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Abstract: Somatic embryogenesis of date palm is a powerful tool for the large-scale production
of genetically identical and disease-free plants. The objective of this work is to suggest a scheme
for the production of vitroplants via somatic embryogenesis. Established from (04) date palm
cultivars, this scheme consists of four main steps: induction and multiplication of nodular
callogenesis on solid and/or liquid media, initiation of somatic embryogenesis in agitated liquid
medium and maturation of proembryos followed by germination on agar medium. The results
show that the presence of concentrations > 10 mg/L of 2,4-D combined with activated charcoal
>150 mg/L promote the initiation and multiplication of nodular calli on the solid medium. An
average multiplication factor of 6.3 is obtained in a liquid medium containing 1 mg/L of 2,4-D.
In addition, the alternation of media (liquid/solid) in the presence of 1 mg/L of AS promotes
embryogenesis initiation and improves the yield of somatic embryos as well as their
germination.

Key words: Callogenesis, somatic embryos, alternation of liquid/solid culture media, Phoenix
dactylifera L., cultivars, vitroplants.
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Résumeé : L’embryogenése somatique constitue chez le palmier dattier un puissant outil pour
la production a grande échelle de plants génétiqguement conformes et indemnes de maladies.
L’objectif du présent travail consiste a proposer un schéma pour la production, par
embryogenése somatique, de vitroplants. Etabli a partir de (04) cultivars de palmier dattier, ce
schéma s’articule autour des étapes suivantes : induction et multiplication de callogenese
nodulaire sur milieux solides et/ou liquide, initiation de I’embryogenése somatique en milieu
liquide agité et maturation des proembryons suivie de la germination sur milieu gélose. Les
résultats obtenus montrent que la présence de concentrations > 10 mg/L de 2,4-D combinées
avec des doses de charbon actif >150 mg/L favorisent I’initiation et la multiplication des cals
nodulaires sur le milieu solide. Un facteur moyen de multiplication de 6,3 fois est obtenu en
milieu liquide contenant 1 mg/L de 2,4-D. Par ailleurs, I’alternance de milieux (liquide /solide)
en présence de 1 mg/L d’AS favorise I’initiation de ’embryogenése et améliore le rendement
en embryons somatiques ainsi que leur germination.

Mots clés : Callogenése, embryons somatiques, alternance milieux de culture liquide/solide,
Phoenix dactylifera L., cultivars, vitroplants.
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INTRODUCTION GENERALE

Une des espéces les plus importantes de la famille des Aracées (Araceae), le palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) est une espéce pérenne monocotylédone dioique adaptée aux
conditions édapho-climatiques des zones arides et semi-arides (El Hadrami et al., 2012).

Sa culture est considérée comme une activité stratégique en raison du role qu’elle joue sur
plusieurs plans : économique, social et écologique au niveau des pays producteurs
particulierement au Moyen-Orient et en Afrique du Nord. Parallelement a cela, le patrimoine
pheenicicole mondial qui est estimé & plus de 5000 cultivars, est sujet & de nombreuses
contraintes biotiques et abiotiques aggravées par 1’action de I’homme. Ces contraintes vont aller
en s’accentuant avec les changements climatiques globaux annoncés (EI Hadrami et al., 2009 ;
Bekheet, 2011 ; Jain, 2012 a ; Jaradat, 2011 ; Jaradat, 2016).

En Algérie, le patrimoine pheenicicole national caractérisé par une grande diversité variétale,
est sujet a une menace majeure : la fusariose vasculaire du palmier dattier ou maladie du
Bayoud. Celle-ci est causée par un champignon tellurique, Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis W.L. Gordon, (1965). Apparue en Algérie vers 1898, elle
a déja détruit plus de trois millions de palmiers dans le Sud-Ouest Algérien et continue jusqu’a
nos jours de progresser vers les zones saines (palmeraies du Sud-Centre et de I’Est) car aucun
moyen de lutte curative efficace n’a pu étre mis au point. La lutte contre la maladie du Bayoud
repose exclusivement sur des mesures prophylactiques (Jaradat, 2011 ; Jain, 2012 a ; Jaradat,
2016).

Face a ce risque, seule la lutte génétique est en mesure de faire face a la progression de 1’agent
du Bayoud vers les zones saines. Par ailleurs, la diversité variétale existante est menacée par
I’érosion génétique due a I’extension de la culture monovariétale imposée par les besoins du
marché exigeant des variétés de haute qualité commerciale telle que la variété Deglet Nour, qui
est malheureusement sensible au Bayoud (Boudoura et al., 2010 ; Bouguedoura et al., 2015 ;
Benzohra et al., 2022).

Dans le but de faire face a cette situation et afin de maintenir, de valoriser ou d’améliorer cette
diversité, la maitrise de la propagation du palmier dattier devient fondamentale. Cet objectif ne
peut étre atteint qu’avec le recours aux techniques de culture in vitro afin de pallier aux
insuffisances des methodes conventionnelles de multiplication (par graines ou par rejets) (Zaid
etal., 2002 ; Jain, 2012 a et b).

En effet, les techniques de régenération par la culture in vitro ou micropropagation permettent
I’obtention rapide, indépendamment de la saison, d’un grand nombre de plants génétiquement
conformes et indemnes de maladies (Loyola-Vargas et al., 2008 ; Bhojwani et al., 2013 ; Singh,
2015).

Actuellement, deux techniques de micropropagation sont utilisées pour la régénération du
palmier dattier (Jain ,2012 a et b ; Mazri et al., 2015, Al Khayri et al., 2017 ; Al Khayri et al.,
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2018). 1l s’agit de 1’organogenése qui repose sur la capacité de bourgeonnement de différents
types d’explants et de I’embryogenése somatique qui permet I’obtention d’embryons a partir de
cellules somatiques. Les embryons somatiques subissent le méme processus de développement
que celui des embryons zygotiques issus d’une fécondation donnant ainsi naissance a des
plantes entieres (Jimenez, 2001 ; Jimenez, 2005 ; Hussain et al.,2012 ; Loyola-Vargas et al.,
2008 ; Rai et al., 2011 ; Solis Ramos et al., 2012 ; Sahijram et al., 2015).

De ces deux techniques, c’est ’embryogenése somatique qui est la plus avantageuse, car elle
offre les meilleures potentialités : rapidité d’obtention, facilité d’exécution et présentation de
taux ¢élevés de multiplication par rapport a I’organogenése. Cependant, I’embryogencse
somatique présente I’inconvénient de la variation somaclonale (Fki et al, 2011 ; Jain et al.,
2011 ; Mazri et al., 2015).

Par ailleurs, le palmier dattier demeure une espece récalcitrante a la technique de
I’embryogenese somatique a cause de I’influence tres marquée du facteur génotypique qui se
traduit d’une part par la lenteur de la réponse et le faible taux de multiplication des explants mis
en culture et d’autre part par la faible fréquence de maturation et de germination des embryons
somatiques obtenus entravant ainsi |’établissement de protocoles fiables, simples et
reproductibles (Zaid et al., 2002, Jain, 2012 a).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre présente étude. Son objectif consiste a proposer un
schéma de production de vitroplants via ’embryogenése somatique chez quatre cultivars
algériens de dattier : Deglet Nour femelle, Deglet Nour male, Ghers et Takerbucht.

La démarche générale suivie consiste a apporter des modifications sur les composantes du
milieu de culture au cours des différentes étapes de production.
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CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
1- Donnees générales sur le palmier dattier

1-1- Origine et répartition géographique

1-1-1- Origine

Bien que I’'importance économique et socioculturelle du palmier dattier reste incontestable, les
connaissances sur 1’origine de sa culture, I’histoire de sa diffusion et les processus ayant mené
a sa domestication demeurent limités et imprécis. Cependant, le palmier dattier serait I’un des
premiers arbres fruitiers a avoir été cultivé par I’homme. Les connaissances actuelles se fondent
principalement sur les vestiges archeologiques qui attestent de sa culture, selon les auteurs,
entre le 7°™ et le 4°™ millénaire avant notre ére en Mésopotamie et tout autour du Golfe
Persique (Gros-Balthazard, 2012 ; Gros-Balthazard et al., 2013 ; Tengberg 2012 ; Tengberg et
al., 2013 ; Jaradat, 2015 ; Wales,2017).

Un récent travail portant sur la structure génétique du palmier dattier, au niveau des régions ou
la pratique de la phoeniciculture est ancienne, a permis de mettre en évidence une diversité
génétique dont la variation est structurée géographiqguement ce qui implique que le Golfe
Persique pourrait ne pas avoir été le seul centre de domestication du palmier dattier. L'Afrique
du Nord pourrait ainsi avoir été un centre de domestication, soit indépendamment
(domestication primaire) ou aprés l'introduction de génotypes du Moyen-Orient et leur
croisement avec des palmiers dattiers locaux (domestication secondaire) (Zehdi-Azouzi et al.,
2015 ; Moussouni et al., 2017).

1-1-2- Répartition mondiale

La phoeniciculture pratiquée exclusivement dans les régions arides et semi-arides du monde
sur les cing continents couvre une superficie estimée en 2016 a 1.353.159 Ha (FAO, 2018) la
figure 01 représente sa répartition mondiale en terme de pourcentage de surface par pays.
Cependant les régions les plus favorables et les plus productrices sont comprises entre les 24°m®
et 34¢me paralleles de latitude Nord soit de 1’est du Maroc a I’ouest du Pakistan (Munier, 1973,
Zaid et al., 2002, Manickavasagan et al., 2012, Johnson et al., 2015 a et b).

