragt,
"!Mbau, soas brumisaiion, 12 poucentage d'vracinement obtenu reste faihle (0%
< ..Qimnt- & 4a micropropagation: les :setls fravaux existants somt effectuds pur
FIN.R.A de DUJON (France). La propagation ne semble pas poser d¢ probléeme
pardeulien vela I aciovme i desvitroota ot oo Taible NUUAINM el 1001
Actuellement, on ne “dispose d’aucune publication trantamt de la
micropropagation de ’arganier, les travaux de WOQODS (1985) ¢t KHELIFI ef
al.(1996), traitent des germinations in-vitro,
En Algérie, les recherches sont, actuellement, a la phase de prospection et de
connaissance des peuplements et de mise au point de méthodes de micropropagation
Aont 12 présent travail,

11
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{i - Mic-oprepagation des Anglospermes:

Les: pxemwres tentatives -de multiplication in vitro des espéoes forcnm o8
Crpemcntent.any sundes 194N Ly compest e (IGAUTHERET,1940). Actuellzment
C laamrorié de-ces espiess {Angiospames) sont multiplidcs in vilro avec sucody

(table . 1)

- org.rep . organes reproduciifs.
- brg.axill : Bourgeonnement 4xllaire

1:-]‘-. “.",\“:.‘-‘:7:

Totleas | Exemples de feanius endapiés in witrodiste ininilve

tige
DN Ay
i [ TN
Anthore \%‘39\
. Anthéiahap!
lbln g5 ﬁ

BIE mln
Brg.aall

| Brg awll
Tige

Tige

Tige
Embryon
Brg . terminal
Tige
Embryon
Yhoratos
Embryon
Microbouture
Nicrobouture
Microbouturc
it Anthére

: Fewlles
‘Ncrobixzare

3

Thpeac ot ,---'*-j-‘;.s: B SR

CIrihtis O
lFu(é97$)'

L Chen ot al (1978,
1 RadelLvie (578)
; Chalupa (1977)
‘halupa (1979)

. la ima (1979)

o Lhah;a(iq 9)

- Brown (1980)
Brown (1980)
Brown (1980)
Brown (1980)
Brown (1580)

Mc Cown et Amos (1980)
Veia ot Vi TI0RD)

’ Fmrc U’ 315

Woods (1985)
Woods (1985)

i Woods (1585)

| Lardet et Haffiner (1991)
,'?laotr' a9y
- Borger et Schaffiper (19957

Huhtiren et \’ahyqoglu (1974) |

Seulement, de nombreux paramétres interviennent pour la réussite de ce mode

de p 'pagation : Matériel végétal, milieu de culture (sucres, régulateurs etc.....

les ¢ 1ditions de culture (photopériode : lumiére/obscunté, température).

.1_ -

eyw e . ¥
| AT § S T T
-
b

SleS fes JEHVETLEY:
. CADETOSpeTmIes SOt rs

v UL S
“,";f Rt R SO ,.én‘{-_[‘;’l‘i .

ctres on relafion

‘_nt;‘u, <

i3

i

) et

directe aveo la mucropropagation Jes
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* 1.1 Milieg de culture ;. - -

o umeu‘*fmn? fes nugfieuy wiflicts in vutro sout de componiton connue
el dom efficience est déja éprouvée s MURASHIGE et SKOOG (1962). HELLEER
(1952), LINSMAIER et SKOOG (1956), NITSH et NITSH (1986), Woody Plant
Medinm = WPM (RUSSEL . et *fc TOWN, 1036,

Cependant, chaque espéce a des exigences propres vis-a-vis de la composition
du milieu (macro-élements, micro-¢léments, vitamines et source de carbone

organique).

Toute fois, 1l est impossible d’étudier pour un nouveau matériel végétal.
'**ql"lib"e d¢ plue eoamznabiz, diod b mdosssild ITavavern, QRIS olubons
- rnndraless de_}a“o DR, t.u-uplc“‘e 25 vu i fides {uu\.ﬂ.]@h ston conwanirs? mu\

- Fn effet, dans ceriains vas, pour sméliore In crotssance des apex du merisie
My faut mult:pher par 100 la conceniration de Magnésium (BIJOT, 1980) ¢ {a dllutu_m
de (NH(NO3) 4 a 8 fois permet ausst d’améliorer le potentiel organogendse  du

=« -~ - ~Pistacig athaica DESE(MEDROIOS et TRENHILLD, 1994). Jans ¢ aifres cox 68 1

inodification, ne permet aucune amélioration, on additionnera divers composés
organiques aux milieux (glutamine, Hydrolisat de Caséine..... etc), cas du Quercus
- robur (CHALUPA, 1984).

. Concernant, 1a source de carbone, ¢lie est apportée le plus souvent sous forme
. de saccharose .4 des concentrations vanant de 10 a 70 gf] (BADJI et al.. 1991,
. CORNU et CHALY, 1981, DUCHAUN er al, 1591, PHDEROS ¢ (L), 1500,
= NOUGARIDE et al., 1996).

-2 Régulatfum decrolssance |

- LAessor que commaissent actueilement les cultures i virro oSt d en graas
partie &4 la découverte des hormones de croissance, en effet, 'orgar. je .52 .2
dirigée in vitro par deux gandes familles de régulateurs, les cyviokimines (BAP
Zéatine et Kinétines ) et les auxines ( AIB, ANA .. etc).

L’action de ces régulateurs sur le végétal est régie par la vanation de leur

nature ct de leur concentration dans le milicu de culture de la sorte qu™

Lo Uing !ﬂm‘! Cvtokinine / Auxine en favenr de Panvies déctow! -
. I‘ i‘ e i'(&. .
s I'n rapport Cwvickining / auxine.en faveur des, Crvioknine diéclenthz une
canlogéring.

.-

Le tableau n °2, illustre I"utilisation des hormones de crois ance i» wino o h 2
les Angiospermes et leur efficacité sur I’orientation et ’intensité d’organc oixize,

14
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.. Tableau.2 - Exemples de

.. Esplcos

T

1'Sa

i¥yphe rblarosoy

. Brg.axill: ‘Bourgennement axilloive.
-Embrvaomat ) Embrvogeniso someinae.
.Brv.nédofor : hourgeons nioformss

KN

1 Eaptants

Fﬁm re-

DronEing

o Reninae

Régdlatersde
. _tToissance
BAP :25uM

Résultats

T Rre, il
6B il

e v ———

LR éférentes,

(1T

balances hormonales utilisées in vitro chez les Angiospermes.

CSIRIL et BHIAR

'

1
i
i
"3

2.Te

“hpiguer de mderoprepagavion

2.1 “Jultiplicatien per bourgeonnement axitlaire,

- Le principal avantage de ce mode de micropropagation réside dans le respect
de la stricte conformité génétique du végétal a multiplier. C’est pourquoi, beaucoup
d’auteurs utilisent aujourd’hui ce mode de multiplication (CORNU et al., 1981;

VIEITEZ et al .,1981; WOODS 1985; BADM et al.. 1991).

: La micropropagation consiste & favoriser I'élongation des méristémes
w05 initfalement portés par-les micyoboutures a4 partir dosouels un nouvesu cvele Ao
- muitiplication sera entrepris, ¢ zst la méihode dite de muliiplication par éongairon-
. fragmentation. Pour cette technique, on utilise généralement soit une Cytokinine seul

. Soit asE0tie A une Auxine mais a faibie concentration.

P

. e - mdltiphier-quelgues Angiosponues.

Tubleau.3: Exemples de Techniques de micropropagation des
angiospermes par élongation -fragmeniation

. - :Le tableau n®3; résume quelgues.travaux se basant sur cette technique pour

" 'Morus indica | Fragment de | BAP  :2,5 mg/l Brg. néofor.
{Moraceae) semis 2.4.D: 2mg/} 6brg. SAHOO et al. (1997)
Commiphora | Embryon KN : Li5um Embry.somat
waghtii immature AIB :0,46 um 62% de cals|SINGH ef al, (1997)
{(Burseraceae) embyogénes
Acacig senegal | entre- TZEATINE : 5.100M Pousses . .
Fatacoe s JEAP S0 M axiidatvss ¢ JsAaDdT vl Gt
| Nessioat ) vwdew 1

g

Espéces Explants | Milieu de culture | Régulateurs de | Résultats Références
croissance
Semis Nitch & Nitch ANA 1 mg/ 5a7 DUHOUX
Acacia albida saccharose:20g/l |BAP:0,7mgl | pousses (1988)
; (Fohoceae) Agar : 8g/1 par i
T T T T e e | Jocan e al L Teanne:s 16 W Tpoussas | BADJLeral ”’!
* Acacia senega!  |Advun weud  Dsiccharese 3pl ;BAP 510‘?}4 de 11,7 (1971) i
Fabacear) Apar - &/ CANASHTM 15 S nan
" TSapium sebifernsm Mitreboutire [MS T T T IBARP T IS (éBrgs/ | SiRAE ot
(Ezpherbiaceae) |4 un naud ANA:05um  fexplants § DHAR (147
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2.2 Multiplication.par bourgeonnement adventif et / ou néoformés.

Ce mode de “multiplication repose sur- I'utilisation de tissu différencie
dépourvas de mérisismes-qui peuvent alors. avoir.deux évolutions pessibles, soit une
frmation directe d2 boatrenas adventith, son one wvoletion o cal sur lequel des
. bourgeons néoformes, prennent nalssance

Pour aloutir A e franation e Pun descdow tvpes de bourgeons, e srhiod
culture duil obligatoircarend contenir soit une Cytlokinine sewie solb uiie associstion
de Cytokinines et d’ Auxines.

Les bourgeons adventifs et/ou néoformés sont souvent le si¢ge de vanations
génétiques qui peuvent affecter la structure du génome : (niveau de ploidie,
recombinaison a la suite d’échange D’ ADN entre chromosomes, erreur de réplication
LALN L

-+ Ce.type de varation abouti dans certains cas au phinomeéne appelé vaatar
samaciopale: Dans ce cas la conformid pénédique du matériel de départ n' - Hhes
garant.e. '

-+ Le tablesun®4, Husire quelcuas treaux atilizant os bourgeohs 2t Lon
néofornés pour la multiplication in vitro. |

Tableaw.4 : Exemples de feuillus multipliés in vitro.

KN . Kénitine

Espéces ] Explants | Milieu |Régulateursdef Résultats Références
A o Ce b croigaE e :
| vuliure (
" Elacagnus  |Cotyi¢dons LS KN: 0.5 mg/ LUCCHESINI ET |
4 . angustifafia . thypocoivle - BAP - 10 me/ 1 Rres MENSUALL - SODI
(Elaegnaceae) radicules 2.4.0: Imgl indoformés (1996)
["Morus indica |Entre-noeuds | MS BA - 0,5 mg/l | §3% de cals
- {Moraceae) {Prélive surun ‘ 24D 2mg/l iformenten  [SAHCO e af (1997}
S " Varbre 2ge de Sans " mevennc 6Bre
néoformés
Salmalia MS BAP: Img/l |Brgs
malabarica |Entre- noeuds ANA : Img/l |néoformés TAPATI DAS (1996)
AIB :0,07mg/1
Ulmus pamila MS BAP: 5.10 um [55% de cals |KAPAUN et CHAN
(Ulmaceae) |Feuilles + Vit Bs forment 2,4 |ZONGMING (1997)
brgs sur cal
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2.3 Embryogenése Somatique

Contrajrerent-aux bourgeons adventifs ou néoforinés, !o tissu de d part peut

-comperticr des méristémes (linbes de fou iles micr uhomuw a un-neeuds; embiyon
ceptier L otes) Copendant e passage par e stade 2ol est uniigatoge s o jequel diy

--'5i‘.’l={;i','ii‘c.‘§'=-nl§30’ ras (embrvon somatique; peuveat prendre naiseance,

culture doit &t o uwha on o ote o

Le: cultiies er mitico Hausde (erpersion cofnlaire’ som Joz phoe onlieces

pour amdhorer |apiitude a Peinbryogenése somatiqae des Ussus ae uepait. Les

transferts réguliers sur milieu frais sont mdlspensables pour le déclenchement de
’embryogenése somatique.

Pour ce mode de multiplication, il est indispensable d’associer une Cytokinine
et une Auxine, comme. Ia BAP ou la Kinétine avec l€ 2-4.D, er r\utre le mitien de
wanigue {Liluiandne, thiamine MO dydroiv a

“decaddine , Extrait e Mait e

T
Le-tabiesi a5, hstre suecineteert gualaues tava iy sur Permbryeoseniae
* T . -1 A .
somatique cher les Angios pornes, '
Tulloaw'S - Exemplos de fenillics riliplids par cmi o voyongss seoilie

SO Pelvabndiar ofidunie.
KN : Kénitine

Espéces -~ | Explants Milieu de Régulateurs de | Résultats Références
culture croissance
Epicotvle |MS KN: 1.10°M cal MONMARSON
tige AlA:5.10"M |embryogine |ef al (1991)
CCarice papiya 1_u o - ARY 9.5"!"2 R R
| ' ' i dpcotyle s 47%
: les tiges: 55%
‘ Commiphur waghtii | Frobrvon o Bs T KNS am 62% de cal SINGH efal.
: . jirmunature AIB: 046 um embryogéne (1996)
~Dalbergiasissoo 4 Embrycn (MS ANAT 1,16 uM | embryogenese |DAS ef al (1997
(Fabacca)  — zygoligwe - JEAD: S04 psomtigue e e
“Ouercus rubra . Feuilles MMS moc:fiée BAP 54 0M erabrycend ¢ RANTTUHT AL i
(Fagaceae) (p]ant caséine : 500mg/1 | ANA : 0,09uM |somatique et al. (199G;
juvénile) |PPL: 100mg/l
Quercus varibilis | Embryon |MS modifié embryogén
(Fagaceae) immature |+ 4 semaines / somatique WOODS (1985)
obscurité
Embryon [MS medifié+ [BAP:11M Favorise la PEDROTTI et
' Prurus avium immature hydrolysat de |KN:IM oroduction .+ {CORNU. {1091}
: RS BT t N AR . INA 2R ; structiircs
' ’ ' * fi y T
e il R jembrycrna c:

1]

17
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- Enracinement in vitro

My *-¢L.’enracihement in vitro 1'est pas. toiijcfurs une é ape facile. Chaque vspece a
o jﬁ'thg—.C‘ILta propre pour-le déclenchersent de la thicozenise qu est direciement
= infinercde s ;

e Unanpert d'une auaine scale dans ic mjizu Ce calture.
i e 1 ouhelance: com e Poplde gibhorcMicoc oo doe polyplot o oo Jebes
_ comine de bons stitinulateuis (GASPAR et ul., i .58).
™ e Ladilution des sels minéraux (KI) jusqu’au demi de leur concentration usuelle
| dans le milieu comme celui de MS (DUHOUX., 1988).

¢ Des absorbants de molécules toxiques tel le charbon actif (MISSON et al,,

1983). :
|
Popod e vy A Gy tew e auete ool g JL PN OIS G R
Fabloau s Evomples d feuillic chrac i€y i
T T s de T Régalateurs | % eoracinement]
‘Espéces Explants | - culture de croissance Référeneis
— e e _1 N R SO N R
T : ; CRAE AT
Acacia saligna Vitroplants MS AlIB : 2 mg/l 50% I-.L-LAKAJ\Y
(1992)
Meilieur BARAKAT et
Albizzia chinensis Vitroplants M5/2 AIB: 2,5mg1| enracinement EL-LAKANY
(1992)
; Meilleur WOODS
Aerteose sa boawifio e ':\':ti”."'m!‘T NS : {Sare T i1 R O R A Ll EELIAE
T Ceratonia Oreothauma | : WOODS
oL sbspooreothawma o) Nitzoplants | MS2 L TATA Y mgf] 50% (1985)
d e e & ¢ et ‘-?,, P T L e e A - N“Slz ks __,__ . - BERG ER et i
"Swartga Wedsgascarionsis | Vocoplants | geinie 12,71 | ANA 26/%m F00% CORCHTIATINY D
B ' : toucre @ Mg ; ' i Y \

4- Acclimatation et Sevrage des Vitroplants

Les vitroplants enracinés sont généralemen repiqués dans des fertiles pots

remplis de substrat (ex : 1/3 de vermiculite + 2/3 de ourbe) préalablement stérilisés a
I’autoclave (lh a 120 °C) et fertilisés. Ces dern s sont placés dans des cerres

. Spouin s T sidme d2 Brurnisation (sLatéme ‘\‘Y" vafir deoabvar ao oune o
O de $00. Lo enntent e condition s naturedivs ne o it sc faire quuprds la formation
oL derquelques now !1*% igu !‘f’u au-niveau de la serre yui sont plus apte & supporter les

conditiors materzllay {vy. &g steoatigae olvs des “ﬁppm meillear nhetagynth e

...... etc. ). . i
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5— (*ﬁmjvxsioﬁ."' - -

e

RELH 5 28

Four i*arganior, avcape 3irence hatant de sa multiplication in witro n’est
TU:,-‘C qent “disponible.. En c¢fet; les revues spécialisées dons e domaine dos
"}01.&4. ongz\.s végétales ne cite o pas ce genre do traveux
v, - PYPour ce qui mous concerne, nous avons ~pté pour Putilsation de ot
végétal ju ‘fc:ul plus epie & céagiy in vitro (plus urganog i) pots wantd et s ws
pomt une technique de micropropagation de 1’arganier depuis la multiphcation
" jusqu’au sevrage des plantules,
. Pour Je-milieu de culture, nous nous sommes basé sur les différents travaux

cités plus haut concernant d*autres angiospermes, ceci Nous a poussé i retenis comme
milieu de base le milieun MS de MURASHIGE et SKOOG (1962}

T

Laanohode e ompiinioaton sotonads o Joart sttt L mulie Doaton oo
|4 I LAY o A S S
& .‘;'115'31;1 o ;J‘ffa.g,u witalion,

e

[
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Lc pféscm ‘tIchll a é¢ effectué au lahvoratmre des Bmfuhroiomcs de I'Iostitut
National du a Recherche forretidte (LN R P de Paivem

1- Muatéried végiétng

[es g,mn 55 d arzarias ntilisées pour la gcelisation de catte .v-;d‘:‘ R

réoe s s e juin a4, dans un poaprement natered d2 kioregron oo o aoul

Elle nous ont é1é fournies par I'Agence National pour la Conservation de ta
Nature (ANN) d’El-Hamma (Alger). Aprés les avoir débarrassées de leur mésocarpe,
clles ont été placées a - 18 °C selon la méthode préconisée par PREDERGAST (1991),
afin de conserver leur pouvoir germinatif.