Iraq
23%

Autres
13%
Egypte
4%

Maroc

.. 4%
Tunisie
5%

Emirats arabes unis
7%

Iran

. 14%
Pakistan

7%

Arabie saoudite Algérie
11% 12%

Figure 01: Principaux pays producteurs de dattes en en terme de superficies cultivées pour
I’année 2016 (FAO, 2018)
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1-1-3- Reépartition en Algérie

En Algérie, I’aire de culture du palmier dattier s’étend depuis la frontiere marocaine a 1’Ouest
jusqu’a la frontiére tuniso-libyenne a 1I’Est et depuis 1’Atlas Saharien au Nord jusqu’a
Tamanrasset au Sud, Djanet au Sud-Est et Reggane au Sud-Ouest. (Bouguedoura et al., 2010 ;
Bouguedoura et al., 2015).

La culture du palmier dattier en Algérie est établie en plusieurs oasis réparties dans le Sud du
pays (zone saharienne) occupant une superficie de 166 893 ha (MADRP, 2015). Ces oasis
peuvent étre classees en quatre groupes (Bouguedoura et al., 2010 ; Bouguedoura et al., 2015) :

- Groupe des palmeraies septentrionales : se situant au niveau des contreforts des chaines
montagneuses de I’ Atlas Saharien (Monts des Ouled Nail, Bou Sadda, Sud de Batna). Ces
palmeraies sont constituées d’un ensemble d’oasis parsemées marquant les limites Nord
du Sahara algérien.

- Groupe des palmeraies orientales : les Zibans (Biskra), 1’Oued Ghir (Ouargla), le Souf
(El-Oued) et le M’zab (Ghardaia). Ces palmeraies représentent les principales régions
productrices, indemnes de Bayoud mais avec une tendance a la monoculture d’une seule
variété, la Deglet Nour.

- Groupe des palmeraies occidentales : Saoura (Beni Abbes), Touat (Adrar), Gourara
(Timimoun) et le Tidikelt (Reggane). Ces palmeraies renferment une grande diversité
variétale mais a faible ou moyenne valeur marchande ou 1’on retrouve 1’unique cultivar
reconnu résistant a la maladie du Bayoud : Takerbucht.

- Groupe des palmeraies méridionales : Djanet, Tamanrasset.

1-2- Importance économique, sociale et écologique

1-2-1- Dans le monde

L’intérét économique du palmier dattier est multiple. Cependant, la pratique de sa culture est
destinée principalement a la production de fruits (dattes) qui peuvent étre consommés a 1’état
frais, séchés ou transformés sous diverses formes (Chao et al., 2007 ; Manickavasagan et al.,
2012).

Ainsi la culture du palmier dattier est considérée comme etant une des plus importantes
productions fruitiéres dans de nombreuses parties du monde caractérisees par un climat aride
associé a des températures élevées. Toutefois sa culture se concentre essentiellement dans les
pays ou sa pratique est ancienne : Moyen-orient et Afrique du Nord (Chao et al., 2007, Ashraf
et al., 2011 ; Manickavasagan et al., 2012 ; Siddiq et al., 2013). En effet, sur les 39 pays
producteurs de dattes recensés par la FAO (2018), cing (05) pays (Egypte, Iran, Algérie, Arabie
saoudite, Emirats arabes unis et Iraq) totalisent & eux seuls 56 % de la production mondiale de
dattes, estimée a 8 460 443 de tonnes pour I’année 2016, dont la répartition en pourcentage par
pays est donnée dans la figure 02.
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Figure 02 : Principaux pays producteurs de dattes pour ’année 2016 (FAO, 2018)

L’essentiel de la production mondiale est consommé localement. Pour 1’année 2013 (FAO,
2018), le volume des exportations n’a représenté que 9,10 % (825271 tonnes) de la production
mondiale totale de dattes permettant d’engendrer pour les pays producteurs des revenus d’une
valeur de 993 102 dollars US. Selon Siddiq et al. (2013), trois cultivars dominent le marché
mondial : Medjhool, Deglet Nour et Barhi.

Les principaux pays exportateurs en terme de pourcentage de tonnage produit par ordre
décroissant pour 1I’année 2016 (FAO, 2018) sont : le Pakistan, 1’Iraq, la Tunisie, 1’Arabie
saoudite et I’Iran (Figure 03).

Pakistan
20%

Iran
11% Iraq

18%

Arabie saoudite o
12% Tunisie

13%

Figure 03 : Principaux pays exportateurs de dattes pour I’année 2016 (FAO, 2018).

L’essentiel des zones phoenicicoles mondiales est situé dans des pays en développement ou
sous-développés ou la production de dattes constitue des ressources financieres nationales et
locales non négligeables. De plus la culture du palmier dattier est considérée comme étant une
culture vivriére indispensable car elle joue un role majeur dans 1’alimentation humaine (a 1’état
frais ou conservé) et constitue une source de sous-produits aux utilisations diverses (élevage,
transformation, construction, ...) permettant ainsi la sédentarisation des populations au niveau
des zones productrices (Battesti, 2005, Chao, 2007, El-Juhany et al., 2010, Ashraf et al., 2011,
El Hadrami et al., 2012).
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Par ailleurs et parce qu’il est adapté aux conditions arides (faible pluviométrie, températures
élevées, salinité des sols et eaux d’irrigation), le palmier constitue 1’élément fondamental de
I’écosysteme oasien. Il crée les conditions favorables a I’établissement des cultures sous-
jacentes (arboriculture, céréaliculture, maraichage, culture fourragére...) et a la préservation de
la biodiversité oasienne (faune, flore et micro-organismes) (Bekheet, 2011 ; El-Juhany et al.,
2010 ; Jaradat ,2011).

Il participe aussi a la lutte contre la désertification, phénomeéne accélére ces dernieres décennies
par le rechauffement climatique (Bekheet, 2011 ; El-Juhany et al., 2010 ; Jaradat ,2011).

1-2-2- En Algérie

En Algérie, la culture du palmier dattier occupe une superficie de 166 893 ha répartie sur 16
wilayas caractérisées par un climat aride (subsaharien a saharien) : Adrar, Batna, Bechar,
Biskra, Djelfa, EI-Bayadh, EI-Oued, Ghardaia, Illizi, Khenchela, Laghouat, Naama, Ouargla,
Tamanrasset, Tebessa, Tindouf (MADRP, 2015).

La production de dattes en Algérie (tous types confondus) est principalement concentrée dans
la partie Sud-Est du pays regroupant les wilayas de Biskra, de Ouargla et d’El Oued qui
produisent respectivement 41,18 %, 24 ,98 % et 13,09% de la production nationale totalisant
ainsi 79,24%, (MADRP, 2015). Cette situation s’explique par les spécificités édaphiques et
pédoclimatiques des wilayas du Sud-Est, par les pratiques culturales générant des rendements
importants ainsi que par la valeur marchande des cultivars exploités principalement : Deglet
Nour qui représente 60, 27 % du nombre total de palmiers en culture (Tableau 01) (Benziouche
etal., 2012 ; MADRP, 2015).

Dans le reste des wilayas productrices, la production est moins importante, elle contribue a
hauteur de 20,85 % de la production nationale totale de dattes répartie comme suit : Sud-Ouest
(Adrar et Béchar) avec 12,22%, le centre-sud (Ghardaia et Tamanarasset) avec 6,2%.

Le reste de la production nationale, soit 1,71%, est produit par les 9 autres wilayas.

Tableau 01 : Evolution des pourcentages du nombre de palmiers représentant le cultivar Deglet Nour
au niveau des principales wilayas productrices de dattes (Comparaison 2005 et 2015)
(MADRP, 2015).

Principales Palmiers cultivés Palmiers en production
Wilayas

productrices 2005 2015 2005 2015
Biskra 60,51% 61,63% 52,03% 60,38%
El-Oued 65,86% 64,73% 64,91% 64,61%
Quargla 53,67% 54,47% 50,90% 52,81%

L’analyse de I’évolution de la filiere nationale de la datte établie, sur la base des données
fournies par le ministére de 1’agriculture (entre 2005 et 2015), permet de constater une
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augmentation de la production totale qui est passée de 5.162.934 a 9.903.770 quintaux. Cette
augmentation est liée a 1’action combinée de trois (03) facteurs (Tableau 02) :

- ’augmentation des superficies cultivées (+12,84%) ;
I’entrée en production des nouvelles plantations (+49,62 %) ;

- I’amélioration des pratiques culturales qui s’est traduite par une augmentation des
rendements (+28,51 %).

Tableau 02 : Evolution de la culture du palmier dattier (comparaison 2005 et 2015) (MADRP, 2015)

2005 2015 | Différence | ‘ugmentation (2005
année de référence)
Superficie (Ha) 147906 166893 18987 12,84%
Nombre total de palmiers | 16515090 | 18605027 2089937 12,65%
Nombre total de palmiers | ;3c1090 | 15508404 | 5143514 49,62%
en production
Production (Qx) 5162934 9903770 4740836 91,82%
Rendement (Kg/arbre) 49,8 64 14,2 28,51%

Le patrimoine phoenicicole national pour I’année 2015 est estimé a 18.605.027 palmiers, dont
15.508.404 sont en production soit 83,4% du patrimoine national (MADRP, 2015). Cet écart
(16,6 %) renferme trois catégories de palmiers: les pieds males nécessaires a la pollinisation,
les nouvelles plantations non productives et les plantations sénescentes (Bouguedoura et al.,
2015).

Les principales variétés cultivées en Algeérie sont : Deglet Nour, Ghars, Tafezouine, Mech
Degla et Degla Beida (Benziouche et al., 2012).

Seules les variétés a haute valeur marchande comme la Deglet Nour (85.70% des exportations)
et quelques quantités d’autres variétés de dattes fraiches sont exportées en vrac, branchettes et
parfois conditionnées. Concernant les variétés seches, celles-ci sont exportées principalement
vers les régions subsahariennes a travers des opérations de troc (Bouguedoura et al., 2015 ;
Benziouche et al., 2012).

En Algérie, la culture du palmier dattier est considérée comme le pilier de Il'agriculture
saharienne traditionnelle et moderne. En effet toutes les parties du palmier dattier sont utilisées :
fruits, graines, tronc et feuilles avec des utilisations multiples dans 1’alimentation humaine ou
animale mais également dans 1’artisanat et la construction. De plus de par sa présence dans les
zones sahariennes a conditions extrémes (désertiques), la culture du palmier dattier permet le
développement de différentes formes de vies animale et végétal jouant par ce biais un role
indispensable dans le maintien/fixation et la survie des populations de ces régions
(Bougueddoura et al., 2010 ; Bougueddoura et al., 2015).
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1-3- Descripteurs taxonomiques du palmier dattier
1-3-1- Descripteurs taxonomiques

Le palmier dattier est une angiosperme monocotylédone arborescente a tronc monopodique
qui peut étre décrit comme suit :

1- Systéme racinaire :

Le palmier dattier n'a pas de racine pivotante. Son systeme racinaire est fasciculé et ses racines
sont fibreuses (Figure 04-A). 1l est formé de plusieurs types de racines ; les racines de premier
ordre se développent directement & partir de la graine et émettent trés tét des racines de
deuxieme ordre qui émettent a leur tour des racines de troisieme ordre et ainsi de suite. Toutes
les racines peuvent présenter des pneumatodes qui sont des organes a vocation respiratoire et
qui se présentent sous forme de petites lenticelles. Le développement du systeme racinaire est
variable en fonction du cultivar, de la nature du sol, des pratiques culturales et du mode
d’irrigation. Elles peuvent ainsi largement s’étendre au-dela de la zone de projection de la
frondaison et peuvent atteindre de grandes longueurs dans le cas de la présence d’une nappe
phréatique profonde (Meunier, 1973 ; Djerbi, 1994; Zaid et al., 2002).

2- Stipe (tronc) :

Le tronc du palmier dattier est appelé stipe et sa forme est généralement cylindrique ou rarement
tronconique (Figure 04-A). L’¢élongation du tronc qui se fait a partir de la partie coronaire par
le bourgeon terminal ou phyllophore peut atteindre ou dépasser une hauteur de 20 metres et sa
circonférence moyenne peut atteindre 1 a 1,10 m (Zaid et al., 2002, Munier, 1973).

3- Palme (feuille) :

Les palmes sont issues du bourgeon terminal. Ce sont des feuilles composées, pennées,
disposées sur le tronc en hélice. Les folioles sont réguliérement disposées en position oblique
le long du rachis, isolées ou groupées, pliées longitudinalement en gouttiére ou transformées en
épines sur la partie inférieure du limbe. A 1’extrémité inférieure de la palme, le rachis s’¢élargit
pour former le pétiole qui s’insére directement au tronc (Figure 04-B) (Munier, 1973).

A T’aisselle de chaque palme se trouve un bourgeon adventif ou axillaire qui, en se développant,
peut donner naissance a une inflorescence dans la région coronaire, a un rejet dans la région
basale (permettant la multiplication végétative du palmier dattier) et a un gourmand dans la
région moyenne et sous-coronaire (Munier, 1973).

Selon la variété, I'age du palmier et les conditions environnementales, les feuilles du palmier
dattier mesurent de 2 a 6 m de long (4 m de moyenne) et ont une durée de vie normale de 3a 7
ans. Un palmier dattier adulte en bon état de végétation, peut avoir jusqu’a 150 palmes actives
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en méme temps avec une formation annuelle allant de 10 a 30 nouvelles palmes (Munier, 1973;
Zaid et al., 2002).

Les feuilles des jeunes plants issus de graines sont caractérisées par un pétiole peu développé
et un limbe entier (feuilles primordiales entiéres). Ce type de feuilles se forme durant les deux
ou trois premieres années qui suivent la germination des graines. La premieére feuille formée est
réduite a une gaine : c’est la gaine post-cotylédonaire. Les feuilles suivantes sont formées par
un limbe vert entier de plus en plus grand et présentant des plis. Le bourgeon terminal initie
ensuite les feuilles définitives ou feuilles adultes qui présentent un rachis bien developpé et un
limbe découpé en folioles (feuilles pennées a folioles séparées) (Djerbi, 1994).

4- Inflorescences :

Le palmier dattier est une espece dioique dont les fleurs unisexuées males ou femelles sont
portées par des pieds différents. La pollinisation en conditions naturelles est accomplie par le
vent, les abeilles et les insectes. L’inflorescence du palmier dattier (male ou femelle) a pour
origine la région coronaire du stipe (palmes agées d'une année). Celle-ci se présente en grappes
d’épis appelées spadices recouvertes avant la floraison par une bractée ou membrane
entierement fermée appelée spathe dont la couleur verdatre varie en fonction des cultivars et le
développement des inflorescences (Munier, 1973 ; Djerbi, 1994 ; Zaid et al., 2002).

Le nombre annuel de spathes issues d'un pied femelle varie de 0 a environ 25 (avec une
moyenne de 12) et peuvent contenir jusqu’a 10 000 fleurs /spathe. Chez les pieds méles le
nombre de spathes ainsi que le nombre de fleurs/spathe produits annuellement sont encore plus
importants (Munier, 1973 ; Djerbi, 1994 ; Zaid et al., 2002).

Les spathes femelles sont de forme allongée alors que les spathes males sont plus courtes et
plus renflées avec une légére dépression dans leur partie supérieure (Figure 04-C). Cette
différenciation permet de reconnaitre le sexe des inflorescences avant leur épanouissement.
(Munier, 1973 ; Djerbi, 1994 ; Zaid et al., 2002). Ainsi a l'ouverture des spathes, on peut
distinguer les deux types de fleurs par rapport a leurs formes et a leurs couleurs. En effet, les
fleurs femelles sont de forme globulaire avec un calice lIégérement bordé en vert et une corolle
de couleur blanc ivoire alors que les fleurs males sont de forme légerement allongée avec un
calice et une corolle de couleur blanche ivoire (Munier, 1973).

5- Datte (fruit) :

Le fruit du dattier, la datte, est une baie issue du développement apres fécondation d’un seul
carpelle. La datte est composée d’un mésocarpe charnu protégé par un fin péricarpe. La
consistance de la datte peut étre molle, demi-molle ou séche (dure). L’endocarpe se présente
sous la forme d’une membrane trés fine entourant le noyau (Figure 04-D) (Munier, 1973 ;
Djerbi, 1994 ; Zaid et al., 2002).
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La forme, la couleur, la consistance, les dimensions ainsi que le poids de la datte varient selon
les cultivars, les conditions édapho-climatiques et les itinéraires techniques pratiqués (Munier,
1973 ; Djerbi, 1994 ; Zaid et al., 2002).

6- Noyau (graine) :

La graine du palmier dattier dite noyau est de forme oblongue, lisse ou pourvue de
protubérances latérales en arétes ou ailettes, avec un sillon ventral assez profond et un embryon
dorsal dur formant un ensemble globulaire en dépression protégé par un aloumen dur et corné
de nature cellulosique (Figure 04-D) (Munier, 1973; Zaid et al., 2002).

Les caractéristiques du noyau de la datte (forme, dimensions et poids) varient également en
fonction des cultivars et des conditions de culture. (Munier 1973; Djerbi, 1994; Zaid et al.,
2002).

La germination de la graine est hypogeée (Figure 04-E). On assiste tout d’abord au soulévement
de Dl'opercule qui permet I’émergence de I’extrémité radiculaire poussée par le pétiole
cotylédonaire qui s’accroit considérablement et s’enfonce profondément en terre (germination
remotive tubulée). Par la suite, la jeune plantule laisse apparaitre la premiére feuille apres
déchirure de la gaine cotylédonaire et reste reliée a I’albumen corné par le limbe cotylédonaire
qui constitue un haustorium assurant la nutrition. Le développement de la jeune plante se
poursuit avec 1’apparition de nouvelles feuilles, toujours simples et engainantes a 1’extrémité
en pointe alors que la racine principale émet des radicelles et des racines secondaires qui
naissent au niveau du collet (Djerbi, 1994).

1-3-2- Taxonomie proprement dite du palmier dattier

Le palmier dattier dénommé Phoenix dactylifera L. par Linné en 1734, est une plante
angiosperme monocotylédone arborescente.

Selon the Angiosperm Phylogeny Group (APG 1V) (Chase et al., 2016) la classification du
palmier dattier se présente comme suit :

Super ordre : Lilianae (monocotylédones)
Ordre : Arecales

Famille : Arecaceae

Genre : Pheenix

Espece : Phoenix dactylifera L.