D’autre part, 1a germination a été étudiée sur des graines scarifiées (cassures an
veen @ fdonree 1) o sar Ses ainbrons A st 0 s oo Liase

Siemalone 2y pascagr puzdes pralee, ol v comportes nt ortheduxe (fenovi on
ea d'environ 4 46 % ). '

2- Déanfodtiea
_ Avant de lancer ia germination, il ost necossoire de desanfodter do mrideid
uiilisé, pour cela, différentes méthodes ont été testées :

‘a) Désinfection des graines

Pour I’arganier la méthode que nous avons adoptée se déroule en deux étapes :
s Pridecinfection dans un bain de mereryvl laurvlé pendam 10 mn
¥ E‘C"\'jffrx‘-’fh{,-‘!'l IR AR T 1 dice  deuy factouss Um 2t elunies |

¢4y Nature Je Pagent désinfectont . {("YDruisée de la désinfection :
e Eap de favel (NaQXCl: 127, = 10mn; 15mn; 20mn et 30mn

i

o Ean oxygénée (H,0, : 30V

.4 {"issus de la deuxitime &tape(Désinfection proprement dite), 3 rnguges 1. wau
distillée stérile s’ensuivent.

b) Désinfection des embryons
Comme précédemment, la désinfection a été farte en deux étapes :
g8 {'\ﬁ.df. Lllc* Ui'iL. iy ‘11: : A:: Tr;err"L iJ'“ ié‘} ,njd:-‘ -50{]'3
.- Désinfection pf‘q.‘v,’.’!l“umhl‘if--d}jc n jouani sur B conoentiadon o703 Jo dvei (1 o

B2 ette teips (GO 15, 20 1 30 o )

Le protocole général de désinfection est reprasenté dans ia figure n°d,
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Mcrcxyl-lamyié Fau de Javel 12°

Graincy |, 10 mn ‘
\JFAH de Javel 32°

de Jawel 12°

Mercryl- laurylé
10 mn

oxygénée 30 V

Fig.4 :Protocole repriésentant les dtapes et les facteurs testés pour la
désinfection du matériel végéial

3- Millenx de culture

Tous les milieux utilisées dans cette étude sont stérilisées par autoélavage a
120°C pendant 20 minutes, aprés ajustement de leur pHa 5.6 4 5.7

3.1 Milieux de germination
Deux types de mitieux sont utilisés pour la germination des graines :
» Eau gélosée par référence aux travaux de PRENDERGAST (".991)
¢ Solution KNOP (1865) gélosée (7 g/l X Annexe 1)

Pour les embryons, une nouvelle variante a été étudiée : le char .on actif (1g/1)
(mllleu avec ou sans charbon actif ). Les différents milieux sont dong

Eau gélosée (7 /).

Eau gélosée (7 g/1) + charbon actif (1g/1 ).
KNOP(1865) gelosée (7 g/l).

KNOP(1865) + Charbon actif (1g/1 ) (gélosé : Tg/b).

® * S @

La germination a lieu dans des bocaux contenant 50 ml de mileu de culture et

hermétiquement fermés 5
Le protocole expemmental adopté pour la germination est | résenté dans la

figure n° 5.
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Matériels et méthodes

‘Matériel végétal .- | | = Milieu de hase..:_" lCha-rbon actif | !
Lomt et e re e vt ...,.,.....,.,..‘..3 L B e . [P RTU N— J E
;
e e e ‘o Eau gélosée 5 .
# “Grampes .+ e - |
e S R ]—' Knop |
D¢ ogranadiue o0 .
J\ Embryon | Eau gélosée + Charbon acti
« KNOP —* - Charbon actif
Efficacité du milieu de culture
Paramétres étudiés ¢ % de germination
‘ ¢ Nombre de folioles/vitrosemis

- e T e londtion 9% vits e T j 5
. e e e v e e i
o e e e s e e b+ i e 4 4 o = e e . ——— IR |

© Fig. 3 ; Protocole expévimental unilizé pour lev g o atiees

Co ievitrg Jes g dre 20 dis oo a8
. .3.2 Milieux de mulfiplicsticn-

La miéropropagétion dépend étroitement de la composition du milieu. En
absence de références concernant I’Arganier, nous avons utilisé comme milieu de
base, le milieu (MS) de MURACHIGE ET SKOOG (1962) (annexe 1.) qui contient en
outre du saccharose (20 g/1) et est solidifié par de I’agar ( 7g/1).

En plus du milieu de base dépourvu de régulateurs de croissance, plusieurs

. autres milieux-conterant des concentrations croissantes de BAP ont été testés (Fig.6)
et - La multiphication a lies dans dog twbes & vasals i vend (20 X <
- contenant 20 ml de milieu de culture hermétiquement obturés par du coton
<. | :Matériel végétal’ . Milieu de base Cytokinine (BAP) l
I e .. AR i
3-!uitip1icaiion}_,l' Mierabom e ¥ o T e
. VL vy gffl ® Doiny
—* _ Milieu MS J*-*. 2mgh o 8mgl
e 4mgl s 10mg/l
- — N Ffficacité du milieu de multiplication
Paramétres étudiés e Réactivité des Explants
e Nombre de neuds par explants
in Elomgationg dos svglarts i
- o Nowbredewierobostors vt sels D
s :‘[Nom'c;;'; ie on < par traitesnent "‘M—)! ‘
T T T T .

Dol nilisd g T L

dn viiro de | argorier
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Matériels et méthodes

.3.3 Millenx:de callogentse

Nes difFérents sssais de crilogendae oot 81 réalisés sur le milieu-de Tase (MSY
~déja- utilisé pour la muliplicatim. -Co milicy ot particuliéros. acat favorabic pour fv
déctenchement- d’une activité mitotigue due en partie 3 sa richesse en ions NH.{" '

SLADUL 1£7).

. nnlien contient en oulie du saccharose (L0g1), sondifnd par e Vg (Ugl)
La culture est réalisée dans des boites de pétri (Diamétre : 9 cm), maintenus dans
I’obscurité. Le transfort des cals sur milieu frais est effectué tous les 15 jours (Fig.7).

Le suivi dans le temps de 1’évolution de la croissance des cals est évaluée par
un indice de¢ croissance (IC).

Folioles
/J Cm‘l*dms l\\o OmgﬂBAP Omg/l 24—D

* wmu,?., i A
s 6mg/1 BAP - lmgfl 24-])
8 mg/l BAP - 1 mg/1 2.4-D

Radicules

-t e b e =

A.lbumcn

kN AR o i - . . r P . * ce !t

Fag 7 vreniente expd cwonind adorgd powr itplo de g o 0
L) . L 4 " 4
VL ro T rie Peemen

Flusteurs facieurs sont susceptibles d'infuencer bfzegenns dof Virop'a
Notre travail s propose d’étudier I’effet de I’ AIB, du charbon actif, d- fa 0 hire of do
1" obscurité (protocole de la figure n°8 ).

|
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Matériels et méthodes

L

F- -

er.I 'k?—r

s e e
"vticrobeutures
i 3 an .orud

N UL -

Matéricl végétalJ

|
l

Milieu de culture

Facteurs ctu.dics
f

M'S*&ﬁi.lé“addn'mlk

\ bt g = et - AL . %+ e e =

\

et e =y —— et

rRégS!_z;tE i+ de croissance |
A [AIB J—-

Omgl [» 6mg i

2mgh {» 3mgl

dmgl | 0ragh:

,: [Ch er'aufj e

Omgt |® LT
' <

5g1 I' PIVIER l

]
4
i

Lumiére / Obscurité | ,|*

Lumiére
15 Jours .obscurité
20 Jours. obscurité

T el = ‘ o
"'i} Teasitd Gos Thiheur U s e oot

A ORI

fs Elcugation des «
¢ Divers.

e — o s kA e A

p—— -y

%

g = ek

e Réactivité des Exﬂl.ah_ts s . Nombre de microhoutures.
- Norabre de nceuds par explant. 1utilisables,

apiants, e 9 "enracinement.
: e Nombre de racines par explant.

| Nombre de repetmon 8 répetltlons par ‘traitement

© m——— sy e et ke

Fig.8 : Protocole expérimental utilisé pour étudier
l'enracinement des vitroplants

4- Conditicas ph\ siques de ~ltuee

i_es paramétres climatiques sont communs a I'ensemble des étapes de ce travail :

- e . Température . 25°C. + 2°C le jour ; 20°C + 2°C la nuit.
* Photopéiiode : 16- heures jour,
o - .umigre : produite par des néons Phﬂlps de tvpe gros uxe.

(saui callogenése = . -ulture dans I"obsc arité totaie).

8- Traitement des données

L’analyse statistique des données est basé sur le tes le I’analyse de la variance

a un seul critére de classification (Statistica) suivie d’'unx >omparaison de moyennes
deux a deux seton 1a méthode de 1a PPDS (DAGNELIE, 1* °5).

I

} P‘\( \, ,\,
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Résultats et interpretations

1- Germination in vifr.
1.1 Désinfoction dn natériel végéia!

- La désinfotion o matinel vigial est Aoujours cossidérée comme Gifficile o
dc aoire. Powr cela, aous 2vons tesfc: des méthodes variées pour.chaque type & ,,Aruam

(arain>s et inbi yone).

a - Graines:

L'utilisation de NaOCl (hypochlorite de sodium) & 12° donne un taux de
décontamination de 1’ordre de 10 & 30 % respectivement pour les durées de traitement
de 10 mn et 30 mn. La substitution de 1’eau de Javel par un autre détergent (H,0, :
20V) rweiente effieacité de 11 désinfection de 10 75 prasani A pad e 20704 5-’;- o d-

crainges Cicantammingéss Fesper ey our leg teipns de 10 et 3(- mn. Tovielos, o
X ; reste. faible(tablean 7;, Cela est probablcment dii aux infectians endogénas, '

- Foblews7 : _{, cucité dé da meihose de dizinfection des giaies
(% de decon'ﬂmmaaon)

Agent désmfwtant 30mn
Eau de Javel (12°) 20%
'Eau oxygénée (30V) =  20% 30%

i
t

b- Soibrsaas: - :

La-désinfection -des-embryons a 1%eau de-Javel (12°) s’avére peu efficace. Le taux
de Chcomariation ot en wee cofte-méthode n'excéde pas les 30 % pour une durée

.de traitement ae 30mn.

‘Nous avons don: trouvé utile d’ ammenter la concentration de NaO(C1 out en
réduisant la durée du traitement. Ainst, 1'utilisation de I’eau de Javel concenti’- & 227
pour des durées vari bles, s’est révélée trés efficace (0 % d’infections quelle que soit ia
durée du traitement) tableau.8).

Pour les expérie :es ultérieures, nous donc avons retenu pour la désinfection des

embryons, le NaOC 32°), pendant 10 minutes.

Vableau.§ : Efficacité de la méthode de désinfection
des exbroon<’% d m*’vctzon“)‘ '

s i e

: SRR Durécdubqtement- ,
|Ageat dssinfectint | mn | TSem ] 20may T30 0a ]
| Eau dé Javel (12°) _80% | 70% 70%. | 0%
| Eau de Javel (32 0% 0% 0% 455 j\
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1.2 Milieux de germination

C stte Stape consisie v mettre ay poirt-un milieu deculture adéquat pour obicntion .

. w#.de parminations groupées et homogénes qu’ serviront var la <aife de matéricl de hase

pour la micropropagation,

a- Germination des griines

~

Quel gue suil e malieu de gennination uidise, les grawes ne A Tesient gl
germination pendant toute la durée de leur culture (3 mois). Ce résultat négatif peut
&tre di A la dormance tégumentaire qui caractérise ce type de graine. Pour cela, nous
avons opté pour I’utilisation directe des embryons.

b- Germination des Embryons:

- D'une mani¢re générale, Nuthisation d.s enbrvons §’avére trés Inféress2nle pou

- - plusienrs raisons, notamument, Pentrée rapide en germination (5 jours pour Jes preriers

smbryons) et Uobtention de vitrosemis g cupés et homogones (Planche 2, Fhett T &

2 .2). Ces résultats sont cependaat influencés par la composition du mijicu de culture.

En-effet, le ponrcentage de germination varie d’un miltieu 2 un autre. ! toptimur

40w - (100 %) ast abtera sur le milicu kNGP sans charbon axiif (K. Pour ws aatres niileaa

ce taux varie de 80 a 90 % (Fig.9).

100%
80% {
€
. E A
£
o 40%
L.
T o
oE 200
0% i

Miliex de culture

Fig.9 : Influence du milieu de culture sur le taux de germination des
embryons d’'arganier.(EG = Eau gélosée, EGC = Eau gélosée +
charbon actif ; K = KNOP; KC = KNOP + charbon actif).

Cenceraant la o aralité - des gqrminafioris (Etalement et ddvelspm-oiint Ao
. stylédons, élongatior: ile ! epicot};"-é‘, Lo ), e milicy (K3 donne avss les raalictid
 wisultats. Adnsi. aprés 45 jours de culture, par exemple, Je noinbre ooy A de foliales
acoduites por viftoseinds ess 3 fobs plus dlove que sur e il (R0 da L now i

" élongation mneycnne gu est 12 fois plus importente (T anlenu.8)



Résultals et interprétations

- .« Tableau.9: influence du milieu de cudture sur la germination: des embryons.
~ - Nombre de folioles: (Fabs - 6,63; ddi: Yet7¢ g7 sig--ificatif du milieu)
. - .- Elongnron des pousses {(Fobs = 55,55; ddl: 3et78; effet significatif)

..... - T K[’KC [ EG] FGC |
" [Nombre moyen de folioles <] 48 | 1,6 1 05] 00
;| Longuenr noyeans Jes sousses em), 1 7.8 1| 04 | VR 1 70

En outre, I’addition du charbon actif aux milieux de germination entraine
généralement des déformations cotylédonnaires trés marquées ainsi que des
vitrifications des folioles notamment sur le milieu KC (tableau.9)

e b T

R e e chitl. . i = T W)
L T Bt T Ly

R R Lo iy S
T S

g ET:S; P R 5 D R L il £
J o mlan e 4

L ebtendon de vivosemis de yualiie dans les meeurs délats ost iobjecuf principes
.-de cetie partie de:notre trasail
-7 Pour Parganier, Putilis sdon dicocte dembiyons, ce gaduait par une entrée 1enide an
germination ($ jours apres la mise en.culture)-par rapport aux graincs qui n'ont jama:s
germé dans nolre ¢as.

En outre, les embryons présentent un double intérét :

¢ Sélection des embryons ne présentant ni déformation ni signe d’infections
visibles a I'eil nu, ce qui présente I’avantage de minimiser les risques
d’infections.

o Evitemont de da. donpaiee Howacntvive, Ce qai favesie ol o
genuinations gro.pées et homogénes.
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1 2- Embryaa (1 jour).

1
t
1

- ‘Début de la germination (verdissement des 1} 3- Germination proprement dite :

b cctylédons et émergence dc 11 radicule).
’ ,
I

de I’'enveloppe séminale.
1 4- Développement du vitrosemis :
| Iépicotyle et de fa radicuie.

séparation
!
élnngatiar de |

Planche. 2 : Etape de germination des embryons d’arganier in vifro.




Résultats et interprétations

vt 2- Cailogenese

o Danse et bt Vene anutiiplication par Houwacons ACGTOMEES, NOUI avens essay.
Ciinduire une callogengse swr divers types d’explans préieves -soit sur de ieune:
plantules obtenues in vitro (fragments de cotylédons, de folioles et de racives) ou sur
des en:hivons (frapmepts d2 Pepveloppe séme ele),

Pour cela, nous avons utiiisé des balances homnonales composces d'une cyioximne
(BAP) et d’une auxine (2,4-D) dont les rapports sont en faveur de la cytokinine :

Témoin : (0 mg /1 de BAP; 0 mg/1 de 2,4-D)
T, (4 mg/l de BAP; 1 mg/l de 2 4-D)
T. (6 mgMde BAP, | mg/i de 2,4-DY.

S A% SNV BOE DN
ER N s,‘_s&'} R PR SO TR e 27“;

A aéfuut de tavaux sur la callogendse chez Parganier, les rapports hornenaus
dessus, ont ét¢: fixées aleatotrement mals ifs restent cependant dans les normes ubibsdey
nour ¢’autres feuillus ligneux (BONGA et DURZAN; 1982, DATTA et DATVA;
19%3).

2.1 Culture de fragments de Penveloppe séminale.

-a ) Croissance du cal.

l.es mesures ont #té faites sur une période de 10 semaines depuis |'introduction
- primaite. En torste do oswface, la croissauice des cals est continue perdan fine i
durde des mesures. Elle atteint son maximum & 10 semaines de culture.

: La meilleure. croissance en.surface cst obtenuc sur le milieu de culture (T;)
- - condenant {9 mg A deBAP ¢t i mglide 2,4 -D), soit 141,67 + 5,54 mm’ (Fig. 10).

e C ey

520 2 !
[ R -

400 B2sem

» BlOsem

8 e e

2 300

g

'g 200

(7

100

Fig '0 © Evoluion de :a croiss wnde des cais e s mveloe siminie
en fonction de la balance hormonale et du icoips. (I~ =
7.82;ddl : 3;22,% (Les traitements portant les mémes leiive
ne sont pas statistiquemer{r différents).
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Résultats et interprétations

-

. L’analyse e la variance ve'révéle un effet significatif de Iz balance hormona}e sur

la croissance des cals qu’apiss deux semaines dv culture.

" Airsi, deux groupes honagenesse dépagent, e preapsr comportz i traitement f -

{9 1mg /1 de BAP.¢} I mg t de 2,4-D) avec une surfaie moyenne de 124,1745,05 mm?.
Le Adeuxidme mmporte les i antras traitements Ty, le fpmom ri le ' T,, prewntan
sesnectivomer des eopfaces ¢2 Pondre de 103 « 10720 mm, 1045+ 7.25 o’ ot 104 -
6,54 mm®.

Le suivi dans le temps de I’évolution de la croissance des cals est évalu¢ par
’indice de croissance (IC).

St~ Sto Avec : St : Surface au temps t
AdAC = — o 28, Surfacs an trmpe

Cet indice verie.de 9,11 pour le témoin & 0,31 pcur le traitement (T),). Cette farhle
varation explique 1a faible: réactivité - de Denveloppe. rominle, dont la croissance dev
wals se st+bilise & partir de la dev si¢me seonaine. (Fie ).

2D e e e i 7 e i o e e
1,00 —m— Témoin g TT T
...‘.... T2 —— T3
§ 080
£ os0
4
5
&

Temps remames)

Fig. Hy o Evolution des irdies de croissavice des cais 1'ervaTopp:
séminale en fonction du temps et de la balance hc ‘monale.

b) Origine et aspect du Cal.
La callogenése commence au niveau des sections de P’em !oppe séminale en

formant un amas cellulaire donnant un Cal translucide. Celle ci :’étale ensuite pour
L SLEANE H' l ﬂ\-ﬂf '1 }c 1("' ” er‘l&"{ de ( 2'.1 % !
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Résuliats el interprétations e

2.2 Culture de fragments de cotylédecs,
A
a) Croissapce dn cal | L

U 1Punalyse de da igere o E 2 peraey de cone 2! r quela croissence des Cals vbtenus
- sur les cotylédons, atteint des surfeces allant de 211,17 £ 23.93 mm? & 549,33 : 91,3
mm? raspectiveraent pour le témoin et le traitement (Ty) et ceci a 10 semaines de
e .
L’analyse de la variance effectuée déja a la deuxiéme semaine de culture, montre
un effet significatif des traitemnents appliqués. La comparaison des moyennes deux 2
deux, nous permet de distinguer deux groupes homogénes. Le premier regroupe les
traitements (T,); (T;) et (T;), donnant les surfaces respectives de 268,66 + 22,22 mm’,
270,67 + 37,43mm? et 276,50 + 41,49 mm’. Le deuxiéme groupe est représenté par le

BRI TR

1éroir avee - surfzoe nlexcédert pas 12273 4

£co - Au 6 sem -’ N

2 S apn EmEosenm

8 ey osenm

32 300 -
§ 200 1 .
2 Bl ~

@B 100 rl .
. o LEL -

Trailements

Fig 12 : Evolution de la croissance des cals de cotylédons en
fonction de la balance hormonale et du temps. (Fobs =
7.42.ddl : 3:20,%) (Les traitemenis portznt les mémes lottre

L€ Lt fas stdiotigoeme 2L diy o

o= Lgvolutiondes indices deoreissance {JO) montre des comportements différents en

 fonction des traiternents bormonaux appligués au départ. Les indices obtenus varient

5L vde .16 pour le témoin 2 1.05 pout-le traiterent (T;). Ces indices montrent, que la
croissance des cals est continue jusqu’a la 10°™ semainé (Fig.13).

1.20

U — Témoin g 77777
0o —e—T2 —— T3

InGioes 48 Croisssnce
-]
-~
=

- -
Ao ///
P [P
L - e st ‘
{0 A T T e e . - i — e
: n
Tt LR k !
) ‘

Fig 13 : Evolution des indices de croissance des cals de cotylédons
en fonction du temps et de la balance hormonale
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2 Y Origine er Lspect du Uay

. Les cals apparajssent ais niveaw do 13 périphénic des cotyiedoss et se développout
crecite prar o étater sur Penseiabie e 1'explait. Ces cals sout d’w. aspect compact o
de couleur blanchétre.

2.3 Culture de fragments de racines

a ) Croissance du cal.

Les fragments de racines réagissent rapidement en denpant dos Cals Volumincue,
atteignani - des surfaces oe Vordic de 21,50 = 3,36 wup® et 221/ + 274 raw
. respectivement, noursles traitements (T} et 12 1raitement (Ty) ef ce; aprés sculemnent
Py eemianey de cintrl.
.- L’analyse de la variance, permet de distinguer irois groupes homogénes dont lo
premier. est constituée -des traitements (T,) et (T,) avec des surfaces respoctives de
22:17 + 2.24:rom? et 71,30 + 3,36 mm’, Le deuxidnie groupe est ieprotenic par le
traitement (T,) dont la surface moyenne n’excéde pas 18,83 = 3,93 mm?’, quant au
troisiéme groupe, il est représenté par le témoin, avec une surface de 14,67 + 2, 94 mm?
(Fig.14).

500 | ..o
o MmO sem
4 o -
- ;,:‘ 00 T
3 @it sem
g 300 ' o
¢ i
[ ne
o
i
ph
L B B A A
T ., .. B
Témoin T1 T2 T3
traitements

Fig.14 : Evc tion de la croissance des cals de racines en fonction de la
ba: ce hormonale et du temps (Fobs = 3.81. dd! : 3;20,%)
(Lc  traitements portant les mémes lettre ne sont pas
sta tiguement différents).

Lévaleation des ivdie: e cuissances d 10 sainaines de onfture monire giv oes

s demitrs varient entre 0,90 et 1,01 respectivement pour les traiternents (1) ei (55)
* 1 LT L -

comparativoment 3 Ui dee de coivance da thmein goi ne dinasse pas U301 g 19)



- Reswltats etinterprétations

1.20

’ " %0

Ingice de tromsatcn

tamps {Semsines)

Fig.15 : Evolution des indices de croissance des cals de racines en

fonction du temps et de la balance hormonale.

h ) Origine ot ool Mol

. La formotion des cals commencs au nisean des sections puis se développe au fr

;_

0

., gnesure pows touvrir i enseable de Mexnlant. Ces ek sort transtuciacs et frables.

2.4 Bilan.

JERIRCN

-

LY

H

Les résultats précédents montrent que le déclenchement et le maintien de la
callogenése nécessitent la présence d’hormone de croissance dans le milieu dont les
meilleures balances sont consignées dans le tableau n°l10 en fonction du type

d’expiant.

Il . T R R T T te mhiayae e p Ha - [
Tableax 10 - Sorodlae des piincipaa risaltts obieras pogr la ool zendss

- £~ Explants | Balance hormonale | Surface du cal |Indice de croissance
e LESTBAP (24D | bt o -
_Enveloppe |T; [9mgn |1 mg1 | 124.166 mm’ 0.26
I eminale 8
" oiyledon | T, |9mgh |Tmgh | 27083 mm’ | 062
T, |4mg/1 |1 mg1 | 268.66 mm? 0.60
T, |6mg/1 [1 mgd | 276.50 mm? 0.46
[ TRacine  |T; |9mg/l [1 mg1 | 22.166 mm’ 0.93
B T, |6mg/1 {1 mg/1 | 21.50 mm? 0.69

Signn ~rs par ailleurs, gu’aveune néoformation de bourgeons n’a étd obxo i

S ergueks @ soiem Porgine cocxl L tepe dlaxplant of fe tupport hormonal RIS

-~
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Résultats et interprétations

3- Micropropagation par élongation - fragmentation.

- Latechnique de multiplication par élongation-fragimentation consiste 2 muliiphr e

cnatéricl végdte! A partir-de microvcutres (10 3 15 g de Jongusur) porlant au weins
un bowrgeon axillaire: Foar cela,fe milicu de base .uiilisé est celui de MURASHIGE ¢!

SKOGG (1962) additionné de concentrations croissentes de BAP (Témoin :0 me/, 7,

0,25me/l T 6.25mp/l Ty Iz O 2mall; Vyoodbmgll Tt €mogl, Tyt 10/l

vour evaluer Peffet de ces diilérentes concentrations, piusiews puaiwincues
(Nombre de nceuds, élongation, etc.) ont été pris en considération,

3.1 Effet de la Concentration de BAP
a) Riaehy™E T g oanteg

DO ) ex s ay tagit par ¢ débourrement do WEechs O 10
Le nombre d’explants' ayant réagit par i¢ débourremment des bo

- peran tre déterminart pour évaiuation de la téactivité des explaats inittaux sour s 2

L3

daanuidplication. Dans nes conditions expénraentai. » fa réactivité des expiants utilisés
-est de 100% quelle que soit 1a concentration e BAP.

b} Nombre moyen de Nauds

Le nombre de neeuds est cependant trés influencé par la concentration de BAP dans
le milieu de culture. L’analyse de la vanance révéle un effet significatif de ce facteur
(nombre de nceuds par explant) 3 partir de la 3™ semaine de culture (Fig.16).

Ainsi, cing groupes homogenes sont obtenus- dont la concentration de 8 mg/l

comstifue le preasier pioupe prodeisaid en coyeane Y25 & DU0h cones, i

conce:ration la moins favorable est de 0.25 mg/l produisant 2.5 £ 1.05 nceuds par

Pt
i

SR kL e i e s e an

12 ro0Tgh L imgn :
Ly amg! e SN i
e O o -- Pragll . ,__/,J{‘)

10 ' -

Nombre moyen de Noeuds
o

4 X
+ -
s |
/'J - )‘-'.‘xi e ";—;:""‘ ) i
L ,_r:_’A Ry .
/"7- al.:‘l-_f—-r}-f:" T
N REEETTT e e — .
’ e mps [ suruaes) r
Fogid © Dorwaen du v do omits oL feackion oo
concentration de SAP el du terps. Fubls - 117

7.54;**%) (Les traitements portant les mémes letire . .
pas statistiquement différents).




Résultats et interprétations

e} Elongation iwoyemme-des pousses

1 '¢lorsgation. dos pousses est vn critdre exprimait by qualit€ des explants. Clest
done win prraméie olé pour les gycies de muliphication vittnieurs. Lanabyse o2 o
variance n’a révele des effets significatifs qu'a partir de la 7°™ semaine de culture.
(Fig.17). Le test de la PPDS fait apparaitre quatre groupes homogénes. Le meilleur

traitement pour ce paramétre est de 4 mg/l de BAP. 1

Elongation moyenre Gus moLsses (mr

Temps (semaines)

Fig.17-Variation de I'élongation des pousses en fonction de la
cancentration de BAP et du temps (Fobs =9.72: ddl 7:54:%).
CLES  ShaiemrdS  pucddad eSS MoLied  ooliC BE Stes S
statistique ment différents).

d Y Nombre de Bourgeans utilisables

Parmi les pousses produites, quoelques-unes présentent des entre-nceuds ¢ s g
ne permettent pas leur fragmentation ultérieure en vue d’entreprendre un nouveau
cycle de multiplication.

Pour mieux évaluer I’effet de la concentration de BAP, nous nous sommes intéressé
au nombre de bourgeons utilisables pour le cycle suivant. La figure N° 18, montre que
ce nombre varie de 8 + 2,13 bourgeons (T,) a 1,88 + 0,86 pour le traitement (T)).
Panalyse de la variance effectuée sur les résultats de la septiéme semainc mini2
Cetfer ds peutement fHosifcadf deda concéutiation de BAP sur da productiun en
bourgeons uiliisables. le test de 'a PPDS ncus permet de dégager quatre groupi
Yomoganes dont le piender <0 constité per les trsitements TS5 (4 mg/T) ¢t To (& mp'h)
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Fig.18: Effet de la concentration de BAP sur le nombre de bourgeons
o JII(CL"—"‘S‘ SO , m -T- :‘AY""._A:' "'\ ‘_'"_",r.’ 4, o )
= A9 Gl TREDN fLer rldramenis poiEar Lyl wes
1» 1 ne Sor! pas st Iinliuemeeat Aifféroar b
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- ¢) Pourcventage de cailogenese 3 1a base des exp:iate

- Quelle que smt Ia ccncent'at]un de BAP apphyuée, ! tes explanis pamfasiont ue

ca]logenese a leur base (Fig.19). Prés de 100% des explants cultivés dans le milieu

contenant 10 mg/l de BAP sont callogénes dont 37,5% présentent un jaunissement

foliaire qui affecte considérablement les parameétres étudiés ci-dessus.(Planche.3,

Photo.3). D’autre part, il y a lieu de signaler que pour le traitement T4 (2mg/1), quoi

qu’il donne de bons résultats, 12,5% des explants présentent des vitrifications foliaires
(Fie 0) (Planche.3, Photo.]).

. La tatle cos calévarde d'un waitcpent a waauire 13 mm’ pour e 10,3 ng i)

<t 50‘mm? pour le traitement T,(10mgd) ce qui entrave le développement des pousses.

T‘LP««{ — % I
1 e ark
, -
S ) § 0%
s 3
oAb g
© 2
£
% %
o !-- ot o —— ;45 _fgg_._
Toron G2F 05 1 ? a 3 i
S4F .‘1‘,”
;
Fig !9 Iffet de la concentration de BAP Fig 20 : Effet do L concentraion g 24P
sur le pourcentage de callogenése. sur le pourcentage de viyrific.tion.
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3.2 Effet de la modification macrominérale de MS sur la réactivité des explants.

. ‘Les résultats présentés précédenument montrent que les explants-culti€s sur le
© . milicu: MS ‘et quelle que soit. la. concentration de cytokinine utilisée, ‘mani estent un
faible. taux de multiptication. Ce  risultat’ est. gscentiellement - di . au- faible
©+ déveleppement des entros-iieuds et des ancmzies mo: phologiques surv +.2es lors de

ia culiure, ’ : :
Pour cela, en se-basant sur les travaus affectuds sur les chénes JUNCEER o
FAVEHR 1989 i SLAGUL 1997), vous avoens jugé utile de réhare la correaiiofion
des macroéléments au demi (/) et de réduire NH,Noj au quart ('/4) sans pour autant
changer ni la composition en microéléments, ni la composition vitaminique qui restent
celles de MS (Annexe.l). Cependant, seulement quatre concentrations de BAP ont été
utilisées :

s Témoin : 0 mg/]
« T,:0729me1
o ?‘GS‘L%;

. ® 13 ;1 M"g‘l

a) - rdactivité de%r*xp!::rxjffﬁ
- Quelle que seit, 1a concertration de BAP utilisée, '2s axrlants sont réactifs &
- 100% et.Ce dés la premiére semaine de cuiture. Cette réactivité se mamieste par i
débourrement des bourgeons axillaires.

b) - Nombre moyen de Neeuds.

~ Au cours de la septiéme semaine de culture, le nombre moyen de nceuds varie
de §.75 =072 pepudsexplant A 8,50 = 3,12 nceuds/exrlants recpectivemont rovg T
- témoin-et le waitement Ty (lmg/l). Cependant, cetie variativn reste insignifiante
(Fig.21). : '
-« Eareffer, Vanalyse de la vamation.efiectuée 4 3, 7 et 10 semaines de culture
—.gévele un effet non significatif entre les traitements.

Tt 102
—_—— [0 .5 m gl

g [tmgm
-—t — Témoin

- 6mibee mayen de Nosud

G | a + o
t Tem s (Sem s res:

~

1-1g.2f: Evolution du nombre de ‘neeuds en jOncr:‘;'un (o
concentration de BAP et du temps (Effet non significatif Je la
concentrariar‘ de BAP)

!
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¢) - Elongation moyenne des rousses

L ¢lorgation isoyemme des explanfs varic -de 7,00 5.9,13 'mm respectivement e

- ponr Je témoin et e T (1mg / 1. Seulement. 1'zhalyse de la variance ne montre pas® G

Ccette différence de croissancs des capiants et ce, que’ 4o foit Je iraitem ot appliqué. o
(Figa2n. - -

L) PR - - - - — - — - e Al m—— Ch e m———
P
' f e = (0. B Mg/l L
1 e [T it
¢ ki TA M QN i s
DT .
10
. |
g N -
E e
.:. ,/./: ‘_./ i
T, _/’;5/::"’
Lo
Pt
2 ﬁff/
e 1
‘_’_ﬁ,ﬂ" .
-
o UUSUIO U P .
3 H e
° | Lempsl trmAaiTey)

- Fig. 22: Evolution de I'élongation mayerine des explanis en jv:. tion de
la ccicertration de BAP et Ju temps. (Eifer aon sigadficar £ e
la concentration de BAF).

d)- Nombre de bourgeons utilisables (microboutures).