Le genre Phoenix regroupe 12 espéces acceptées en plus du palmier dattier (Pheonix dacylifera
L.) et qui sont: Phoenix acaulis Roxb., Phoenix atlantica A.Chev., Phoenix caespitosa Chiov.,
Phoenix canariensis H.Wildpret, Phoenix loureiroi Kunth, Phoenix paludosa Roxb., Phoenix
pusilla Gaertn., Phoenix reclinata Jacq., Phoenix roebelenii O'Brien, Phoenix rupicola
T.Anderson, Phoenix sylvestris (L.) Roxb., Phoenix theophrasti Greuter (WCVP, 2022):
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Figure 04 : Descripteurs taxonomiques du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.)

: Figuration schématique du palmier dattier (Munier, 1973),

: Schéma d’une palme de palmier dattier (Munier, 1973),

: Schéma des organes floraux du palmier dattier (Munier, 1973),

: Schéma du fruit et de la graine du palmier dattier (Munier, 1973),

: Schéma des différents stades morphologiques de la germination chez le palmier dattier (Djerbi, 1994).
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1-4- Diversité genétique du palmier dattier
1-4-1- Génétique du palmier dattier

Le nombre de chromosomes du palmier dattier (Phoenix dactilyfera L.) le plus largement
mentionné est de 36 (=18, 2n=36). Cependant de nombreux auteurs rapportent que le nombre
chromosomique varierait de 2n=26 a 2n=36 avec des cas d’aneuploidie et de polyploidie
signalés entre cultivars et au sein du méme cultivar (Zaid et al., 2002; Shabana et al., 2010;
Abul-Soad et al., 2017).

Les especes de Phoenix sont inter-fertiles. L'hybridation interspécifique d'especes distinctes
conduit généralement a une progéniture hybride fertile. De tels flux de génes spontanés sont
possibles, sinon communs, en culture aussi bien que dans la nature (Gros-Balthazard ,2013).

1-4-2- Diversité genétique dans le monde et en Algérie

La diversité génétique est définie comme les variations génétiques entre especes, SOus-especes,
cultivars, populations ou clones individuels qui peuvent étre caractérisées aux niveaux
morphologique, physiologique, biochimique et moléculaire (Jaradat, 2016).

La diversité génétique du palmier dattier représente la variation héritable au sein et entre les
populations sauvages et cultivées dans les palmeraies ou les plantations modernes alors que la
diversité phénotypique représente l'effet d'interaction entre la diversité génétique et
I'environnement. C'est ce qui représente 1’indicateur apparent de la diversité des dattiers qui est
a la base de la sélection et de la conservation, ainsi que son amélioration pour une utilisation
durable (El Hadrami et al., 2009 ; Jaradat, 2016).

La diversité genétique du palmier dattier est le résultat de siecles de pratique de sélection
artificielle (phoeniciculteurs) au niveau local ou régional d’individus dérivés d'une seule graine
unique, clonée et multipliée par voie végétative (Bekheet, 2011 ; Jaradat, 2016 ; Abul-Soad et
al., 2017).

Cependant, la caractérisation et la nomenclature des cultivars de palmier dattier existants reste
encore complexe en raison de la longue histoire de la culture (sélection artificielle millénaire),
des larges échanges du germoplasme, de la dioecie de la plante, de son mode de propagation
naturelle par semis n’assurant pas 1’identité variétale et de 1’existence d’un grand nombre de
synonymes et d'homonymes au niveau local et régional (Chao et al., 2007).

La diversité génétique mondiale actuelle du palmier dattier est importante mais reste également
peu connue. En effet, selon de nombreux auteurs, cette diversité est estimée entre 3000 et 5000
cultivars répertoriés au niveau des pays ou la production est ancienne en se basant
essentiellement sur un critere phénotypique : la qualité des fruits produits. Cependant, la plupart
de ces cultivars sont endémiques et ne sont plus ou peu cultivés au niveau des palmeraies (El
Hadrami et al., 2009).
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Selon Johnson (2011), un nombre réduit de cultivars d’élites produisant des dattes a haute
valeur commerciale (estimé a 10 % du nombre total) sont multipliés et cultives a grande échelle.

En Algérie ou la culture du palmier dattier est considérée comme ancestrale, la sélection est
faite principalement a partir de plantations de rejets de cultivars existants dans la méme zone
de culture et dans une faible mesure a partir de francs issus de semis (khalts ou Dgoul), qui
poussent au hasard dans les oasis et les palmeraies. Cette pratique est répandue au niveau des
régions ravagées par le Bayoud (Bouguedoura et al., 2010 ; Bouguedoura et al., 2015). Les
khalts représentent jusqu'a 10% de la population de palmiers dattiers, et ils peuvent étre une
nouvelle source pour la sélection de pieds femelles essentiellement. Ainsi, si un pied khalt
femelle présente un caractere intéressant (par exemple la qualité du fruit), il peut étre choisi par
les phoeniciculteurs pour étre cloné et devenir un cultivar. Il recevra une désignation et peut
donc étre préservé et multiplié végetativement par rejets (Bouguedoura et al., 2010 ;
Bouguedoura et al., 2015).

Le patrimoine génétique algérien renferme un nombre moins important de pieds males. En effet
dans une palmeraie de semis naturel, des pourcentages a peu prés égaux de pieds males
(Dokkars) et femelles (Nakhlates) coexistent alors que dans une palmeraie cultivée, le nombre
de palmiers males est généralement réduit a une proportion de 1 a 2% de la plantation. Ces
derniers vont servir a la pollinisation réalisée manuellement sans recevoir une appellation
propre. Dans certains cas de similitude végétative, un palmier male est identifié par rapport au
palmier femelle auquel il ressemble (Bouguedoura et al., 2015).

Plusieurs travaux ont eu pour objet I’étude du patrimoine phoenicicole algérien. Cependant, ces
derniers se sont intéressés uniquement a la diversité des cultivars femelles sur la base de critéres
biométriques et agronomiques alors que les roles xenic et metaxenic des pieds males n’est plus
a démontrer (Chao et al., 2007; Mohammadi et al., 2017 ; Al-Najm et al., 2021).

Dans ce cadre, nous pouvons citer le travail publié en 1998, réalisé par une équipe de guatre
(04) chercheurs (Hannachi et al., 1998) et qui a permis de recenser 940 cultivars dont les 2/3
ont été échantillonnés sur une quinzaine de régions naturelles. Ce travail a permis de confirmer
I’importance de la diversité génétique que renferme la phoeniciculture algérienne qui repose
sur une distribution d’Est en Ouest assez marquée.

Cette diversité peut étre décrite comme suit:

- Palmeraies du Sud-Ouest : celles-ci renferment une diversité trés appréciable et c’est
justement cette diversité qui a permis aux palmeraies de rester productives malgré le fléau
du Bayoud.

- Palmeraies potentielles du Sud-Est : la diversité est considérable malgré la prédominance
de la varieté Deglet nour.

- Palmeraies marginales : elles se caractérisent également par leur grande diversité.
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2- Contraintes de la culture du palmier dattier

Les agrosystemes oasiens des pays du Moyen-Orient et de I'Afrique du Nord (principaux pays
producteurs) subissent ces derniéres décennies des changements physiques et socio-
économiques rapides qui ont déja conduit a la disparition de quelques oasis (Jaradat, 2016).

Ce déclin de certaines oasis, bien qu'il puisse se produire soudainement, représente souvent le
résultat cumulatif d'une lente régression de I'agrobiodiversite et de la réduction de la résilience
écologique (capacité a retrouver un fonctionnement et un développement normal apres
dégradation) de I'oasis (Battesti 2012, Huang et al., 2013).

Cependant, a part quelques cas documentés d’oasis ou la culture du palmier dattier a diminué
ou a méme disparu, la production mondiale de dattes n’a pas cessé d’augmenter depuis les
dernieres décennies (Jaradat 2013 ; Jaradat, 2016).

En effet au cours des 50 dernieres années, des changements importants sont survenus chez la
plupart des pays producteurs de dattes dans la gestion et la conduite des palmeraies, dans la
récolte, le conditionnement, la transformation et la commercialisation des dattes. Certaines de
ces pratiques ont contribué positivement a la conservation de la ressource génétique du palmier
dattier alors que d'autres pratiques ont eu un impact négatif sur cette conservation. (Bekheet,
2011 ; Jaradat, 2011 ; Jaradat, 2016).

Les secteurs phoenicicoles de la région du Moyen-Orient et de I'Afriqgue du Nord sont
confrontés a des menaces de nature similaires qui peuvent étre résumées comme suit :

2-1- Menaces biotiques

zomaZ 7

biotiques sont considérées comme majeures (Jaradat, 2011 ; Jain, 2012 a ; Jaradat, 2016) :

—Le charancon rouge du palmier Rhynchophorus ferrugineus Olivier (1790) qui
provoque de graves dommages dans les palmeraies de I'Est de I'Arabie, de I’Irak et de
I’Egypte, et

—la maladie Bayoud, causée par un champignon tellurique qui est le Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis W.L. Gordon (1965) qui a déja détruit plus de 13 millions de pieds de
palmiers en Algérie et au Maroc au cours du siecle dernier.

En Algérie, la maladie du Bayoud constitue la menace majeure (dont les conséquences néfastes
restent irréversibles puisqu’ aucun moyen de lutte curative efficace n’a pu étre mis au point) et
la cause d’une érosion génétique importante au niveau des palmeraies infestées du sud-ouest et
du centre du pays (Bouguedoura et al., 2010 ; Bouguedoura et al.2015).
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2-2- Menaces abiotiques

Nous pouvons citer ici I’ensablement, le manque d’eau en raison de longues périodes sans pluie
et I'assechement de nombreux puits mais aussi la salinisation des sols qui est en train de devenir
une menace réelle au niveau des palmeraies en expansion dans plusieurs pays producteurs dont
1’ Algérie (Bekheet, 2011 ; Jaradat, 2011 ; Bouguedoura et al., 2010 ; Bouguedoura et al., 2015).