Le nombre de bourgeons est étroitement 1ié a 1'élongation des explants et au
nombre de nceuds, plus le nombre de nceuds et I’élongation augmentent et plus le
coefficient ¢ rmultiphioation apmeic.

. Ainsi, aprés 10 semaines de culture, ce nombre varie de 7,0 = 1,89 a 12,38 +
. -..5,47 micraboutures.,par explant.respectivement pour le témoin et le traitement T;

{1 mgT) (Fig.23), Cependant, Panalyse de la variance 3"est révélée non significative.

4 e - v —— = m——

L L a
P A NN
—t— M
——m T n

L)

’ Nomiwe moyen de bourgeon. Wilisable
- -

T
L -
oz

Eveinnsh dy nurwre de micschounes atifelbles powr o
o ole suivant en fonction de la cor antrati o e BAD et i
temps.(Effet non significatif de la cor.. itration de BAF,
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e)- Callogenése 2 la base des explants,

L'induction . d'un ‘bourgeonserient .axillaire sur je milien o5 modific et

v additionné de différentss concentration s de BAP, s est moutré fa orable a la formation

" de cals, En effet. prés Je 75 % des explants cultivés sar ce miher' contcnant ! mg/l de

CBAP developnentdus cas Jonties dlrensicns vanent de 2w m® 3 30 med,
Cependant, - padt - le taitcwent T, (0,5mg/h prcs de 88% des  exilanty

-dévcloopent des cals de diverses dimensicns (6 mm? 3 20 mm® ). Ce faax st

hearooup m. s Srepotant polr je feaitirpent 1 (0,23mg 1) oet le e dunt
pourcentages de callogenése sont respectivement de 50% et 12,5% (Fig.24).

1086%
LR
z
|
£
H I
' i FE !
+
14
i
: 2%

L)
8AP [(mgih)

Fig.24: Effet de la concentration de BAP sur le pourcentage de
callogenése a la base des explanis

3.3 Effet des concentrations optimales en BAP associées aux deux milieux
e culture MS et MS modifié.

Le choix du milieu de culture se justifie par I’obtention de vitroplants de bonne
qnalité. (8longation, morpholagie des folioles). Les études menées précédemment et de
“maniére indépendante d'une pirt sur fes concentrations croissantes de BAP et d’autre
part-sut Ja composition minérale ont montré des effets significatifs sur 'ensembles des
paramtres considdnds,
En s¢ basant sur ces concl.sions, il nous a semblé utile d’étndior !
combinés des meilleurs concentra ions en BAP (0.25; 0.5 et 1 mg/l) associées aux

deux milieux de culture (MSetM ).

R -

a ) Nombre moyen de euds

Mis & part le témoin, la lilution des macro-elements entraine une neﬁe

arichioration b o bre deomeend sy ai dackla pocr cortaives Coneen satone 3
CLyet Ty (Fig.25). Cone dilutiw. 8 - compagne d1oe reduction :J d’une CvE i on g
“taue de jaunisss nents des feotles Maache 3, Phote.?),

4]
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Résultats er frterprétations

1
~

bourgeans itiisables
Ly By~

v e s ——

Norbire moye, &
i

& -
;.-_ z

Fig.25: Effet de la concentration de BAP et de la composition
minérale du milieu sur le nombre de neeuds aprés 7 semaines de

culture.

b Y Elenratics oy sone ded ronsses

Cempam:.n-‘&mcnf au milieu MS, k& milicu MS, améliore considérablarnen:
P élongation des sxplants, Ainsi, pour 0.25 mg/ de BAP, les explants cultivés st les
raiieax’ MS et MS, priseatent des éleng-tions respoitives de 2.50 + 0.82 mm et 7 88
+ 2.16 mm, et ce, 3 7 semaincs de culture. Celte différence dans I’élongation des

. pousses est également observée pour les autres traitements. Done, mis & pait In témnip,

le miben MS,. améliore neiternent ce parairtre (g 265,

longation moyenne (mm

Fig.26: Effet de la concentration de BAP et de la composition
minérale du milieu sur 1'élongation des explanis aprés 7
semaines de culture.

¢) Nom! -e moyen de bourgeons utilisables (microboutures)
S - 1

Avee la concentration Je 0.25 mg? de BAP, les explaots cuttivés sur le mitiew

'MS,, donnent Jeux fois plus de hourgcons utilisables que sur le rathicu MS

I

Globalomenr, ¢ mitien M3, ntaz dore posighvenoai yost Blon sur b e o

bourgeons utilisables cue sur leur qualité {Absenice de irtfie tony (g7

42 .
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, 7\?#.__“,# e e

54,

&8 4

g3,

25,

5%

REENN "

’ By 1
BAP ()

Fig.27: Effet de la concentration de BAP et de la composition
minérale du milieu sur le rendement en bourgeons utilisables
aprés 7 semaines de culture.

e mmen e+ mpmem W g eis e s

- . "‘7' -1. "_"-" EAN '_
8T

Malgré Vefiet positif du miliew MS; associe a la meilleure concentration cn

“BAP {tmg/ly sur ensemble des paramttres fdide, levcocificient de multiplicatios

reste insuffisant. - Ce -miticu favotise en catre 'apparition d'un taux eleve de

“callogenése 4 la base ‘des explants, ce qui a entravé considérablement le

- développement normal 05 vitopionis,

- Pour cela; nous nous sommes intéress€ a tester unc autre méthode  de

multiplication habituellement appliquée aux résineux : Multiplication par hyper-
ramification associée dans notre cas i une élongation- fragmentation.

43



v

Résultats et Interprétations

les tésineux. File consiste & induire le développement des ramifications

. pousses directemient unlisables pour la muitplization. Lpp clation do Pettice e v

4-Multiplication par hyper-ramification et élongation-fragmentation

1.4 techmique de.mdtiphication: par hyper-ramification esi plutdt courante chez
a la suite d: Ia
snporession de 12 doirivance apicale (CHERTF! 1986 : KHELIFL 10090), '
Dans notre:cas pour induire cette hyper:rarufication, -nows-avons egaloomreni
supprimé le beargeon apical de 1'¢picotyle ainsi que Ja pariie racinaire. Ceci a permis
le dér:arrage des bourgenns axillaires gui se ddve!oppent par la suite o1 auiant de

la combinaison mulnphcanon par hyper-ramification et élongation—fragmentation a
été faite par 1’étude de plusieurs paramétres sur le milieu MS; sans BAP.

a ) Réactivité des vitrosemis
La réactivité des vitrosemis est de 100% et ce dés la premiére semaine de
~plture  Cette réactivité se manifeste par le démarmage des beourgesns naiitiig

£
St

FavORISe par |3 sippfussion e deisiaance apicale. Lo merauoutunes prolo fes

. directoment sur les pousses qui démarier: a partir des howrze ns axllaires, précxiuni

3 1a hase des condadons, réagissen’ A 1 00% des lewr naise 2n eu't e,

b ) Nombre moye. de aauds

‘Au cours de la premidre semsine de culiure. les vitrezemis i per-remfids
pioduisent en moyenne 2.77 = 0.24 nwuds. Ce nombre augmente apres ¢ing seinaiic
de culture pour atteindre 10.3 + 0.84 nceuds par vitrosemis, et passe par la suite &
23.152 6.18 nceuds aprés 10 semaines de culture (Fig.28)

¢ ) Elongation moyenne des pousses
Les VlU‘OSleS hyper—ramlﬁes présentent generalernent plus de deux
ram fications, qul atteigrent &1 movenpe 3.77 4 1 88 mm dupset 1a premilee so

de culture et continuent deerojire jusqu’a 21.91 = 5.00 mm & la dousiéme scmame de

culture {Fig.29 ; Planche.3, Photo.4 &.5).

"+ d) Nombre moven de’bourgeons utilisables (microboutures)
- Aicing semaines de cuiture, le noinbre de bourgeons utilisables atteint & 77 5.

-~ 109 bourgeons par vitrosemis. Ce ncinbre augmente aprés douze 501iai 178 8 e i

jusqu’a 21.3 # 0.63 bourgeons par vitrosemis (Fig.30).

5 — Bilan général (partie multiplication) .~ .

A travers les résultats obtenus précédemment, la technique d’hyper-ramification
des vitrosemis associée a 1'élongation-fragmentation (culture sur le milieu MS; = H)
§est av&rde trée intéressante pour lancer une micropropagation. Pour smien oabor ey

= perform.ances de cetie nouvddle fechniquer de moitiplication, ous ayoi- S5 Tl 8
-résultats avec ceux.-de la iex nn’qm d’ élongation-fragmentation {culture sur le miticu

MS; 4 Tmg/l BAP = T meiiions rosultats de la nartie prac(eente). 174t de 2 portt sy
les'mémes pare e ucs que pre cch et
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a ) Nombre moyen de noends
L *analyse de la variance effectude sur los résuliais obtenus i ia diaieme semaine
. de colture, présente un effet significaiif sur Y pombre de noends, Lo test de la PPDS
conirme ccf effct en révélaat 1+ prisence de deux gionpes différents @ le premier est
Ccon-titgd deta tchnigue HY avee 2345 £ 6,13 nevnds par vitrosems ef le deuxicme
* par la technique (T) avec 13.5 475,55 neeuds par vitrosemis (Fig."8). :

I a
g 20
i
¥ 15 &

g

g 10 |
g 1
£ s .

F :

1 7

] u

Y P

Fin2k FY. de la méthode de mulipli = wur e readement
ety A0 e de e (Dl ~ 4030, ddl 1T9Y).
Les traitenents portant I - mémes letire ne sont pas
stetistiquement Tificreiis).

b } Elongation moyenne des pousses
1'élongation des pousses, constitue le principal avantage de la technique de
multiplication par hyper-ramification associée & 1’élongation-fragmentation. En effet,
les vitrosemis hyper-ramifiés produisent de nouvelles pousses ayant des entre-nceuds
suffisamment allongés pour produire un grand nombre de microboutures (Planche.3,

Photo.4)
- . L'analysc de la vivianve effectose sur fes résuinas de la 34 seraatios de rofiure
- .metl en évidence un eftet tros hautement significatif sur I’élongation des pousses. Le
.+ test de la PPDS. réwele deur groupes dont le promicr est représenté par la technique (H)
- offrant ene'moyenne de 21914 5.00 mam, comparativement au deuxiéme groupe (T)
-avec unz Slongation movenne 12.44 + 2 81 mm (Fig.29).

’é‘ P e - it ot s — A ——
£ 20

E 15 B

>,

g 10

£

E‘n 5

}

o 4]

Feg Jd O de e sochnigue doon dlliplsadioec s ilunge o

Gevomowes S MY el we cultuie (Fobs
C P GR AP e ealigends ger ol s L LS

i me soml pus  tanstiguérent  diflerents).
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>

- ¢ ) Nombre de hourgeons niilisables (microboutires)

Le coanire de boargeons uthisables pour e cyele vuhvont est éuott: noa 1+
Péfongation des pousses et i aomere de nrvuds. bnelier pios la ponase estallongde et
e nombre de reeads dlevé, sfus e readzinont en ime ohonties avymeate Tyt
d’avoii un coefficient de multiplication optimal (Planche.3, Photo4) |

L'analyse de la varizace offoctuée sor Jos réseitats chionus & Jix semzine e
suitere, movice et trds sigmifieatii Je la anddode dooamdiipleanon ur i
iendement en bourgeons utilisables. Le test de la PPDS, révéle deux groupes dont le
premier est représenté par la technique de multiplication (H), qui offre 21.3 + 5.91

microboutures et le deuxiéme par le traitement (T), offrant 12.38 + 5.47 (Fig.30).

srarveend ulilisables
.
I
emmperrriararepere—

Nemrre de &

Trelivmerts

Fig 30 Effet de la technique de multiplication sur le rendement en
bourgeons utilisables a 10 semaines de culture.
(Fobs =4.04,dd] ; 1:19,*) (Les traitements portant les mémes
lettre ne sont pas statistiquement différents).

S-TC0aCinLi o

] apouvelle technique de. multiplication par hvper-ramification permet d’obtenir
. directernent des pousses altongées utilisabies pour le cycle de multiplication suivant.
. De plus,-cette technique, nous permset d’éviter e probléme de 1a callogencze a la base
- dex exnlants, tout 2n maintenant un stock permanent v microboutures car nous vous
rer.arqué qu'a chaque prélévement de pousses, il yade nouvelles qui pronraist ¢ v oo
naissance sur le vitrosemis de départ.
Sur la base de ces résuitats, nous proposons donc le schéma suivant p ur la
micropropagation de I'arganier (Fig.31).
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Aspect des explants développés sur le ‘3. Callogenése et jaunissement des explants ]
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7 - Enracinement
7.1 Eff«t de I'ALB sur I'e iracinement ~ -

Pour I'indncuon de ja dizgendse sur los vitroplants produits précédenment, e
peiliv e culiare unlin g MS,, additionné de diiTérentes concetstrations ¢ AR ¢

vivom (Mreg )y
o agti),
T, (2 mg/l);
T3 (4 mg/l);
T4 (6 mg/l).

Pour évaluer I’effet de ces concentrations d’AIB sur Iintensité et la qualité de
1anracipement, nhisicnrs naraméires oot € nris on cansidivatl ng

a ) Réactivite des e piwuls,

La ccactivité des eaplant: duseni-la shase d inducaon de ia rhizogenese, ow
évaluée par l'entrée en activité “des bourgeons axillaires. Les resultats obtenus
e - montrent que présde 87.5% des explants réagissent dés Iz premiire sereoine de eultrs
- pour se stabiliser 3 10U% la semaine suivante, ¢t ce, quel que soit le traitement atilisé,
y compris le témoin (0 mg/) (Fig.32).
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Fig 3. Variation de la réactivité des sxnlants er. & v tion 121
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‘ | unisieaton do A gTont g Mee indisponsaliln & Peiracinemen. des ey
En effet, en pAsence de cette haumone, 12.5 % 2 36 % des explants <enraciient
contre { %5 ¢r. son at . ¢nce. .
Le meilleur résultat est obtenu avec la concentration de 1 mg/l d’AlB (Fig.33).
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Fig.33 : Influence de la concentration d’AIB sur le pourcentage
d'enracinement des explants aprés 15 semaines de culture

o) Nombre faoyon o yachines par expioat,
T tes explas earacings, le auriire moyen Jeracine: ar explent est ol
3 3 o o _l }‘ . ?
queiic Jue <oit la concentraizon d’AlB utilisé:c. Cect montre que |'AfB agit plus sur l¢
déclenchement de la rhizogenése que sur Vintensité de colle-ci.

d) Nombre moyen de nceuds par explant

Le nombre moyen de nceuds produit par explant varie d’une concentration a une
autre. Pour une concentration de 1 mg/l les explants produisent en moyenne 2.13 +
1.20 nceuds, contre 1.6 £ 0.5 pour les traitements T et T, et ce & deux semaines de
cuttars, TFig.31).
L analyse de la vaiance effectude @ six ccmaines de culiure, trontsy v crigt
_ tres hautemen! significatif de-la concentration d’AIB sur le nombre moyen de nceuds
- par-explant. -Enreffet-lertost des la PPDS cdvile trois groupes homogenes, dont le
premicy est eprésené par:le: fraitement T, et le témoin, le deuxiéme groupe est
Ccorstitad-par Je traitement Ty par conure Je troisiéme englobe les deux autres
trasomests A sevoirle Toet iy ' |

arvire ey e el
-

Fig 54 Variuiion dw nonmbre de wonds pa eplas on Joaciicn de L
conceniration 448 et aw temps. (Fohs=877 &iid 35 2%y (Le:
traitements portant les mémes lettre ne sont pas siciisti-jeszinl

différents).
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pourcentage de callogenese est respectivement de 25 %, 37.5 % et 50 % (Fig.37). En
presence de 1 mg/l aucun cal n’est observé, ce qui influence positivement la qualité

des racines produites.
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¢ L’AIB influe considérablement sur le nombre moyen de nceuds produits par
explant et dont les meilleurs résultats sont obtenus en présence dn T, (1 o 0
et du (i

o Aucun effeis sur DPélongation, le témouin donr: cone low mclilewre.
Slong- tions dos nenises. : :

o Cenendant, PAID sutiue sur ke nomibe ey de bourgeons atitisahles pa
axplant. Les meilleurs ruliats sont obtenus sur des explants en pwésence 4.
T, (1 mg/h et du v moin,

s Foontlient e cas o la base das eaplanis or preoner de 2 a G e AT

En se basant sur ce bilan, nous avons retenu la concentration de 1 mg/ (T))
pour la suite de I’expérimentation.