Cette derniere est causée par la présence de quantités excessives de sels (principalement de sels
de chlorure de sodium soluble) due a 1’action conjointe de la qualité des eaux d’irrigation et a
I’absence ou a la détérioration des réseaux de drainage ce qui affecte sérieusement la croissance
des palmiers (Bekheet, 2011 ; Jaradat, 2011 ; Bouguedoura et al., 2010 ; Bouguedoura et
al.2015 ; Haj-Amor et al., 2017).

2-3- Menaces anthropogéniques

Les menaces anthropogéniques sont les menaces résultant de 1’activité de ’homme. La plus
significative est la tendance qu’ont de nombreux pays producteurs de dattes a s’orienter vers le
développement de plantations modernes, basées sur quelques cultivars d'élite sous la pression
de la demande des marchés (Bekheet, 2011). C’est le cas de I’ Algérie ou le cultivar Deglet Nour
est presque exclusivement transplanté au niveau des nouveaux périmetres irrigués malgre sa
sensibilité connue a la maladie du Bayoud. (Bouguedoura et al., 2010 ; Bouguedoura et
al.2015 ; Bedjaoui et al., 2020 ; Faci et al., 2021).

De plus, I’expansion rapide des plantations modernes entrera en concurrence avec les oasis
traditionnelles ce qui nuira a la conservation dynamique de la diversité génétique du palmier
dattier conduisant ainsi a une érosion génétique inéluctable (Bekheet et al., 2013 ; Bekheet,
2011 ; Bouguedoura et al., 2010 ; Bouguedoura et al.2015 ; Bedjaoui et al., 2020 ; Faci et al.,
2021).

Par ailleurs, les changements/transformation socio-économiques en cours depuis des décennies
au niveau des régions productrices, ont conduit a une perte progressive des connaissances
(savoir et savoir-faire) ancestrales des populations autochtones en ce qui concerne a la fois la
gestion des palmeraies et le maintien d’une diversité variétale dont I’avenir est de plus en plus
incertain (Jaradat, 201 ; Bouguedoura et al., 2010 ; Bouguedoura et al.2015 ; Benmehaia et al.,
2018).

2-4- Changements climatiques

Selon Pauls et al. (2013), le changement climatique mondial aura un impact sur la diversité
génétique intraspécifique a travers :

—des changements dans la distribution spatio-temporelle des variants génétiques a mesure
que les gammes de populations et d'especes changent,
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—des changements du niveau de plasticité phénotypique des individus et des populations
afin de répondre aux nouvelles conditions environnementales,

—des altérations dans 1’adaptation évolutive aux conditions environnementales
changeantes. Dans de nombreux cas, ces changements réduisent la diversité génétique
des populations et des especes, évoluant dans les situations extrémes vers I'érosion
génetique ce qui entrainera une réduction de la viabilité de la population et a son
extinction.

Par conséquent, si les changements climatiques augmentent la fréquence et/ou l'intensité des
sécheresses, cela conduirait a ’extension de la désertification et a la perte irréversible des
agrosystemes oasiens équilibrés et productifs actuels (Bekheet, 2011 ; Jaradat, 2011, Jaradat,
2016).

Dans ce contexte, nous pouvons citer les résultats de modélisations réalisées par Shabani et al.
(2012) qui suggerent que les régions adaptées a la culture du palmier dattier pourraient devenir
plus chaudes et plus séches. Si cela venait a étre confirmé, les régions productrices actuelles
deviendraient inadaptées, ce qui induirait un déclin économique et par conséquent des
répercussions néfastes sur le niveau de vie et méme 1’avenir des populations de ces régions.

2-5- Maitrise de la propagation du palmier dattier comme moyen de lutte

Comme décrit précédemment, la culture du palmier dattier en Algérie est considérée comme
étant une culture stratégique vu le role qu’elle joue sur plusieurs plans : économique, social et
écologique.

Par ailleurs, la palmeraie algéerienne qui renferme environ un millier de cultivars est sujette a de
nombreuses contraintes biotiques, abiotiques et anthropologiques dont I’impact préjudiciable
irréversible sera accentué avec les changements climatiques (Bouguedoura et al., 2010 ;
Bouguedoura et al.2015 ; Bedjaoui et al., 2020 ; Faci et al., 2021).

Au vu de cette situation, une stratégie a deux volets, a savoir la conservation et I’amélioration
génétique, doit étre mise en place et dont la réussite dépendra fortement de la maitrise de
propagation a grande échelle du palmier dattier.

Pour ce faire, seule I’utilisation des biotechnologies végétales principalement celles se
rapportant aux techniques de propagation in vitro pourraient faire face aux défis imposes par
I’ampleur des menaces actuellement recensées.

En effet, la micropropagation constitue un outil puissant permettant de maintenir, de valoriser

ou d’améliorer la diversité variétale existante ou induite chez le palmier dattier (Jain, 2012 ;
Bekheet, 2011 ; Johnson, 2011 ; Beckheet, 2013 a ; Al Khayri et al., 2018).
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3- Propagation du palmier dattier
3-1- Propagation conventionnelle du palmier dattier

Deux types de propagation naturelle dite conventionnelle permettent de multiplier le palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.) :

3-1-1- Propagation sexuée par semis

Egalement appelée reproduction sexuée, la propagation par semis de graines, bien qu'utile a des
fins d’amélioration génétique (car économique dans le cas de zones connaissant des problémes
de salinité ou d’infestation par le Bayoud), ne convient pas a la multiplication conforme a
grande échelle (production commerciale) en raison de ce qui suit (Zaid et al, 2002 ; Jain, 2012
aeth):

—Le palmier dattier est une espece dioique et par conséquent la moitié de la descendance
est composée de plantules males et 1’autre moitié de plantules femelles, sans aucun
moyen de déterminer a un stade précoce le sexe de la progéniture, ni la qualité du pollen
ou du fruit avant la floraison. Il est a signaler ici, que des résultats prometteurs portant
sur la mise au point de méthodes moléculaires de détermination du sexe a un stade
précoce chez le palmier dattier ont été publiés. Nous pouvons citer les travaux de Al
Mahmoud et al. (2012), Cheérif et al. (2013), Intha et al. (2018) et Mohammed et al.
(2019) dont les résultats obtenus n’ont pas encore été généralisés.

—Les palmiers femelles provenant de semis de graines ont une croissance extrémement
lente et une maturation sexuelle tardive (qui ne se manifeste souvent qu’a partir de la
septiéme année) produisant par la suite des fruits de qualité variable qui est
généralement inférieure a celle des palmiers parentaux.

—Les palmiers dattiers sont hétérozygotes, ce qui engendrera une variation importante au
sein de la descendance augmentant ainsi les risques de la perte des caractéristiques
parentales recherchées. En effet, dans une plantation issue de semis, il est rare de trouver
plus de 10% des palmiers produisant des fruits de qualité satisfaisante. En d'autres
termes, la propagation par semis ne permet pas d’assurer la conformité génétique.

—Les palmiers issus de semis different considérablement en ce qui concerne le potentiel
de production, la qualité des fruits et le temps de récolte, ce qui rend tres difficile leur
commercialisation.

3-1-2- Propagation végétative par rejet

La propagation par rejets, également appelée propagation asexuée ou vegeétative, offre les
avantages suivants (Zaid et al, 2002):
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—Les palmiers issus de rejets sont généetiquement conformes aux pieds meres. En effet,
les rejets se développent a partir de bourgeons axillaires au niveau de la région basale
du tronc du pied mere et, par conséquent, le fruit produit apres transplantation sera
identique a celui produit par le pied mére permettant ainsi d’homogénéiser la
production.

—Les palmiers issus de rejets produisent des fruits a partir de deux ou trois ans de
plantation alors que ceux issus de graines fleurissent plus tardivement vers la cinquiéme
annee).

Cependant, la propagation par rejet, bien qu’elle permette le maintien/la sauvegarde de la
conformité genétique, reste une methode difficile, laborieuse et donc colteuse ne permettant
pas, par conséquent, de satisfaire les besoins importants en matériel végétal. En effet, nous
pouvons résumer les inconvénients de la propagation du palmier dattier par rejet comme suit
(Zaid et al., 2002 ; Jain, 2012 aetb) :

— La production de rejets est limitée a une courte période (une période végétative courte
d'environ 10 a 15 ans) de la durée de vie totale du palmier.

— Durant cette courte période, seul un nombre limité de rejets est produit (10 a 30 rejets,
au plus) selon le cultivar et les itinéraires techniques appliqués (travail du sol, irrigation
et fertilisation).

— Les rejets nécessitent des soins appropriés car ils présentent souvent de faibles taux de
survie apres transplantation.

— L’utilisation de rejets favorise la propagation des maladies et des ravageurs du palmier
dattier.

3-2- Propagation par les techniques de culture de tissus

La culture in vitro des tissus végétaux est un ensemble de techniques permettant la culture de
cellules, de tissus, d'organes ou de leurs fragments sur des milieux de cultures synthétiques en
conditions environnementales aseptiques et controlées (Thorpe, 2007; Loyola-Vargas et al., ;
2008). En effet, I’une des applications a 1’échelle industrielle les plus largement utilisées dans
plusieurs pays a travers le monde est la propagation in vitro (ou micropropagation) de plantes
génétiquement conformes (clones) qui, autrement, seraient difficiles a propager classiquement
par graines et/ou par des moyens végétatifs (Loyola-Vargas et al., 2008 ; Bhojwani et al., 2013 ;
Singh, 2015).