Tableau. 11 : récapitulatif des principaux résultats obtenus

P SRR S P P

. e R " Paramétres Sudiés o “
Traitements | Enracinement | Nb.noeuds | Elongation |Nb. Brg,uliiisablesl Calixgenzse |

LY R IS R I A

T (i lﬂg}‘D _‘~.. . -+ N 4 —J: i‘_ . “- - !
T, (2 mgl) Ty T P IR e B ;
T: (4 mgh) ks + + + - ;‘“"'"-"
Fbmel, | 4 : T3 T n — e !

ST T ) dbsence IR R e -

33




Résultats e;a‘m‘?rpre’mom:

7.2 Effet d’une combinaison d’auxines

Nous avons rcpris la meilleure concentration d’AIB (Img/l) de 1’expérience
précédente que nous avons associée 3 une gamme de concentration d’ANA. Signalons,
que ce type d’association auxinique est souvent recommandé pour la rhizogenése in
vitro chez les feu:ll:s (BADII et al,,1991). Les traitements testés sont les suivants :

Témoin : Img/l d’AIB et Omg/l d’ANA,
T, : Img/l1 d’AIB et 0.5mg/l d’ANA,

Ty : Img/l d’AIB et 1mg/l ’ANA,

Ty : Img/1d’AIB et 1.5mg/l d’ANA,

Le milieu de culture utilisé reste celui de MS, sans le charbon actif,
a) Pourcentage d’enracinement.

L’induction de la rhizogenése varie en fonction des combinaisons auxiniques
appliquées. Les explants soumis au témoin présentent un enracinement de 36 %,
contrairement & ceux du traitement T; (Img/l ’AIB et 1.5mg/l ’ANA) et T, (Img/]
d’AIB et 1mg/l d’ANA ) qui offrent respectivement 29 % et 19 % d’enracinement a 12
semaines de culture.(Fig.38).

Les explants enracinés développent a leurs bases des cals de couleur brune, sur
lesquels des racines néoformées prennent naissance. Ces derniéres sont fines et
nombreuses (jusqu’a 21 racines néoformés par explant). Leur développement est tout a
fait normal (quelques cm en quelques semaines : Planche.4;Photos.3,6 & 8).

100%

30% |
60% ]
40%

o J i
0% -

Témoin TI1 T2 T3

% d'enracinement

T raitem ents

Fig.38 : Variation du taux d'enracinement en fonction
des traitements auxiniques appliqués

b)) Réacti “ité des explants

A deux semaines de culture, les explants soumis au traitement T réagissent a
100% (débourre nent des bourgeons). Cependant, pour le témoin et les traitements (T,
et T,) la réactivit¢ des explants est respectivement de 83%, 47% et 69%. Ces taux de
réactivité passent 4 100% a la quatriéme semaine. (Fig.39).




Résultats et Interprétations

100%

80%

60% |

40%

% de néactivité

20% : BN

. :
!.4SQH'I§

0% |

Témoin ™ T2 T3

Traitements

Fig.39 : Taux de réactivité des explants en fonction des traitements
auxiniques appliqués

¢ ) Nombre moyen de nceuds par explants

Dés la deuxidéme semaine de culture, le nombre de nceuds varie en fonction des
traitements appliqués. En effet, ce nombre varie de 0.62 + 0.52 24 4.38 + 1.57 nceuds
par explant, respectivement pour les traitements T, et T;. A la quatriéme semaine, ou
tous les explants sont réactifs, le nombre de nceuds atteint 3.37 + 1.28 et 13 £ 7.72
respectivement pour T, et T; (Fig.40).

L’analyse de la variance effectuée & six semaines de culture met en évidence,
I'effet trés hautement significatif des traitements appliqués sur le nombre de nceuds. La
comparaison des moyennes 2 travers le test de PPDS révéle deux groupes homogénes
dont le premier est constitué par le traitement T; et le second regroupe le témoin et les
traitements T, et T».

1 4
16 }
14

12 |
10 ]

Nombre moyen de nocuds

o N A O o

o]
0

Temps (semaines)

Fig.40 :Evolution du nombre de neeuds en fonction des traitements
auxinigues et du temps (Fobs = 5.07:ddl:3;28*** } (Les
traitements portant les mémes lettre ne sont pas statistiquement
différents

d-) Elongation moyenne des pousses

A quatre semaines de culture, les microboutures atteignent une élongation
moyenne de 2.62 + 0.63 mm et 15 + 4.96 mm respectivement T, et T (Fig.41). Cette

"33




Résultats et nterprétations

faible élongation des pousses observées peut étre expliquée par la formation des cals,
de dimension parfois importante, i la base des explants; ce qui entrave
considérablement leur élongation.

L’analyse de variance (résultats de la quatriéme et la sixiéme semaine) ne révéle
pas d’effet significatif de la combinaison auxinique sur le développement des explants.

25

—5—Témoh 5 _TT
—— F2 L ]

o
oD
[ I

Temps (semaines)

Fig4l : Evolution de I'élongation des explants en fonction des
fraitements auxiniques appliquée et du temps. (Effet non

significatif).
¢ ) Nombre moyen de bourgeons utilisables (microboutures)

L’évolution du nombre de bourgeons utilisables est également influencé par la
combinaison auxinique appliquée. Le traitement T3 (11.25 + 7.59 bourgeons par
explant), donne 4 fois plus de bourgeons que le T; (2.25 + 1.03 bourgeons par explant)
au bout de quatre semaines de culture, (Fig.42).

L’analyse de la variance effectuée 3 6 semaines de culture montre un effet
significatif de la combinaison auxiniques sur le rendement en bourgeons utilisables
destinés au cycle de multiplication suivant. En effet, la comparaison de moyennes par
le test de la PPDS, met en évidence deux groupes homogénes dont le premier est
représenté par le traitement T; et le deuxiéme groupe englobe les autres traitements (T,
et T, ) et le témoin,

18
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i——.n.—-T? -—o-—T3 f

12 P e |

10 }

Nombre moyen de bourgeons wtilissbles

L= - -
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L |
1 J
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Fig 42 :Evolution du nombre de bourgeons en fonction des
traitements auxiniques et du temps ( Fobs = 5.17:ddl'3:28,* )
(Les traitements portant les mémes lettre ne sont pas
statistiquement différents)
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f) Callogenése a la base des explants

Mis & part le témoin, quelle que soit, la combinaison auxinique appliquée, les
explants manifestent une callogenése & leurs bases. Les cals ainsi développés sont
bruns et compacts. Le pourcentage de callogenése varie cependant de 62.8 % 4 100%
rfspectwement pour les traitements T, et T,. Leurs dimensions respectives sont de
71.4 mm? et 88.4 mm? (Fig.43 et 44). Ces cals sont souvent le siége d’une rhizogenése
(néoformation racinaires) intense

100%

. :
10% i 160 |
0% 1 ]
3

0% E $0 | i
20% g 40 IL f l

]
0% [

T&moin Témain 1 ™

% Callogendss

T raitements T rakements

Fig 43 : Variation du pourcentage de callogenése Fig.44 : Evolution de la surface moyenne des cals
en fonction des traitements auxiniques appliqués.  en fonction des traitements auxiniques appliqués

Les résultats obtenus, concernant l'effet des différentes combinaisons
auxiniques montrent & travers les parameétres ¢étudiés, que le T; (ImgA d’AIB et
1.5mg/1 d’ANA), offre les meilleurs résultats en terme d’intensité d’enracinement (21
racines néoformées par explant). Cependant, la fragilit¢ de ces racines entrave
Pacclimatation des vitroplants. Ainsi, le témoin (1 mg/l d’AIB) sera maintenu pour la
suite de I’expérimentation

Tableau.12 : Tableau récapitulatif des principaux résultats obtenus

(-) absence () faible (+) moyen (++)Ebonne

;
i
i
{
i
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7.3 Effet du charbon actif.

Afin d’évaluer linfluence du charbon actif sur le développement et
’enracinement des vitroplants, nous en avons testé plusieurs concentrations (Témoin :
0gM Ty: 1 g/l Ty 5 g/l Ts: 10 g/l; Tg: 15 g/l Ts 20 g/1) dans le milieu de cul e
MS, sans hormones de croissance. -

a ) Pourcentage d’enracinement

Quelle que soit 1a concentration de charbon actif appliquée, les explants ne
manifestent aucun enracinement. Cependant, pour certaines concentrations (T, et T;),
le charbon actif améliore la qualité (aspect morphologique : folioles plus étalées, plus
vertes et aucun signe de vitrification) des explants.

b) Réactivité des explants

La réactivité des explants constitug I'élément cl¢ pour le choix du milieu de
rhizogenése. Pour ces traitements T; (1 g/f) et le Ts (20 g/1), la réactivité des explants
est de 100 %. Pour les autres traitements, ce taux varie de 83,33 % pour le traitement
T, (5 g/) et le témoin, 3 50 % pour les traitements T3 (10 g/1) et T, (15 gfl) et ce,
pendant la premiére semaine de culture.

Cependant, pour certaines concentrations de charbon actif ce taux tend a
diminuer : cas des traitements T4 et Ts (Fig.45) A cause des nécroses survenues en fin
de culture.

o

RERE

Réaactivité des explants (%)

0% LI,

Fig.45 : Evolution du pourcentage de réactivité des explants en
Jonction de la concentration du charbon actif et du temps

¢) Nombre moyen de Neeuds par e?cplant

Le nombre de neeuds produits par explant varie en fonction de 1a concentrition
de charbon actif. En effet, & sept semainés de culture, ce nombre atteint 1,50 + 1,58
nceuds par explant et 7,17 + 1,63 neeuds regpectivement pour les traitements T, (15 g/)
et le traitement T; (1 g/1). Cette différence traduit 'influence du charbon actif ir le
développement des explants. (Fig.46).
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L’analyse de la variance établie sur lIes résultats de la septiéme semaine de
culture montre un effet trés hautement significatif du charbon act f sur le nombre de
nceuds. Le teste de la PPDS, montre trois groupes homogeénes.

Nombre moyen de nosud

+

4

s
7
]
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0 1 3 7
Temps (semames)

Fig.46 : Evolution du nombre moyen de neeuds en fonction de la
concentration du charbon actif et du temps (Fobs :6.20,ddl: 5,30, **%)
(Les traitements poriant les mémes lettre ne sont pas statistiquement
différents)

!
d ) Elongation moyenne des explants

Seules le traitement (T,) et le t¢moin offrent une élongation appréciable
respectivement de ’ordre de 11,3 + 1,43 mm et 10,3 + 0,97 mm. Quant aux autres
traitements, 1I’élongation des microboutures n'excéde pas 5,67 + 1,68 mm et 4,33 +
0,84 mm respectivement pour les traitements (T,) et (Ts), les plus faibles élongations
ont été enregistrées avec les traitements (T,) et (T3) avec respectivement 2,33+ 0,72
mm et 2, 50 = 0,73 mm et ceci 4 sept semaines de culture.

L’analyse de la variance s’est révélée significative pour le paramétre étudié. En
effet, le test de la PPDS, nous a permis de distinguer trois groupes homogeénes.
(Fig.47) dont le premier est formé du témoin et de T). 1
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!_x_.ls g/l
t Ji—a—120 ;nJ

-r'_,ﬁ_*“‘“*‘i?'-‘o_h-l

Flongation moyenns (man)
-~

-’

o i 3
Temps (Sem zines)
Fig.47 ! Evolution de I'élongation moyenne des expl. its en fonction
de la concentration du charbon actif et du temp;
(Fobs :31.81;dd1:5,30;% (Les traitements portur t les mémes lettre ne
sont pas statistiquement différents)

¢ ) Nombre moiren de bourgeons utilisables (microboutures)

Aprés sept semaines de culture, le nombre de bourgeons utilisables atteint un
maximum de 6,17 £ 1,41 par explant pour le traitement T, (1 g/l), pour les autres
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raitements, ce nombre varie entre 4.67 * 0.97 & 1.17 £ 092 microboutures par

zxplant.
P L’analyse de la variance confirme cet effet significatif de la concentration du
~harbon actif sur Ia production de microboutures utilisablcs pour le cycle suivant.
De plus, la comparaison de moyennes deux & deux par le test de 1a PPDS, nous
permet de distinguer quatre groupes homogenes. (F ig.43). Le premier de ces groupes
ast constitué du T1 (1 g/).

Nombre moyes de bourpions weieahies
-

0 4
0 1 3 ?

' Temps (2em ainea}

| Fig.48 : Evolution du nombre moyen de bourgeons utilisables en

' fonction de la concentration du charbon actif et du temps.
(Fobs :6.25;ddl:5,30;%) (Les traitements portant les mémes lettre ne
sont pas statistiquement différents).

f) Morphologie atypique

Certains explants des traitements T, (5 g/M) 3 Ts (20 g/) manifestent un
brunissement des pousses accompagné d’une vitrification pour les T; 4 Ts. Le témoin
et le T, présentent des plantules & morphologie tout a fait normale.

11 faut signaler, que, le taux de brunissement augmente avec la concentration du
charbon actif, Ce taux varie de 17 % pour le traitement (T>) 3 66 % pour le traitement
(Ts). Des taux intermédiaires sont observés pour les concentrations de 10 g al5gN.

Par ailleurs, la vitrification des folioles n’a concerné que les explants cultivés
sur les milieux contenant plus de 10 g/1 de charbon actif et affectant 17 % des explants
pour le T; et 66,66 % pour Ts.

La callogenése n’a concerné que 16,7 % d’cxplants cultivés dans un milieu

contenant 20 g/l de charbon actif. (Fig.49)
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Fig.49 : Influence de la concentration du charbon actif sur la

' qualité des explants
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7.4 Effet de I’obscurité

L’obscurité est un facteur susceptible d’améliorer 1'élongation (par étiolement)
et I’enracinement des explants (effet obscurcissant du milieu). C’est dans ce contexte,
que différents traitement: 4 1’obscurité ont été testés :

Témoin : photopériode habituelle (16heures / jour).

T, : 15 jours d’obscurité absolue + photopériode habituelle (16heures / jour).
T, : 20 jours d’obscurité absolue + photopériode habituelle (16heures / jour).
Le milieu de culture utilisé est toujours MS, , sans AIB et sans Charbon actif.

a ) Réactivité des explants

Quelle que soit la durée du traitement 3 1’obscurité, tous les explants (100%)
sont réactifs dés la premidre semaine de culture. Cette réactivité est évaluée par le
débourrement des bourgeons portés par les explants de départ.

b ) Pourcentage d’enracinement
Aprés sept semaines de culture, les explants ne manifestent aucun enracinement

et ce, quelle que soit Ia durée du traitement appliqué.
¢) Nombre moyen de nceuds par explant

La variation du nombre de neeuds est étroitement liée aux traitements appliqués.
En effet, dés la quatriéme semaine de culture, le témoin offre en moyenne 6.33 + 1.20
nceuds par explant. Quant, aux deux autres traitements T, (15 jours d’obscurité) et T,
(20 jours d’obscurité), ils produisent respectivement 4.50 + 0.86 et 3.75 * 1.52 nceuds
par explant (Fig.50).

L’analyse de la variance montre qu’il y a un effet significatif du traitement
appliqué. La comparaison de moyennes par le test de la PPDS, fait apparaitre trois
groupes homogénes 4 savoir : Le témoin d’une part et les traitements T; et T, d’autre
part. l

10 .

—x—T0:Témoin
8 —g—-T1:15 jours

A
A T2:20 jours / .

B

C

Nombre moyen de nosuds

1} 1 4 7
temps (semaines})

Fig.50 : Evolution du nombre moyen de nceuds en fonction du
t itement a l'obscurité et en fonction du temps. (Fobs = 35.76
ddl:2;19;%) (Les traitements portant les mémes leftre ne sont pas
statistiquement différents).
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d  Elongation moyenne des pousses

A sept semaines de culture, les microboutures atteignent une élongation de 8.50
+ 1.21 mm et 8.13 £ 1.75 mm respectivement pour les traitements (T,) et (T,), par
rapport au témoin qui n’atteint que 6.83 + 1.55 mm (Fig.51).

L'analyse de la variance réalisée sur les résultats de la quatriéme semaine,
révéle Ieffet significatif du traitement (obscurité) sur I'élongation des pousses. Ainsi,
le test de la PPDS, fait apparaitre deux groupes homogénes. Le premier est constitué
des traitements (T,) et (T,) et le deuxiéme, du témoin.

9,00 _
800} —x — T0 : Témoin l
' —o—T1:15jours
7.w 1 . RSy v
—a—T2:20 jours | ‘5 /

600} |
5,00
400
3,00 -
2,00
1,00 }
0008 + .
0 1 4 7
Temps (semaines)

Fig.51 : Evolution de la taille des explants en fonction de la durée
d’obscurité et en fonction du temps. (Fobs = 2.91 ddl:2;19;%) (Les
traitements portant les mémes lettre ne somt pas statistiquement
différents).

élongation moyenne {mm}

¢ ) Nombre de bourgeons utilisables (microboutures)

L’évolution du nombre de bourgeons utilisables est également influencée par le
traite ment appliqué. Ce nombre varie de 5 microboutures par explant, pour le témoin, 2
2+ 1 17 pour le traitement T et ce 4 semaines de culture.