Chez le palmier dattier les avantages de la propagation in vitro peuvent étre resumes comme
suit (Zaid et al, 2002 ; Alkhateeb, 2008 ; Ferry, 2011 ; Johnson, 2011 ; jain, 2012 a et b):

—Multiplication & grande échelle dans I’espace et dans le temps de plants génétiquement
uniformes.
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—Absence d'effet saisonnier sur les vitroplants car ils peuvent étre multipliés dans des
conditions controlées en laboratoire tout au long de I’année.

—Propagation rapide de cultivars femelles sains (exempts de maladies et de parasites) ou
de males ayant un pollen supérieur avec des caractéristiques de métaxénie utiles (taille
des fruits et des graines, couleur, ...).

—Propagation de clones a partir des cultivars d'élite ou résistants (au Bayoud par exemple)
déja existants ou bien issus de programmes d’amélioration génétique.

—Maintien /conservation du germoplasme existant (diversité variétale et banques de
germoplasme).

—Echange facile et rapide de matériel végétal entre les différentes régions d'un pays ou
entre les pays sans risque de propagation de maladies et d'organismes nuisibles.

Les techniques de micropropagation reposent sur la propriété caractéristique des cellules
vegétales, qu’est la totipotence. Cette derniére est définie comme étant la capacité qu’ont les
cellules d’un tissu végétal déja spécialisé, donc différencié, a perdre cette spécialisation en
revenant a un état méristématique (état dédifférencié) puis se différencient de nouveau pour
redonner des cellules spécialisées d un nouveau tissu et produire par la suite une plante entiére
(Figure 05) (Vasil, 2008 ; Brukhin et al., 2011 ; Kumar et al., 2012).

La culture ou le développement in vitro des cellules et des tissus dépend de différents facteurs,
tels que le génotype, le stade de développement d'un explant, 1’age et 1'état physiologique d'une
plante donneuse d'explant et I'environnement externe incluant la composition des milieux et les
conditions de culture physique (température d'incubation, photopériode). L'interaction entre
tous ces facteurs conduit a I'induction et a I'expression d'un mode spécifique de différenciation
et de développement cellulaire (Figure 06) (Gaj, 2004).

Les milieux de culture utilisés en culture in vitro contiennent tous les nutriments nécessaires a
la croissance et au développement normaux des plantes. Ils sont principalement composés
d’éléments minéraux (macro et micro-éléments), de vitamines, de composants organiques
(vitamines, acides aminés, ...), de régulateurs de croissance (phytohormones), de sources de
carbone (saccharose, glucose, ...) et d’agents gélifiants (agar, phytagel, ...) dans le cas des
milieux solides) (Loyola-Vargas et al., 2008 ; Bhatia et al., 2015).
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Figure 05 : Principes théoriques des voies de développement cellulaire en condition de culture
in vitro (Loyola-Vargas et al., 2008)
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Plusieurs milieux de culture ont été mis au point mais c’est les milieux MS (Murashige et
Skoog, 1962) et B5 (Gamborg et al., 1968) qui sont les plus largement utilisés pour la
propagation in vitro de nombreuses especes végétales. Le pH des milieux est également
important car il affecte a la fois la croissance des plantes et 1’activité des régulateurs de
croissance des plantes. Il est ajusté a la valeur entre 5,4 — 5,8. Deux types de milieux a savoir
solide et liquide peuvent étre utilisés pour I’ensemble des étapes de culture. Des adjuvants tels
que l'acide ascorbique, la polyvinylpyrrolidone (PVP) et le charbon actif peuvent étre
nécessaires pour certaines especes qui presentent des cas extrémes de brunissement des tissus
(Bhatia et al., 2015 ; Kumar et al, 2012).

L’addition de régulateurs de croissance des plantes ou phytohormones joue un role essentiel
dans la détermination de la voie de développement. Le type et la concentration des hormones
utilisées dépendent principalement de I'espece, du tissu ou de I'organe cultivé et de I'objectif de
la culture (Hussain et al., 2012).

En effet, tous les processus importants de la croissance des plantes, du métabolisme et de leur
morphogenése sont régulés par des molécules appelées régulateurs de croissance ou
phytohormones. Ces molécules sont capables d'influencer des processus cellulaires a des
concentrations extrémement faibles dans la cellule et sont produites au niveau d’emplacements
proches ou distants de la cellule ciblée (Osborne et al., 2005 ; Davies, 2010).

Les régulateurs de croissance largement reconnus dans les cultures de tissus sont : les auxines,
les cytokinines, les gibbérellines, I'acide abscissique et I'éthylene. Cet usage est di a
I’ancienneté de leur découverte et a la bonne connaissance de leurs effets profonds sur la
régulation de la croissance et du développement des plantes (Davies, 2010 ; Rivas-San Vicente
etal., 2011).

En effet, le modéle conventionnellement retenu en culture in vitro et qui détermine la nature de
la régénération est le rapport endogéne de 1’auxine et de la cytokinine. Ainsi, schématiquement
il est considéré qu’un rapport relativement €levé de cytokinine /auxine (R > 1) au sein de
l'explant favorise la régénération des pousses alors qu’un rapport faible en cytokinine /auxine
(R <1) conduit a la régénération des racines. Le rapport intermédiaire ou équilibré (R = 1)
favorise la prolifération de cellules indifférenciées (amas de cals) (Brukhin etal., 2011 ; Hussain
etal., 2012 ; Kumar et al, 2012).

Plus récemment, cette liste des phytohormones a été élargie pour inclure de nombreuses
molécules endogenes de signalisation dont 1’action sur le développement de la plante n’avait
pas été établie auparavant (Santner et al., 2009 ; Davies, 2010 ; Dharmasiri et al., 2013 ; Smith
etal., 2017).

L’une de ces nouvelles phytohormones est I’acide salicylique. Ce dernier est la parfaite
illustration d’une molécule endogéne de nature phénolique (acide ortho-hydroxybenzoique)
ayant de nombreux roles au niveau de la plante. En effet, ces derniéres années, l'acide
salicylique a fait I'objet de recherches intensives en raison de sa fonction de signal endogéne
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intervenant dans les réponses de défense locales et systémiques des plantes contre les agents
pathogenes. Il a été également constaté que 1’acide salicylique intervient lors de la réponse des
plantes aux stress abiotiques tels que la sécheresse, le refroidissement, la toxicité des métaux
lourds, la chaleur, le rayonnement UV et la salinité/les stress osmotiques tout en atténuant leurs
effets délétéres a des degrés divers. Parallelement a son implication lors des stress biotiques et
abiotiques, I’acide salicylique joue un rdle crucial dans la régulation des processus
physiologiques et biochimiques tout au long de la vie de la plante (Vlot et al., 2009 ; Rivas-San
Vicente et al., 2011 ; Sharma, 2013 ; El-Esawi, 2017 ; Ahmad et al., 2019 ; Arif et al., 2020).

Deux (02) voies de biosynthese sont admises : la voie majeure de I'isochorismate et la voie de
la phénylalanine ammonia-lyase. Ainsi, une fois synthétisés, les niveaux de 1’acide salicylique
libre sont régulés par un certain nombre de modifications chimiques qui produisent des formes
inactives stockées dans la vacuole, jusqu'a ce qu’il soit nécessaire d’activer les réponses
déclenchées par 1’acide salicylique (Chen et al, 2009 ; Smith et al., 2017 ; Maruri-Ldopez et
al.,2019).

Dans ce sens, de nombreux travaux documentés attestent de 1’effet de 1’application exogéne de
I’acide salicylique sur de multiples aspects de la croissance et du développement des plantes
comprenant la germination des graines, la croissance végétative, la floraison, le rendement en
fruits, la sénescence, la fermeture des stomates, la thermogenese, la photosynthese, la
respiration, ... (Rivas-San Vicente et al., 2011 ; Sharma, 2013 ; Maruri-L06pez et al.,2019).

Bien que les mécanismes biochimiques qui régissent la plupart de ces processus restent a
définir, I’application exogene de faibles niveaux d’acide salicylique favorisent la capacité
antioxydante de la plante en conditions normales ou de stress alors que des niveaux élevés

d’acide salicylique peuvent entrainer la mort cellulaire (Raskin et al., 1990 ; Kawano et al.,
2004 ; Maruri-Lépez et al.,2019 ; Koo et al., 2020).

Il convient de rappeler ici, que I’une des principales limitations de la culture in vitro des plantes
est I’apparition de la variation dite somaclonale au niveau de la descendance multipliée (Kunert
et al., 2003 ; Al-Kaabi et al, 2006 ; Bhatia et al., 2015 ; Etienne et al., 2016 ; El-Sherif et al.,
2018).

Le terme « variation somaclonale» a été introduit par Larkin et Scowcroft (1981) afin
d’englober les variations phénotypiques de toute nature survenant au sein d’'une descendance
(théoriquement) clonale appelées somaclone, générée a partir d’une seule plante mere par
culture in vitro de tissus.

Ces variations phénotypiques peuvent €tre d’origine génétique (dont la transmission a la
descendance suit les taux de ségrégation mendéliens) ou épigénétique (généralement
réversible). Les altérations génétiques typiques sont les modifications au niveau du nombre de
chromosomes (polyploidie et aneuploidie), de la structure des chromosomes (translocation,
délétion, insertion et duplication) et de la séquence d'’ADN (mutations de bases) ; alors que les
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événements typiques liés a I'épigénétique sont I'amplification et la méthylation génétique (Al-
Kaabi et al., 2006; Bhatia et al., 2015 ; Etienne et al., 2016).