Cependant, A sept semaines, on enregistre une légére am¢lioration du nombre de
mic1 sboutures atteignant 6.5 + 0.84 pour le témoin et 2.5 + 0.83 microboutures pour le
trait ent (T,) (Fig.52). L’analyse de la variance (sept semaines de culture), révele un
effe: -ignificatif entre les traitements appliqués. La comparaison des moyennes deux a
deu» montre deux groupes homogeénes : le témoin et le traitement (T,) d’une part et le
(T,) « ’autre part.
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Le tableau n° 14, montre que le témoin donne de meilleurs résultats par rapport
aux deux traitements appliqués. L’obscurité a considérablement entravé la
multiplication des explants et ce malgré I’allongement de ces derniers en présence des
traitements T, et T. En outre, aucun enracinement n’est observé.

Fig.52 - Evolution du nombre de bourgeons utilisables en fonction du
traitement @ I’obscurité et en fonction du temps.
(Fobs = 8.72; ddl:2:19;*) (Les traitements portant les mémes lettre ne
sont pas statistiquement différents).

Tableau. 14 : Tableau récapitulatif des principaux résultats obtenus
Abvec le traitement a I'obscurité.

Traitements Brg.Utilisable
s
Témoin - s s
T, (15)) - + +
T, (205) - + +

(-) Absence () Faible (+) Moyen (++}Bonne
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1.8 Effet de ’association de PAIB et du Charbon actif sur la rhizogenése

Les résultats précédents ont montré que I’AIB (1mg/l) et le charbon actif (1g/1)
améliorent 1’état morphologique des plantules.
Afin d’améliorer le pourcentage d’enracinement ainsi que les autres parametres,
nous avons donc festé ces deux éléments en combinaison avec des photopériodes
différentes :

e C;: AIB (1 mght) + Photopériode normale.
e C;: AIB (1 mg/l) + CA (1 g/l) + Photopériode normale.
o C;:AIB(1 mg/l +CA (1 g/l) + Obscurité (une semaine).

a) Taux d’enracinement

Le choix du milieu d’enracinement se fait en fonction du pourcentage de la
rhizogenése des explants. Les résultats obtenus avec les précéderites combinaisons
montrent que le milieu contenant uniquement de I'AIB (1 mg/l) domne 36 %
d’enracinement. L’addition du charbon actif (1 g/1) 3 ce miligu, fait passer le
pourcentage d’enracinement 3 88 % (en photopériode normale), L’obscurité fait
cependant chuter ce pourcentage & 63 % (Fig.53). '

100%

0% 4

60% |

40%

% denracinement

20% }

0% |

[+ ] c2 c3
Mllieux

Fig.53 : Influence des conditions de culture sur le pourcentage
d’enracinement des explants.

b ) Nombre moyen de racines par explant

Quelle que soient les conditions de culture (rhizogenése) testées, chaque explant
produit en moyenne 1 racine qui prend directement naissance a sa base sans qu’il y ait
formation de cal (Planche.4, Photos.] & 2).

¢ ) Réactivité des explants
Dés la deuxiéme semaine de culture, la réactivité des explants atteint 87,5 %

pour la combinaison C; et 100% pour les deux autres combinaisons C; et Cs. A la
quatriéme semaine, ce pourcentage passe aussi 4 100% pour la C, (ng.54).

- 63 i
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Fig.54 : Influence des conditions de culture sur la réactivité des explants.
d ) Nombre moyen de nceuds par explant

Le nombre de nceuds produits au cours de la quatriéme semaine, varie en
fonction de la combinaison testée. En effet, ce nombre varie entre 12,75; 6,88 et 5,63
nceuds par explant respectivement C; C; et ;C. (Fig.55). 11 s’avére donc que
I’association de ’AIB et du Charbon actif (C;), améliore ce paramétre par rapport au
témoin (C]).

L’analyse de la variance effectuée & quatre semaines de culture révéle un effet
significatif des combinaisons testées sur le nombre moyen de neuds par explant. Le
test de la PPDS, fait apparaitre deux groupes dont le premier est constitué de C,.

18 i
1a L] 8

12
10 |

Nombre moyen de nosuds
[- &

0 2 4 §
Temps (5emaines)

Fig.55 : Evolution du nombre de neeuds en fonction des conditions
de culture (Fobs.7.82 ddL2;19; *).(Les traitements portant les mémes
lettre ne sont pas statistiquement différents).

e ) Elongation moyenne des explants

Les résultats obtenus & 4 semaines montrent que les conditions de culture C;
sont les plus favorables pour ce paramétre : 8.56 mm contre 5.11 mm et 3.66 mm
respectivement pour C; et C;. En effet 'analyse de la variance révéle un effet
significatif du milieu d’enracinement sur Iélongation des explants. La comparaison de

moyenne deux & deux, permet de dégager deux groupes homogenes (Fig.56)
i
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1

S A N W AR O N O O
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Fig.56 : Evolution de I'élongation moyenne des explants en fonction
du temps et des conditions de culture. (Fobs.7.25. ddl.2;19; %}
(Les traitements portant les mémes lettre ne sont pas
statistiqguement différents).

f) Nombre moyen de bourgeons utilisables par explant (micreboutures)

Le nombre moyen de bourgeons utilisables est également lié a 1'¢longation des
explants. Aprés quatre semaines de culture, ce nombre varie entre 11.11 et 4,5
respectivement pour le C; et le C,. L’analyse de la variance effectuée a quatre
semaines de culture révéle 1'effet significatif des conditions de culture sur le
rendement moyen en bourgeons utilisables. La comparaison des moyennes dégage
deux groupes homogeénes (Fig.57)dont le premier est encore constitué par le C,.

» !

—5— ¢

A

12 4

10 4

Nombre moyen de bourgeons ulilisable
[ )

1] 2 4 6
Temps (semaines)

Fig.57 : Evolution de nombre moyen de bourgeons utilisab >s en
fonction du temps et des conditions de culture (Fol -8.19
ddl.2.19; *).*).(Les traitements portant les mémes letire 1 . sont
pas statistiquement différents).

Les résultats présentés précédemment montrent que le milieu de culture (MS,),
additionné de I'AIB (1 mg/1) et du charbon actif (1 g/1) s’est révélé tré s favorable aussi
bien pour la qualité des vitroplants et le rendement en bourgeons utilisables que pour
leur enracinement (pourcentage plus élevé = 88 %). L’induction de I’enracinement
dans 1’obscurité entraine une chute du pourcentage d’enracinement d’ nviron 25 % par
rapport 4 la combinaison précédente. Le tableau récapitulatif swmvant résume les
principaux résultats obtenus. 1
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Tableau.15 : Tableau récapitulatif des principaux résultats obtenus

Traitements % Nb.Noeuds | BrgUtilisables | Elongation
Enracinement :
C
R T
G

(-) Absence (%) Faible (+) Moyen (++)Bonne
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a - absence d'er racinement

¢ -Cal

e- Enracinemer

n.r - Néoforma on de racines

N

*

Début d’enracinement 6.
Croissance des racines.
Racines néoformées
Absence d’enracinement dans w: milien | 7.
contenant uniquement le charbon actif
a gh. 8.
Enracinement en présence du charbon
actif (1 g/l) associé 2 1 mg/l d’AIB.

Enracinement sur wn milicu contenant
un mélange d’auxines(0.25 mg/l ANA et 1
mg/1 d’AlIB).

Effet du charbon sctif sur 1a creissance
des vitroplants.

Enracinement sur un milieu contenant
un mélange d’suxines(0.5 mg/l ANA et 1
mg/l d’AlIB).

Plancie.4 : Phase d’enracinement




Résultats-et Interprétations

8 Acclimatation des vitroplants

Cette étape consiste 3 transférer les vitroplants du milieu g¢losé vers un substrat
qui doit étre le plus léger et le moins contaminé possible. ,

Dans notre cas le substrat utilisé est composé de '/; de vermiculite et %5 de
tourbe préalabiement enrichie (en macro et microéléments de MS). Les vitroplants
déja débarrassés de leur gélose sont placés dans des verres en plastique transparent
contenant le substrat préalablement désinfecté (par autoclavage a4 120 °C pendant 20
mn). Le tout est ensuite recouvert par un deuxi¢me verre de méme type, afin de
maintenir une bonne humidité (indispensable pour la réussite de I’acclimatation). Les
verres contenant les vitroplants sont disposés dans un récipient dans lequel un niveau
d’eau est maintenu en permanence de telle sorte 3 éviter 2 la fois le desséchement et la
pourriture des vitroplants (substrat non submergé d’eau).

a ) Taux de reprise des vitroplants

Le taux de reprise est évalué par la formation de nouvelles folioles dans les
conditions d’acclimatation. A la premiére semaine de culture, le taux de reprise des
vitroplants est de 35 %. A partir de la troisiéme semaine, la reprise des vitroplants est
de 90%. Les plantule acclimatées s’allongent par la suite normalement en développant
de nouvelles folioles vertes, plus larges que celles obtenues in vitro, signe de leur
bonne adaptation aux nouvelles conditions (Fig.58).

100%

80% |

60% |

40% |

% de reprise

20% )

0%

0 ] 2 3
Temps (semaines)

Fig.58 :Evolution du taux de reprise des vitroplants acclimatés
b) N« mbre moyen de folioles par vitroplant

En p ase d’acclimatation, les vitroplants ayant repris développent en moyenne
2.45 £ 0.95 Hlioles et ce, dés la premiére semaine. Ce nombre augmente avec le temps
pour atteinc 2 14.60 £+ 1.95 folioles aprés deux semaines d’acclimatation. Ce nombre
double enst. te A partir de la troisiéme semaine de culture (Fig.59).
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Nombre moyen de folioles

0 1 2 3
Temps {semaines)

Fig.59 :Evolution du nombre moyen de folioles produites par vitroplants
¢ ) Elongation moyenne des vitroplants

La formation de nouvelles folioles est accompagnée d’une élongation des tiges
qui se développent rapidement selon une dominance apicale. En effet, dés la premiére
semaine de culture, les vitroplants ayant repris s’allongent en moyenne de 15 + 0.96
mm pour atteindre 65 + 1.45 mm 2 la troisiéme semaine de culture (Fig.60). Signalons
que dans certains cas les bourgeons situés au niveau de la partie basale du vitroplant se
développent pour donner des ramifications primaires de 2 a 3 mm.

g 8

Elongation moyenne des vitroplants
(mm)
e
o

0 1 2 3

Temps (semaines)

Fig.60 :Evolution de I'élongation moyenne des vitroplanis en Jonction du temps

8.1 Bilan’
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L’acclimatation des vitroplants, demeure plus que jamais la phase-clé de la
micropropagation. Pour I’arganier, les vitroplants acclimatés ne posent aucun
probléme particulier. Les jeunes plantules mettent généralement deux i trois semaines
pour s’adapter aux nouvelles conditions de culture. Ainsi, ils se développent en
produisant de nouvelles folioles vertes et plus larges (planche.5, Photos.! &2).

A travers les résultats obtenus, il ressort que les vitroplants d’arganier
présentent de bonnes aptitudes & I’acclimatation (90 % de réussite).
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1. Vitroplants en début de sevrage

2. Vitroplants acclimatés,
de nouvelles folicles.

développement

i
.

Planche.5 ;: Phase d’acclimatation
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Discussion générole

1. Germination

La présente étude a mis en évidance la difficulté de germination ces graines
d'arganier in vitro. Cette difficulté est probablement due aux téguments épais et dures
induisant la dormance (PRENDERGAST, 1991).

L utilisation directe des embryons extraits de la graine (Noix) présente un
intérét particulier pour la production de vitroplants par :

¢ Evitement de 1a dormance induite par les téguments.
Rapidité de germination des embryons en moyenne une semaine
Production de vitrosemis groupés et homogénes ce qui permet de lancer un
programme de micropropagation 3 grande échelle.

1'étude définit en outre, les conditions optimales de culture permetiant d'obienir
100 % de germination des embrybns et donnant des plantules morphologiquement
normales (sans anomalie, ni vitrification). Parmi les différents milicux testés, la
solution KNOP (1865) sans charbon actif, s'est avérée la plus appropride & cet égard.
Ceci va dailleurs dans le sens des recommandations de nombreux auteurs qui
préconisent cetie méme solution pour la germination de graincs d'autres espooes
végétales ligneuses (DEBERGA et al, 1981; MONTEUUIS ef al, 1988).

Au stade de germination, les embryons sont pourvus de tous les éléments
nécessaires 2 leur développement. I'enrichissement du milieu de culture ne devrait
théoriquement intervenir qu'aprés la formation des cotylédons, des premiéres folioles
ainsi que des racines qui assureront la croissance de la plantule par I'utilisation et
I'assimilation des éléments présents dans le substrat et dans I'atmosphére.

2. Callogenése

Les résuftats obtenus, ont montré qu'il est possible d'induire une callogenese a
partir de divers explants prélevés sur des embryons (enveloppe séminale, cotylédon,
racine .....etc). Cetie callogenése est cependant irrégulidre, d'ou des limensions
variables des cals produits. Ces derniers se sont également avérés non aulogénes.
Ceci indique que la composition minérale ¢t hormonale des milicux test: : n’est pas
optimale (MAIZA; 1980 ¢t KHELIFI-SLAOUI ¢f al., 1996).

En offet, cn absence dc références bibliographiques sur la callog aése chez
Parganier, les combinaisons testées (2,4-D et BAP) dans le milieu MS (. )62) n’ont
pas conduit 4 un bourgeonnement néoformé, qui présente un grand inté1ét pour la
recherche des variants somaclonaux.

1l n’en demeure pas moing, que le travail effectué a mis en ¢vidence des
aptitudes callogénes de Darganier. Ceci constitue une base de travail pour les
recherches dans ce domaine. |
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3. Phase de multiplication par élongation - fragmentation

A Pinstar des autres espéces ligneuses, la maitrise de la composition minérale et
hormonale du milieu est indispensable pour la micropropagation conforme de
P’arganier.

Ce mode de multiplication est basé sur un phénomeéne biologique connu, qui est
la stimulation du fonctionnement des méristémes préexistants par la suppression de la

dominance apicale.

Les résultats obtenus montrent I'importance de la solution minérale et de la
BAP (cytokinine de synthése) pour la multiplication de 1’arganier :

e Concernant la solution macro-minérale : Sur le milieu MS non modifié, non
seulement la croissance des pousses est insuffisante (nombre de nceuds, élongation
des entres-noeuds faible et présence de cal), mais aussi il y a ’apparition du
phénoméne de, vitrification. Cette derniére entraine encore plus les possibilités de
multiplication (GASPAR et al., 1984; KEVERS e al., 1984). Dans ce cas, il est
généralement recommandé de diluer la solution macro-minérale de MS et/ou de
réduire au demi ou au quart la concentration du nitrate d’ammonium (NH/NO;)
(ZRYD, 1988; SLAOUI, 1990). En effet, dans potre cas I’application de ces deux
recommandations (Milieu de culture MS,) s’est montré trés positif 4 la fois par la
diminution voir I’élimination du phénoméne de vitrification que par une meilleure
croissance des vitroplants (meilleur taux de multiplication).

e Concernant la BAP, les résultats obtenus sur le milieu MS, montrent qu’il est
indispensable d’enrichir le milicu en BAP, celle-ci favorise la production de
bourgeons axillaires, qui varie en fonction des concentrations utilisées :

» Aux plus faibles concentrations : 1.88 et 2.44 bourgeons par explant.
e Aux concentrations intermédiaires : 4.58 bourgeons par explant.
e Aux plus fortes concentrations : 9.23 bourgeons ‘yar explant.

L’utilisation de la BAP en présence de MS modifié (MS ), les résultats montrent que
celle ci est toujours indispensable pour le déclenchement les bourgeons axillaires qui
varie en fonction des concentrations de BAP :

o Aux plus faibles concentrations : 7.12 bourgeor par explant.
¢ Aux concentrations intermédiaires : 9.68 bourgc s par explant.
o Aux plus fortes concentrations : 12.46 bourgeor par explant.
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4. Phase de multiplication hyper-r: mification associée 4 une
élongation - fragmentation

La multiplication par hyper-ramification est une technique couramment utilisée
pour la micropropagation des résineux (KHELIFI, 1986; KHELIFI, 1990) rarement
utilisée chez les angiospermes (DUHAUX et al., 1991).

Chez D’arganier, cette technique s'est avérée parfaitement adaptée aussi bien
pour améliorer le taux de multiplication que pour pallier aux problémes de
callogendse, causés par I'utilisation de la BAP. L’association de la méthode de
multiplication par hyper-ramification associé 3 la multiplication par €longation —
fragmentation permet d’amplifier le nombre de bourgeons produits par un méme
vitrosemis (jusqu’a 15 bourgeons en une génération).

Pour provoquer I’hyper-ramification du vitrosemis, il est indispensable

~ d’éliminer son bourgeon apical, ce qui aura pour effet de déclencher le développement
, des bourgeons axillaires qui se trouvent directement 4 ’aisselle des cotylédons. Ces
' bourgeons évoluent simultanément en pousses allongées (jusqu’a 17 pousses par

vitrosemis), qui  leur tour seront fragmentées en autant de microboutures qu'il y a de

nceuds. Ainsi, au lieu qu’un vitrosemis, donnent en moyenne 5 bourgeons en 7
semaines, il donnera 13 bourgeons en 3 semaines de culture.

§ Enracinement

La rhizogenése in vitro est influencée par de nombreux facteurs tels que:
génotype, 1’age physiologique du plant mére, I'origine des explants, le type de
régulateurs de croissance utilisés (JARVIS et BOOTH, 1981). D’autres facteurs
peuvent interagir pour jouer également sur ’enracinement des vitroplants. Chez le
merisier (Prunus avium ) par exemple, les meilleurs résultats sont obtenus soit avec de
I’ AIB 4 la température de 19°C ou avec I’ANA 2 une température de 25°C (CORNU et

CHAIX; 1981).

Dans notre cas, les résultats sbtenus montrent qu’il existe réellement des
interactions entre les différents facteurs étudiés. En effet, les meilleurs taux
d’enracinement (88 %) sont obtenus e combinant le milieu MS, additionn¢ de 1 mg/]
d’AIB, 1 g/l de charbon actif et >xposé 4 la lumiére (16h/jour). Les autres
combinaisons donnent des résultats ne .2ment inférieurs.

De nombreuses études mont :nt que les facteurs précédents (1’obscurité,

. charbon actif, 1'AIB) sont favorables :parément ou combinés pour I’enracinement in

3
]

i

i
+

vitro de nombreuses espéces ligneuses.
L’induction de la rhizogenése dans I’obscurité, s’est avérée dans de nombreux

cas défavorable (taux d’enracinement réduit de 25 %).
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6 Acclimatation

Dans nos conditions expérimentales (substrat, humidité), Pacclimatation des
vitroplants d’arganier, ne pose aucun probléme. Le taux de reprise est de 90% dans ces
conditions, Les vit-oplants marquent un arrét de croissance durant la premiére
semaine, & la suite duquel ils se mettent  développer de nouvelles folioles vertes et de
plus grande taille (adaptation aux nouvelles conditions). _

La croissance des jeunes plantules caractérisée par la dominance du bourgeon
apicale, est déclenchée. Le développement des ramifications des (bourgeons axillaires)
intervient par la suite.

Au bout de six semaines, les vitroplants acclimatés atteignent en moyenne 80
mm et peuvent étre élevés en serre avant de les transplanter au champ.
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Conclusion et Recommandations

Malgré les intéréts que présente 1"arganier, il demeure néanmoins menacé dans
son milieu et fragilisé par les pressions anthropiques. C’est pour quoi il est
indispensable de mettre en place des axes de développement de cette espéce surtout
dans son milicu naturc! o il pout jouer un réle important. '

" Au Maroc, I"arganeraie est considérée comme ['unité de gestion durable de ces
écosystdmes, pour cela, on lui a conféré le statut de réserve de la biosphére de
Parganier. Par contre en Algérie, la surexploitation de I'arganeraie menace
continuellement cet cosystéme, ce qui justifie, aujourd’hui, la nécessité de le protéger
en mettant en place des textes législatifs interdisant son exploitation par les riverains,
en attendant que des modeles de protection et de développement soient éablis ot qui
peuvent s’articuler autour des différents points suivants : :

o FEtudes &co-sociologique de I’arganeraie : Cette étape constituerait le poxpt de
départ des recherches sur les interactions entre ’homme, I'animal et le
végétal. '

o La connaissance et la maitrise des mécanismes de la régénération naturelle et
artificiclle afin d’assurer la pérennité de I’espéce.

e La mise au point d’un modile de gestion capable d’assurer la production
pastorale de I’arganeraie.

Concemant le présent travail, cette étude nous a permis de metire o place un
protocole complet de la micropropagation de I'arganier & travers ses différentes
phases. Et si on est arrivé A produire des vitroplants de bonne qualité ceci ne doit pas
nous empécher d’affiner la technique de multiplication (la composition minérale ct
hormonale du milieu de culture a titre d’exemple). Les recherches actoelles sur
I'induction du bourgeonnement chez les espéces ligneuses montrent que la substitution
de 1a BAP par le thidiazuron, améliorent le nombre et la qualité des bourgeoas induits.
Ainsi, les travaux de HUETTEMAN et PREECE (1993) sur les especes forestiéres,
montrent que I"utilisation du thidiazuron 2 faibles concentrations (inférieures 4 1uM)
induit Je maximum de bourgeons axillaires. Cependant, a de plus fortes concentrations
(supéricures & 1uM) les explants manifestent une formation de bourgeons néoformés.
D’autres auteurs considérent que la substitution de la BAP par la zéatine améliore la
croissance caulinaire (BADJI et al.; 1991).

En plus des régulateurs de croissance, d’autres facteurs peuvent amliorer le
coefficient de multiplication. Comme le¢ signale DUHAUX et al(1991), le
remplacement du saccharose par le maltose 30 a 60 g/1, réduit les effets de callogenése
ot augmente le nombre de pousses.

}

Pour 1’arganier, en plus de ccs derniers, d’autres facteurs tcls que les gélifiants
du milien de culture (Agarose et la gélrite), la composition vitaminique, .....etc
peuvent étre étudiés.



Concernant le sevrage, les vitroplants obtenus présentent un taux de reprise trés
satisfaisant, reste 3 &udier leurs comportements au moment de la transplantation qui
est généralement considérée comme phase critique pour l'arganier (le choc de
transplantation et la fente de semis engendrée par le Fusarium oxysporum) (ZAHIDI et
BANI-AAMEUR; 1998). '

Le présent travail constitue un point de départ pour la réhabilitation de I’arganier dans
son aire naturclle ¢ le moyen lc plus rapide pour propager cette espéce, néanmoins un
travail de vulgarisation et de sensibilisation doivent &ire entrepris pour assurer la

pérennité de I’espéce.




R Références bibliographiques

e




Reférences bibliographiques

AYAD A., 1989 - Préscnfation généralc do 'argancraic, in Formation Forestiére Continuc,
Théme I’ Arganier, Station de Recherches Forestiéres, Rabat, 13 -17 Mars 1989. 15 p.

BADJI S., MERLIN G., N'DIAYE I, MAIRONE Y., DGIPE P., PALMA B,
COLLONA J.B., GESLOT A. et NEVILLE P., 1991 - Multiplicadon végétative in vitro
d'Acacia senegal (L.) Will Physiologie des arbres et arbustes en 2ones arides ct semi-arides.
pp : 303 - 308. groupe d’étude de I’ arbre. Paris, France.

BARAKAT M.N,, EL - LAKANY M.H,, 1992 - Clonal propagation of Acacia saligna by
shoot tip culture . Euphytica (2) 59 (2-3 ) pp : 103- 107.

BEAUCHESNE G., 1981 - Les milieux minéraux utilisés en calture in vitro et leur incidence
sur Papparition de bouturcs d'aspect pathologique. C.R. Acad. Agric. Paris. 67 pp : 1389 -
1397.

BENCHAKROUN F.,l§89 - L’agroforesterie en zones arides : systéme efficace pour la Intte
contre la déscrtification. Cas de Pargancraic du Souss, Actes du Symp. d’Agadir sur la luttc
contre la désertification, Ass High, Tome 1 pp : 431 -437.

BERGER K., SCHAFFINER W. 1995 - In vifro propagation of the leguminous trec
Swartzia madagascariensis. Plant cell tissue and organ culture. 40 (3) pp: 289 - 291.

BIJOT C., 1980 - Multiplication végétative in vitro par néoformation de bourgeons et
d’cmbryons somatiqucs. in la multiplication végétative des plantes supérieures. E4. INA -
Paris, pp : 133 -157.

BONGA J.M., DURZAN D.J. 1982 - Tissue culture in forestry. Ed Nijhofl et Nunk
Publ. 226 p.

BORNMAN CH, VOGELMANN TC., 1984 - Effect of rigidity of gel medium on
benzyladenine- induad adventions bud Formation and vitrification in Picea abies. Physiol
Plant. 61 pp : 505- 512.

BOUDJENANE R., 1995 - Etude expérimentale de 1a germination de la graine d’Arganier
(Argania spinosa (L.) Skeels) et approche du comportement des pl mts. Thése d'ing. Agro.,
inst. sup. for. agro., 76 p.

BOUDY P., 1952 - Guide forestier en Afrique du Nord, 505p., La M :ison Rustique, Paris.
BOUKHABZA M. et PICHON.PRUM N,, 1988 - L'arganier, :ssource économique et
médicinalc pour fe Maroc. Phytotherapy pp . 27, 93 -107.

BROWN C.L., 1980 - Prodchon of woody biomass and cloning of supcricur genotypes.
Plants as energy transducers : Systems and applications. Symp. Sou th. Sect. Am. Soc. Plant
Physiol. pp :185-192.

CHALUPA V., 1979 - n vitro propagation of some broadleaved forest trees. Comm. Inst.
For. Czech. 11 pp: 159 :170.



Références bibliographiques BEERESTE

CHALUPA V., 1983.- in vitro propagation of willows (Salix Spp ) European mountain ash
(Sorbus aucuparia L.). and Black locust (Robinia pseuc'oacacia L.). Biol. Plant. 25 pp : 305 -
307.

CHALUPA V., 1984 -In vitropropagation of Oak (Quercus robur L.} and linden (Tilia
cordata Mill). Biologica Plantarum (Praha), 26 (5) po: 374 -377.

CHANG S.H., DONALD D.G.,.1992 - in vitro organogenesis and plantiet formation of
Panlownia elongata. South African Forestery Journal 163, pp : 27-29.

CHARROUF M.,1984 - Contribution & I’étude chimique de I’huile d’Argania spinosa
(L.).(Sapotaceae). Thése Sciences. Univ. Perpignan. 178 p.

CHEN C.F., CHEN C., CHIEN J., WANG H., CHANG H,HSDH, OU Y,, HO T, et
LU T., 1978 - Obtening pollen plants of Hevea brasiliensis Muell. Agr. Proc. Symp. Plant.
Tissue culture, Sci. Press. Peking, pp: 11 - 12.

CHEVALER A.,,1953 - L’Argan, les marmulanos et les Noyer, arbres d’avenir en Afrique du
Nord, en Macaronésie et dans les régions semi - désertiques au globe si on les protége et si on
les améliore, Rev. Int. Bot. Appli. Agr. Trop., pp : 363 -364.

CORCHETTE M.P., DIEZ J.J., VALLET T.,.1993 - Micropropagation of ulmus primila
(L.) from mature trees. Plant Cell Reports 12 (9) pp : 534 - 536.

CORNU D., CHAIX C., 1981 - Multplication par culture in vitro de Merisiers adultes
(Prunus avmm) application & un large éventail de clones. Collogue International sur la

culture in vitro des essences forestiéres AFOCEL.pp: 71 - 79.

DAGNELIE P., 1975 - Théorie et méthodes statistiques, application agronomiques, V 2, Ed.
Presse Agronomique de Gembloux, 451 p.

DAS P., SAMANTARAY S., ROBERTS A.V, ROUT G.R, 1997 - In witro somatic
embryogenesis of Dalbergia sisoo Roxb - a multipurpose timber-yielding tree. Plant cell
Reports. 16 (8) pp : 578 - 582.

DE PONTEVES E., BOURBOUZ A., et NARDJISSE H., 1990 - Occupation de ’espace,
Droit coutumier et ]églslatlon forestitre dans 1: terroir de 1’arganeraie septentrionale au
Maroc. Cah. Rech. Dévl. 26 pp : 28 - 43.

DEBERGA PC, HARBAOUI , R LEMEUR 981 - Micropropagation of globe antichoke
(Cynara scolymus) evaluation of different hypo “esis to overcome vitrification with special
reference to.water potential. Physio. plant 53 pp .81- 187.

DEL PERUGIA J., 1970 - Aménagement sylvc pastoral de la forét d’arganiers. Proposition
121 pp: 175 - 180.

DUCHOUX E. 1988 - Organogenése et multpli¢ wtion végétative chez les arbres. pp 59 -68 in
ZRYD JP,, : Culture de cellules, Tissus et organes végétaux. Fondements théoriques et
unhsahons prathucs Ed. Press. Polytechnique. Ramade Paris, 308 p.



Références bibliographiques—~

DUHAUX E., SOUGOUFARA B., PHELPE M., 1991 - Apport des techniques de culture
in vitro dans les programmes d amélioration des arbres fixateurs d’azote. Physiologie des
arbres et arbustes en zones aridcs et semi-arides. pp : 205 - 213. groupe d’étude de I’arbre .
Paris, France.

DUHOUX E., DAVIES D. 1985 - Callogéndse & partir de bourgeons cotylédonaires
d’Acacia a!b:da et influence du saccharose sur la Rhizogénése. Plant. Physiol. 5 pp: 124 —

128.

DUPIN., 1949 - L arganier, survivant de la flore tertaire, providence du Sud marocain. Dir.
Agric.Com. For. Serv. Elev. Essaouira, 12 p.

DURZEN D.J., LOPUSHANSKI S.M., 1975 - Propagation of americain elm via cell
suspension cultures. Can. J. For. Res. 5 pp : 273 -277.

EHRIG F.G., 1974 - Die Arganie, charakter, ékologie und wirtschafttliche Bedeutung eines
Tema:rrehktes in Marokko, Petermanns Géogr. Mitteil., 118 (2) pp : 117-125, Gotha.

EL MOUSSADIK A et PETIT R. J., 1996 - Chloroplast DNA phylogeography of the argan
tree of Marocco. Molecular Ecology, 5 pp : 547 - 553.

EL-MAZZOUDI H et ERRAFIA M., 1977 - Contribution & I’étude de la germination des
noix d’argan (A4rgania spinosa) par des prétraitements chimiques, Ann. Rech. For., Tome 17,
pp 59 - 66, Rabat.

EMBERGER L., 1924 - A propos de la distribution géographique de 1’arganier, Bull. Soc.
Se. Nat.. Maroc, Tome IV, n° 7, pp 151 - 153, 1.S.C,, Rabat.

EMBERGER L., 1925 - Les limites naturelles climatiques de I’arganier, Bull. Soc. Sc. Nat.
Maroc, Tome V, n° 4-5, pp: 94 - 97,1.5.C,, Rabat.

FARINES M., SOULIER J., CHARROUF M et CAVE A,, 1984 - Etude de I’huile des
graines d’Argania spinosa (L.). Rev. Frang. des corps gras : 31(11) pp : 443-448.

FAVRE J.M., 1981 - Rhizosenése et bouturage pp : 51 -76 in CHAUSSAT R. et BIGOT C.,
La multiplication végétative les plantes superieures. Ed. Gauthier-Villars. Paris, 277 p.

FAVRE J.M., JUNKER I , 1988 - Variation in expression of episodic growth on in vitro
cultured shoots of Oak (Qu cus robur L.} Int. Symp. On forest. Tree Physiology. Septembre
1988. 8 p.

FU M.L., 1978 - Plantlets £ m Plaulownia tissue culture. In Ed. TA Thorpe 167 p.

GASPAR TH., KEVERS : ., DEBERGH P., MAENE L., PAQUES M, BOXUS TH.,
1984 - Vitrification : morpt ologlcal physiological and ecological aspects. Cell and tissue

culture in forestry V 1pp : 1:2 -166.

GAUTHERET R., 1940 - Nouvelles recherches sur le bourgeonnement du tissu cambial
&'Ulmus campestris cultivé 'n vitro. CR. Acad. Sci. Paris. 210 pp : 744 - 746.




Reéférences bibliographigues

GORET W,. 1988 - Avancement des travaux de recherche sur Pextraction de I'huilc d’argan
au mivear du ménage. In journées d*éude sur Parganier. Essaouira (Maroc) 23 -24 juin 1988,
5p.

HELLZR R, 1953 - Recherches sur la nutrition minerale des tissus végétaux cultives in
vitro. Ann. Sci. Nat .Bot . Biol . vég . 14 pp : 1-223.

HUETTEMAN C.A., PREECE J.E., 1993 - Thidiazuron : a potent cytokinin for woody
plant tissue culture. Plant Cell. tissue and organ culture. 33 (2) pp : 105- 119,

HUHTINEN D., 1978 - Callus and plantlet regeneration from anther culture of Befula
pendula Roth. n TA Thorpe Ed 169 p.

HUHTINEN O., YAHYAOGLU Z., 1974 - Das friihe blihen von aus katluskulturen
herangezogenen pflinzchen bei der birke (Beada pendula Roth). Silvac Genet. 23 pp : 32 -
34.

JARVIS BC , BOOTH A., 1981 - Influence of indole butyric acid boron, myo-mositol,
vitamin D; and secdling age on adventions soot development in cuttings of Phaseolus.
Physiol Plart 53 pp : 213- 218,

KAPAUN J.A., CHAN ZONGMING 1997 - Plant regeneration from leaf tissus of Siberian
elm. Hortscience. 32 (2) pp : 301 -302.

KEVERS C., COUMANS M., COUMANS-GILLES MF., et GASPAR TH, 1984 -
Physiological and biochimical cvents lcading to vitrification in plants cultured in vitro.
Physiol. Plart. 61 pp: 69 - 74.

KHELIFI L., 1990 - Protoplastes d’organes ¢t dc Cals de vitrosemis d¢ méléze (Larix
decidua MilL) : Préparation et culture, Elément de cytologie et de physiologie respirafoire.
Mémoire de Thése Doct. Université de Nancy L 215 p.

KHELIFI L., 1986 - Contribution 2 la misc au point d’unc méthode de vitropropagation du
mélé; e hybride (Larix x Eurolepis HENRY) i partir de graines. Mémoire de D.E.A.
Untv tsité de Nancy L. 63 p.

KHI LIFI L, MORSLI A. et KHELIFI-SLAOUI M., 1996 - Premiers résultats sur
I'obt -tion in vitro de germination d'arganier "Argania spinosa (L.) Skeels" Ann. Agr. LNA,
Vol. 7,n°1&2pp:120-126.