Les somaclones (variants) se développent spontanément pendant la culture tissulaire en raison
de la plasticité du génome et de sa capacité a se restructurer en réponse a des conditions
exogenes ou endogenes rencontrées in vitro (EI Hadrami et al., 2011).

En effet, plusicurs facteurs influencent 1’apparition de la variation somaclonale. Nous pouvons
citer ici (Jain, 2012 b ; Etienne et al., 2016; EI-Sherif et al., 2018):

—Le stress oxydatif induit lors de I'excision des tissus.

—Le choix de la source du tissu de I'explant de départ.

—L'age de la plante donneuse.

—Le passage par une phase de callogenese.

—Le type et la concentration des régulateurs de croissance.

—Les conditions nutritionnelles et environnementales de culture appliquées.
—Le nombre de sous-cultures réalisées (age des cultures).

Cependant malgré le risque d’apparition de somaclones, la propagation in vitro appliquée au
palmier dattier est une méthode économiquement fiable lorsque la production est importante
car elle présente de nombreux avantages indéniables par rapport aux méthodes conventionnelles
de propagation (El Hadrami et al., 2009).

3-2-1- Micropropagation du palmier dattier

Depuis les premiers rapports d’études sur la régénération in vitro du palmier dattier (Tisserat,
1979, 1982), de nombreux chercheurs ont décrit différents protocoles portant sur la
micropropagation du palmier dattier (Al Khayri et al., 2017).

Actuellement, deux techniques sont utilisées : I’organogenése et I’embryogenése somatique
(Jain ,2012 a et b ; Mazri et al., 2015, Al Khayri et al., 2017 ; Al Khayri et al., 2018). Ces
techniques peuvent étre décrites comme suit :

1- Micropropagation par organogenese du palmier dattier :

L'organogenése végétale in vitro est un processus au cours duquel des organes de novo, tels que
les bourgeons, les racines et les pousses, peuvent étre produits a partir de tissus cultivés, appelés
explants, sous certaines conditions physiques et chimiques (Thorpe, 1980).

Chez le palmier dattier, la technique d'organogenese est basee sur I'exploitation des potentialités
des tissus méristématiques de former de nouvelles pousses, genéralement sans passer par le
stade cal et avec utilisation des hormones de croissance en faibles doses produisant ainsi des
vitroplants genétiquement identiques aux plantes meres (Kunert et al., 2003 ; Abahmane, 2011 ;
Zaid et al.,2011 ; Bekheet, 2013).
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Le plus souvent, I'efficacité de I'organogenése chez le palmier dattier est considérée comme
faible. Ceci est dii au faible nombre d'explants répondant a la culture in vitro, au temps long
requis pour la phase d'initiation, aux faibles taux de multiplication et a la forte influence du
cultivar et du milieu de culture. Aussi et malgré le contournement de la phase de callogenese,
une variation somaclonale peut survenir en raison de la faible fréquence de sous-cultures ou de
I'utilisation excessive de régulateurs de croissance pour maximiser la formation de pousses. En
effet, I'origine (ou la source) des bourgeons méristématiques est importante par rapport a
I'uniformité des vitroplants issus de I'organogenese. Si les bourgeons sont préexistants, alors les
plantes seront génétiquement identiques, mais si les bourgeons sont nouvellement formés, la
possibilité de propagation de somaclones sera inévitable (Zaid et al.,2011).

Le cycle de micropropagation par 1’utilisation de la technique de 1’organogenése comprend
quatre étapes consécutives : initiation, multiplication, élongation et enracinement des
bourgeons méristématiques. Le succes des cultures organogenes dépend fortement de la réussite
de la phase d'initiation qui reste encore problématique (Abahmane, 2011 ; Zaid et al., 2011 ;
Bekheet, 2013).

En effet, la formation de bourgeons adventifs sur des explants de palmiers dattiers dépend de
nombreux facteurs tels que les composants des milieux, le génotype mais aussi le temps écoulé
entre la collecte des explants de départ et leur introduction en conditions in vitro. (EI Hadrami
etal., 2009 ; Zaid et al., 2011 ; Mazri et al., 2015).

2- Micropropagation par embryogenése somatique du palmier dattier :

Appelée aussi embryogenese asexuée, I’embryogenése somatique est définie comme étant le
processus par lequel une cellule ou un groupe de cellules somatiques, dans des conditions
appropriées a l'induction, générent des cellules embryogénes. Ces derniéres subissent une série
de changements morphologiques et biochimiques et aboutissent a la production de structures
bipolaires (embryons somatiques) sans connexion vasculaire avec le tissu originel. Comme
pour les embryons zygotiques, les embryons somatiques ainsi produits peuvent évoluer en
plantes entiéres par une série ordonnée de stades de développement embryonnaire
caractéristiques de I’espéce (Jimenez 2001; Jimenez, 2005; Hussain et al.,2012 ; Loyola-Vargas
etal., 2008 ; Rai et al., 2011 ; Solis Ramos et al., 2012 ; Sahijram et al., 2015).

Le processus de la regénération par embryogenese somatique est conventionnellement divisé
en deux étapes principales de développement cellulaire, a savoir I'induction et I'expression des
capacités embryogenes (Jimenez, 2005).

Ainsi, les cellules somatiques différenciées acquierent en premier, soit directement soit
indirectement, des caractéristiques embryogénes au moyen d'une réorganisation compléte de
I'état cellulaire, y compris la physiologie, le métabolisme et I'expression des genes (Fehér,
2005 ; Jiménez, 2005 ; Fehér, 2008 ; Zavattieri et al., 2010). Seules quelques cellules
somatiques sont sensibles aux stimuli physiques et chimiques qui déclenchent la voie de
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I’embryogenese somatique. Ces cellules, qui représentent un état intermédiaire entre les cellules
somatiques et embryogenes, sont dites compétentes (Gaj, 2004).

Il est a signaler, ici, que bien que les mécanismes impliqués dans la transition de I’état cellulaire,
de somatique a embryogéne, ne soient pas clairs, il s'agit en général d'un processus de
dédifférenciation et d'activation de la division cellulaire qui aboutit habituellement a la
formation d'un cal proembryogene (Vinas et al., 2011).

Par la suite, les cellules ou tissus induits atteignent le stade d'expression dans lequel les cellules
se différencient en embryons somatiques en passant par les stades de I'embryogenese zygotique
apres un changement dans une ou plusieurs conditions de culture (milieu de culture, régulateurs
de croissance végétale, source de glucides, potentiel osmotique, etc.) (Fehér, 2005 ; Jiménez,
2005 ; Fehér, 2008 ; George et al., 2008). Diverses protéines de réserve, protéines spécifiques
(LEA), acides gras et sucres, tous requis pour la germination, sont synthétisés durant cette étape.
Cette accumulation de réserves et le processus de dessiccation permettent aux embryons
somatiques d’atteindre la maturité et de se préparer ainsi a la germination et au développement
ultérieur en plantules (conversion) (Rai et al., 2011, Saleh et al., 2016).

Le succes de la mise en place réussie d'un « systéme d’embryogenése somatique » repose d’une
part sur le bon choix du matériel végétal (source de cellules compétentes) qui dépend du
génotype, de I'age et de I'état physiologique/développemental de I'explant et de la plante
donneuse, et d'autre part, par la détermination des facteurs physiques et chimiques qui activent
I’orientation vers I’embryogenése somatique. (Gaj, 2004 ; Sahijram et al., 2015; Vinas et al.,
2011).

Chez le palmier dattier et selon une analyse bibliographique réalisée par Gantait et al. (2018)
I’essentiel des travaux réalisés depuis deux décennies ont porté sur I’embryogenese somatique
indirecte ¢’est-a-dire a travers le passage par le stade dédifférencié “‘cal’’ ou un ensemble de
facteurs morphogénétiques, chimiques et physiques ont ét¢ étudiés dans le but d’optimiser les
différentes étapes des protocoles de régénération. Le passage par le stade cal se fait a partir de
cellules somatiques ou a partir de la régénération de culture de protoplastes (Titouh et al.,2015 ;
Titouh et al., 2017).

Quatre (04) principales étapes sont largement retenues au niveau des protocoles de propagation

in vitro par voie de I’embryogenése somatique chez les végétaux (Jiménez 2005, Fehér 2008,
George et al., 2008, Saleh et al., 2016):

—Etape (01) ou induction de la callogenése qui correspond a 1’étape de dédifférenciation
du tissu somatique formant des cals primaires (pro-embryogenes).

—Etape (02) ou induction des structures embryogenes qui correspond a I’étape
multiplication (prolifération) de la callogenése primaire suivie du développement de
cals secondaires (embryogenes).
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—Etape (03) ou formation et maturation des embryons qui correspond a I’étape de
différenciation en embryons somatiques (expression de I’embryogenese somatique)
avec accumulation des substances de réserve et dessiccation.

—Etape (04) ou conversion en plantules qui correspond a 1’étape de germination des
embryons somatiques et de la régénération en plantules complétes jusqu’a leur
transplantation en plein champ.