KH LIFI-SLAOUI M., ZIANE N., et KHELIFI L., 1996 - Essai de micropropagation du
Citrz ge troyer : Citrus sinensis L. x Poncirus trifoliata L.(Raf.) Ann. Agr. I.NA., Vol.17, n° 1
&215:109-119,

KNOP P., 1865 - Quantitative watersuchunger iiber den emnahrungsprozess der pfianzen,
landw versuchs stat Vol. 7, pp : 93 -107.

L. (DET L., et HAFFINER V., 1991 - Incidence de I'3ge des plants - méres sur fa culture
d’apex d’Hevea. Relation avec Ies phytohormomes. Culture in vitro, iHlustration de quelgues
recherches. CIRAD.pp :15-17. .

85



Références bibliographiques -

LEWALLE J., 1991 - L’arganier. Un arbre exceptionnel. Magasine R.A.M. 53 pp : 12 - 14,

LUCCHESINI M., MENSUALI -SODI A., 1996 - In vitro regeneration from different type
of explants from oleaster (Elaeagnus angustifolia L.) seedling. Gartenbauwissenschaft. 62 (6)
pp : 276 - 280. S

MAIRE R.,1939 - Les arganiers de Bani -Snassen, Botaniska Notiser,pp : 477-484.

MAIZA F.; 1980 - Analyse des aptitudes organogénétiques de plusieurs varié€tés de Citrus en
vue d'aboutir & leur multplication végétative in vitro, Thése doctrat 3% cycle. 76 p.

Mc COWN B., AMOS R., 1980 - Initial trials with commercial micropropagation of birch
selections. Proc.Intl. Plant.Prop. Soc. 29 pp : 387 - 393.

| MEDOROS M.,TRENJILLO 1., 1994 - Micropropagation of Pistachio : Pistacia vera L.
Plant. Tissue. Cult. 4 (2) pp : 111 - 116.

MIEGE J., 1945 - Les cultures vivriéres en Afrique Occidentale. Etude de leur répartition
géographique. Cahier d’Outre-Mer, VII pp 25 - 50.

MIEGE J., 1954 - Nombres chromosomiques et répartition géographique de quelques plantes
tropicales et équatoriales. Rev. Cyt. Biol. Vég. XV (4) pp : 312-348.

MONMARSON S., MICHAUX- FERRIERE N., TEISSON C., 1991 - Premiers résultats
sur ’embryogenése somatique chez le Carica papaya. Culture in vitro, illustration de
quelques recherches. CIRAD.pp: 7 - 8.

MONTEUUIS O , BONM. C., et DOREEN K.S.G.,.1988 - Propagation du teck par Culture
in vitro. Bois et Foréts des tropiques n° 255 (1) pp : 19 - 27.

MORTON J.F,, et VOSS G.V., 1987 - The Argan tree (Argania sideroxylon, Sapotaceae) a
desert source of edible oil. Economic Botany, 41(2):pp : 221-233.

MURASHIGE T., SKOOG F., 1962 - a revised meduim for rapide growth an bioassays
with tobacco tissus culture. Physiol. Plant. 15 pp: 473 497.

NITSCH J.P., NITSCH C., 1956 - Auxine dependent growth of excised Helianthus
tuberosus. Tissu. Am. J. Bot . 43 ,839%. :

NOUAIM R., CHAUSSOD R., 1993 - L’arganier. Flamboyant Nespécial pp:8-15p.
NOUAIM R., et CHAUSSOD R., 1992 - L’arganier. Flamboyant N°2lpp:3-8p
NOUAIM R., CHAUSSOD R., EL ABOUDI A., SCHNABEL C., PELTIER J.P, 1991 -
L’arganier : Essai de synthése des connaissances sur cet arbre. Physiologie des arbres et

arbustes en zones arides et semi-arides, pp : 373 - 388. groupe d’étude de I’arbre . Paris,
France.

NOUAIM R., CHAUSSOD R., MANGIN G., MUSSILLON P, 1990 - L’arganier :
Systéme racinaire et microflore. In : Colloque « ligneux des zones arides » Nancy, France.

86




Références bibliographiques - _

NOUGARIDE A, SILVEIRA C.E,, RONDET P., 1996 - In nature dormant buds and in
vitro dormant -like buds of Fraxinus excelsior L. Protoplasma 190 pp : 16 -24.

PALMA B., COLONNA J.P., GESLOT A. et NEVILLE J..1991 - Multiplication
végétative in vitro d’Acacia senegal (L.) willd. groupe d’Etude de I’ Arbre , Physiologie des
arbres et d'étude de 1'Arbre, Physiologie des arbres et Arbustes en zone, arides et semi -
arides pp : 303- 309.

PEDROTT!I E.L., CORNU D., 1991 - Bud formation from roots of micropropagated Prunus
avium L. Plantlets acta Hortculturae. 289 pp : 141 -142.

PELTIER J.P., 1973 - Contribution & la flore du bassin versant de I'oued Souss (1%fascicule)
Bull. Soc. Sci. Nat.Phys. Maroc. 53.pp : 23 - 29.

PELTIER J.P., 1976 - La végétation du Haut Souss (de la cuvette d’Aouzioua au jbel
n’Bougzoul). Bull. inst. Sci. Rabat. 1 pp : 119 - 145.

PELTIER J.P., 1977 - La végétation du massif du Kardous (Anti-Atlas Occidental). Bull.
inst. Sci. Rabat. 2pp : 5 - 32. ;

PELTIER J.P., 1982 - La végétation du bassin versant de I'Ouest Souss (Maroc), Thése de
doctorat d'Etat Es-Science, Univ. Sc. Méd. Grenoble, 201 p. + div.tab. et cart. h.t, Grenoble.

PELTIER J.P., 1983 - Les séries de I'arganeraie steppique dans le Souss (Maroc), Ecologia
Mediterrania, Tome IX, fasc. I, 77-88, Univ d’Aix-Marseille, Fac. Sci. Tech. Saint-Jérome,
Marseille.

PEYERIMHOFF, 1944 - Carte forestidre de I'Algérie et de 1a Tunisie. Gouvernement de
I'Algérie 70 p.

PLATTERBORZE A., 1976 - Premier essai du bouturag® de I'arganier & partir d’arbre
adulte, Rapport Station de Recherches forestiéres du Maroc, 8 p.

PRENDERGAST H.D.V, 1991 - Conservation & long terme des semences de ’arganier.
Argania spinosa, in colloque international « L ‘arganier recherche et perspectives » Agadir
(Maroc), pp : 11-15, Mars 1991.

RAHMANI M., 1989 - L’huile d’argan : un produit alimentaire et diététique de qualité.
Formation forestiére continue, Publ. Stat. Rech. For..pp: 8-25, Rabat.

RANCILLAC M, KLINGUER A., KLINGUER 8., MILLET B., 1996 - Preliminary
investigations on somatic embryogenesis from leaf discs of red oak {Quercus rubra L.). Plant
Growth Regulation. 20 (1) pp : 67 -73.

RANDOJEVIC L., 1978 - in vitro induction of androgenic plantlets in Aesculus
hippocastanum. Protoplasma 96 pp ' 369 - 374. !

RIEUF P., 1962 - Les champignons de 1’arganier, Cah. Rech. Agri. Maroc, 1%, 8-18.
RIVERA NUNEZ D.et RUIZ LIMINANA J.B., 1987 - Argania spinosa (L.).Skeels
(Sapotaceae) subspontanea en la peninsula Iberica. Anales del Jardin Botanico de Madrid. 44

87



e

Références bibliographiques

1173 -173.

RUSSELL J.A., et Mc COWN B.H., 1986 - techniques for echanced release of leaf
protoplasts in Populus. Plant. Cell. Report. 5 : 284 - 287.

SAHOO Y., PATINAIK S.K., CHAND P.K., 1997 - Plant regeneration from callus cultures
of Morus indica L. Derived from seedlings and mature plants. Scientia horticulture. 69 (1/2) :

85 - 98.

SANDRET F., 1957 - Etude préliminaire des glucides et du latex de 1a pulpe du fruit d’argan.
Bull. Soc. Chimie Biol. 39 : 619 -631.

SINGH A.K., SURI §.S., RAMAWAT K.G., SONIE K.C., 1997 - Somatic embryogenesis
from immature zygotic embryons of Commiphora wightii, a woody medicinal plant.
Gartenbauwissenschaft. 62 (1) : 44 - 47.

SIRIL E.A., DHAR U, 1997 - A highly efficient in vitro regeneration methodology for
mature Chinesis tallow tree (Sapium sebiferum Roth.). Plant cell reports. 16 (1/2):82 - 87.
SKOLMEN R.G., MAPES M.O., 1976 -. Acacia koa Gray plantlets from somatic Cells
tissue. J. Hered., 67 : 114 - 115. ;

SLAOUI M., 1991 - Préparation et culture de protoplastes & partir de différents types de
matériel chez le chéne pédonculé (Quercus robur L.) : Feuilles de semis -feuilles et cal de
vitroplants . Comparaison de deux clones d’age et de provenance différentes.Thése. Doct.

Nancy 1. 220 P.

SMITH J., 1882 - A dictionary of popular names of the plants which furnish the naturel and
acquired wants of Man. In al! matters of domestic and general economy. Ed. Macmillan & Co

(London). 24 p.

STREETS R.J., 1962 - Exotic forest trees in the Britich cammonwealth. Ed Champion.
Clarendon Press Oxford. 187 P. '

TAPATI DAS A., 1996 - Micropropagation of Salmalia malabrica (DC) Scott & Endl.
Indian journal of experimental Biology. 34 (12) :1283 - 1286.

TOMAR U.K., GUPTA S. C, 1988 - In vitro plant regeneration of leguminous trees
(Albizia ssp). Plant Cell Reports. 7 (6) 385- 388.

TREGUBOV V.,1963 - Etude des groupements végétaux du Maroc oriental méditerranéen,
Bull. Mus. Hist. Nat., Marseille, Tome XXI11, 121-194, Imp. Municipale, Marseille.

TROUP R.S.,1932 - Exotic forest trees in the Britich Empire. Clarendon Press Oxford.

VIDALI H. 1984 - La culture in vitro et des af:plications horticoles. Technique et
Documentation (Lavoisier) 143 p.

VIEITEZ AM, et VIEITEZ E., 1980 - Plantlet formation from embryonic tissue of
chestnut grown in vitro. Physiol. Plant. 50: 127 - 130. il

{

VIEITEZ E., VIEITEZ A.M et BROWN A, 1981 -vegetative propagation of chestnut.
For.Sci.4:241-411.

- 88



Références bibliographiques ' R

WOODS A., 1985 - The potential for the in vitro propagation of a number of ecnomicaly
important plants for the aride areas, In « Plants for arid land »- Proc. Kew int. conf. economic
plants for the arid land. Royal Botanic Gardens, Kew. 23 - 27 july 1984, Wicken: et al,, Ed..
333 -342.

ZAHIDI A et BANI - AAMEUR F., 1998 - Argan seedling damping-off nnder nursery
conditions @ effects of mother-tree genotype, Kemnel origin and seedling age. Ecologia
mediterranea. 24 (1),27 - 32.

ZITAN A., 1989 - Eléments de réflexion sur I’agroforesterie au Maroc. In : la foret
marocaine, droit, économie, écologie, Actes des journées d'étude SOMADE. 15 -16 Avril
1988, Casablanca, Afrique Orient, Editeur. 49 -75.

ZRYD J.P., 1988 - Culture de cellules et organes végétaux. Fondement tuéorique et
utilisations pratiques. Ed. Presses polytechniques Romandes. Suisse. 308 P,



Annexe I : Milieux de culture




Tableau.1 : Composition des di-Térents milieux de culture utilisés.
MS : Murashige et Skoog 11962).
MS : Milieu de MS modifié par Slaoui (1990).
MS, : Milieu de MS mod.fié par nous méme.

Composition MS MS,
M T -‘;v,é_;:g *- —'r:- v TG
(NH,NO, 1650 412.5
KNO, 1900 950
Mg SO,, 7 H,0 370 185
CaCl,, 2 H,0 440 220
KHPO, 170 85
H,BO, 6.2 6.2 .
MnSO,, 4 H,O 22.3 223 22.3
ZnS0,, 7 H,0 8.6 8.6 86
KI 0.83 0.83 0.83
Na,MoO,, 2 H,0 0.025 0.025 0.025
CuSO,, 5 H,0 0.025 0.025 0.025
CaCl,, 6 H,0 0.025 0.025 0.025

lnosnol

Acide nicotinique

Pyridoxine HCl

Thiamine

Biotine

D. Ca. Panthothénate

Riboflavine

Acide ascorbique

Chlorure de choline

Cystéine chlorhydrate - -
Glyséine
Complément en Azote o

M) - i
Asparagmc 333 333
Glycine 26.6 26.6
Glutamine 34 34
Fe EDTA e B L
Na EDTA 3728 37.25 37.25
Fe SO,, 7H,0 27.85 27.85 27.85
Saccharose (g/1) 20 20 20
Agar (g/) 7 7 7
pH 56-5.7 56-5.7 56-5.7
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AIA : Acide indolacétique (auxine) (PM : 175.2).

AIB : Acide indolbutyrique (auxine) (PM : 203.4).

ANA : Acide naphtalacétique (auxine) (PM : 186.2).

Cal : est le tissu de néoformation produit par I’explant inifial
Callogenése : néoformation d’un cal.

Caulogenédse : genése d’axes caulinaires.

Dédifférentiation cellulaire: retour progressif de cellulgg différenciées vers I'état
méristimatique. :

-

Différentiation cellulaire: perte progressive de caractéres cytologiques et
physiologiques des cellules embryonnaires et acquisition
des caractéristiques des cellules adultes, éventuellement
liée a la spécialisation.

Explant : fragment d’organe végétal excisé et mis en culture in vitro.
Kinétine : 6 - furfurylaminopurine (cytokinine).
Néoformation ; formation des structures nouvelles : tissus, méristémes,
embryoids. La néoformation est I’aboutissement d’une
dédifférentiation puis différenciation.
Organogéne : qui produit des organes ou est capable d’en former.

Organogenése : formation des organes. L’organogencse végétative se situe
essentiellement au niveau des méristémes.

Rhizogenése : formation de racines.

Vitrification : trouble physiologique fréquemment rencontré chez les plants cultivés
in vitro, les feuilles des plantes vitrifiées sont larges, épaisses, translucides, ridées
et/ou bouclées et facilement cassables. La translucidité et les malformations sont

apparemment dues a4 une déficience chlorophyllienne et a I’hyperhydratation
générale des cellules (turgescence).

Vitrosemis : des semis obtenus in vitro. -

Zéatine : 6-4-hydroxy-3—méthyl—Z-énylag;inolpurine (cytokinine) (PM : 219.3).



Résumé

Il est question dans le présent travail, de mettre au point, pour I'arganier (Argania spinosa (L.)
Skeels), une méthode de micropropagation capable de produire des vitroplants directement utilisables. Parmi
les travaux existant sur I’arganier, on ne dispose d'aucun article qui traite cet aspect. Pour cela le passage par
la culture du matériel végétal juvénile demeure incontournable. —

En effet, I'utilisation directe d’embryons sur un milieu de culture KNOP (1865), se traduit par une
entrée rapide en germination, ce qui permet d’avoir des vitrosemis groupées et homogeénes directement
utilisables en multiplication. -

Concernant la phase de multiplication, plusieurs paramétres ont été étudiés (Milieux de culture,
hormones de croissance et les méthodes de multiplication) ainsi, la nouvelle technique de multiplication par
Hyper-ramification permet : -

= D’obtenir directement des pousses allongées utilisables pour le cycle suivant.
» D’éviter le probiéme de callogenése 4 la base des explants.
» De matntenir un stock permanent en microboutures.

Le milieu de culture MS, additionné de I'AIB (1 mg/1) et du charbon actif (1 g/1) s’est révélé trés
favorable pour L’enracinement des vitroplants d’arganier (88 %). Les vitroplants acclimatés ne posent aucun
probléme, les vitroplant d’arganier présentent de bonnes aptitudes a 1"acclimatation (90 % de réussite).

Mots clés : Argania spinosa (L.} Skeels, L’arganier, micropropagation, vitroplants,
Embryons, vitrosemis, Hyper-ramification, Enracinement, Acclimatation.

-

Summary

It is question in the present work, to develop a micropropagation methods of argan tree, (4rgania
spinosa (L..) Skeels. Among existing researchs on argan tree, no work has been published on such an aspect,
for this purpose, the culture of the juvenile organ is necessary.

Indeed, use of direct embryons on a KNOP (1865) growing medium, give a rapid germination, what
allows the obtention the grouped and homogeneous vitroseedling directly usable in multiplication.

Concerning the phase of multiplication, several parameters have been studied {growing medium,
growth regulator and multiplication technics) thus, the new technique of multiplication by High -
ramification allows :

» To obtain directly of lengthened shoots for the cycle following.

To avoid the callogenesis problems.
To maintain a permanent stock of micrografis
The growing medium MS;, supplied by | mg’l AIB and | mg of chaoal actif, seemed to be
optimum vitroplants rhizogenesis. The argan tree plants, present good aptitudes 1o acclimatation (90
%% of success).

Key words : Argania spinosa, argan tree, micropropagation, vitroplants, )
Embryos, vitroseedlings, High-ramification, rhizogenesis, Acclimatation. !
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