Il est a signaler ici, comme pour de nombreuses espéces végétales, que la survenue d'anomalies
(variations somaclonales) constitue le probléme le plus grave associé a la culture de tissus du
palmier dattier (Al-Kaabi et al., 2006 ; Jain, 2012 a et b). Seule 1’utilisation des techniques
moléculaires permet de déceler précocement I’apparition de variants afin de garantir
I’'uniformité génétique de la descendance issue des processus de multiplication in vitro (Zaid et
al., 2002 ; Al-Kaabi et al., 2006 ; Kumar et al., 2010 EI Hadrami et al., 2011).

Plusieurs résultats contradictoires d’études ayant pour objet la conformité génétique des plants
de palmier dattier issus de I’embryogenese somatique ont été publiés (El Hadrami et al., 2011 ;
Mazri et al., 2015).

Djerbi (2000) a signalé la fructification anormale de palmiers dattiers cv Barhee dérives de
I’embryogenése somatique tandis que Saker et al. (2000) a noté une variabilité génétique de 4%
en utilisant des marqueurs RAPD au niveau de vitroplants de la variété Zaghloul.

Al-Kaabi et al. (2006) ont noté une variabilité de 0,6 % chez le cultivar Klass en utilisant les
marqueurs AFLP. Quant a Saker et al. (2006), ils ont signalé respectivement 2,6, 0,79 et 1% de
polymorphisme en utilisant les marqueurs AFLP chez les cultivars Sakkoty, Gandila et
Bertamoda.

Un niveau plus élevé de polymorphisme a été signalé par Moghaieb et al. (2011) avec une
variabilité de 37,8% chez des vitroplants du cultivar Ferhi en utilisant des amorces RAPD.

Contrairement a ces auteurs, Smith et al. (1995) n’ont pu mettre en évidence aucune anomalie
chez les plants du cultivar Barhee dérivés de I'embryogenése somatique. De méme, Al-Ghamdi
(1996) n'a également observé aucune différence significative dans la floraison et la nouaison
des fruits lorsque deux cultivars, Thoory et Zahdi, ont été étudiés.

Kumar et al. (2010), Othmani et al. (2009 a) et Othmani et al. (2010) ont étudié la fidélité
génetique de plantules dérivées d'embryogenése somatique a I'aide d'amorces AFLP, ISSR et
RAPD et ont confirmé la stabilité génétique de la descendance.

La stabilité¢ génétique confirmée par I’utilisation des marqueurs moléculaires au niveau des
travaux cités précédemment peut étre expliquée par I’utilisation de faibles concentrations
d'auxines (principalement du 2,4-D), par l'utilisation d'explants initiaux juvéniles mais aussi par
la réduction du nombre de sous-cultures réalisées diminuant ainsi les risques d’apparition de
variants (Mazri et al., 2015).
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En effet, la nature du systeme de propagation in vitro utilisé peut augmenter les risques
d’apparition de somaclones ou on retrouve une probabilité plus élevée de produire des
modifications génétiques et / ou épigénétiques chez les plantes régénérées a travers le passage
par le stade cal (EI-Sherif et al., 2018).

Cependant, selon El Hadrami et al. (2011), chez le palmier dattier I’aspect génotypique joue un
réle primordial. En effet, certains cultivars peuvent présenter une fidélité au génotype et
produire un taux éleve de plantes conformes tandis que d'autres sont plus sujets aux variations.

Malgré le risque de variabilité génétique et qui pourrait étre a 1’origine de I’expression d’un
nouveau trait potentiellement intéressant tel que la résistance a une maladie, I'approche la plus
avantageuse est de loin la micropropagation par la voie de I'embryogenése somatique, (Zaid et
al., 2002 ; Al-Kaabi et al., 2006, Kumar et al., 2010 ; El Hadrami et al., 2011 ; Jain, 2012).

Par ailleurs, 1’établissement de protocoles fiables, simples et reproductibles de régénération via
I’embryogenese somatique du palmier dattier permet non seulement de produire a grande
échelle des vitroplants a des fins de production et/ou de conservation du pool génétique existant
mais aussi constitue un outil puissant permettant la mise en ceuvre de programmes de création
variétale (fusion de protoplastes, mutagenese, variation somaclonale , transgénése) vis-a-vis
d’agents biotiques et abiotiques (Jain, 2012 a et b ; Al Khayri et al, 2017 ;Al Khayri et al,
2018).

3-2-2- Etapes de la propagation par embryogenese somatique

Largement étudiée chez le palmier dattier, la régénération via I’embryogenése somatique est

considérée comme I’outil le plus puissant permettant d’atteindre une production a grande
échelle (Fki et al, 2011 ; Jain et al., 2011 ; Mazri et al., 2015).

A cette fin, les étapes qui sont largement retenues pour la propagation in vitro par
I’embryogenese somatique indirecte (passage par le stade cal) chez le palmier dattier peuvent
étre présentées comme suit (Mazri et al., 2015 ; Saleh et al., 2016 ; Al Khayri et al., 2017 ; Al
Khayri et al., 2018):

- Etape (01) ou initiation et multiplication de la callogeneése :

L’initiation de cals ou callogenése a partir d’explant primaire (cellule différenciée, fragment de
tissus ou d’organes) constitue I’étape initiale indispensable a I’établissement de nombreux
protocoles de régenération in vitro via 1’embryogenése somatique. Elle représente la
conséquence directe de ’action combinée du stress subi lors de la séparation de 1’explant
primaire et des conditions de culture in vitro appropriées (lkeuchi et al., 2013 ; Fehér et al.,
2015).

En culture in vitro de tissus végétaux, le cal est défini comme étant une masse cellulaire
proliférante inorganisée avec des loci méristématiques ou dédifférenciés plus au moins aptes a
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régenérer des plantes entieres (Loyola-Vargas et al., 2008 ; Ikeuchi et al., 2013 ; Fehér et al.,
2015). En d’autres termes, le cal comprend des cellules ayant différents degrés de
différenciation ou il est souvent admis que les cals peuvent étre multipliés en tant que tissu non
organisé pendant une période illimitée par des transferts périodiques sur du milieu frais
(Bhojwani et al., 2013 ; Ikeuchi et al., 2013).

L’hétérogénéité cellulaire du cal est dérivée des explants multicellulaires utilisés pour initier
les cultures de cals et / ou induite par les conditions de culture. Ainsi, les cals du méme explant
peuvent présenter des variations considérables en ce qui concerne la couleur, la texture, la
compacité, la quantité d'eau et le potentiel chimiosynthétique et morphogéne (Loyola-Vargas
et al., 2008 ; George et al., 2008 ; Bhojwani et al, 2013).

Dans la pratique, il est généralement facile de faire la distinction entre les cals embryogeénes et
non embryogenes en fonction de leur morphologie et de leur couleur. (Loyola-Vargas et al.,
2008 ; George et al., 2008 ; Bhojwani et al., 2013).

Chez le palmier dattier, le processus d'initiation de la callogenése embryogéne est tres lent. Ceci
est principalement dd a la nature arborescente de la plante. Le processus d'initiation et de
prolifération des cals embryogenes dépend de divers paramétres tels que le génotype, la source
de I’explant, les hormones végétales et les conditions de culture (Al Khayri et al., 2017).

Plusieurs types d’explants, selon leur source, ont été testés afin d’initier les cultures chez le
palmier dattier. Cependant deux sources d’explants sont retenues dans la majorité des
protocoles : inflorescences immatures et explants issus du sommet du ceeur de rejets (Gantait
et al., 2018). Les explants prélevés (toutes origines confondues) doivent subir un processus de
désinfection avant la mise en culture (El Hadrami et al., 2009 ; Mazri et al., 2015 ; Al Khayri
etal., 2017, Gantait et al., 2018).

L’initiation de la callogenése embryogéne chez le palmier dattier, nécessite de fortes doses
d’auxines et ceci indépendamment du type d’explant utilisé (Al Khayri et al., 2017).

Durant cette premiere étape de culture, les explants mis en culture sont placés dans I'obscurité
a une température de 25 + 2 C°. L’entretien et la multiplication de la masse de cals embryogénes
se fait par des transferts périodiques sur milieux frais solides ou bien liquides (Loutfi et al.,
2005 ; El Hadrami et al., 2009 ; Mazri et al., 2015 ; Al Khayri et al., 2017).

De nombreuses espéces végétales (principalement les espéces ligneuses) cultivées in vitro
présentent des brunissements au niveau des explants et des milieux de culture causant dans les
cas les plus extrémes la nécrose des explants. Ce phénomeéne est le résultat de 1’oxydation des
phénols produits par les explants en réponse aux conditions de culture, notamment la lumiere
(Al Khateeb, 2008 ; Bhojwani et al., 2013 ; Bhatia et al., 2015).

L’intensité du phénomeéne de brunissement dépend de la variabilité inter et intra-specifique des
plantes meres ou donneuses, de I'dge du tissu (les tissus plus agés montrent plus de
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brunissement), de la saison d'initiation des cultures et de la composition des milieux et des
conditions physiques de culture (Bhojwani et al., 2013). Chez le palmier dattier, ce phénoméne
un probleme fréquent et un des principaux obstacles a la réussite des processus de régénération
in vitro (Loutfi et al., 2005 ; Zaid et al., 2011).

Semblables a d’autres systémes végétaux, des différences ont été constatées entre les génotypes
de palmier dattier en termes de potentiel embryogene qui se traduisent par des variations des
teneurs en composes phénoliques, de protéines et de peroxydases. En effet, les cultures
embryogenes de palmier dattier se caractérisent généralement par une accumulation de
polyphénols qui indiquerait une acquisition d'un potentiel embryogéne. Parallelement, une
augmentation de l'activité de certaines isoformes de peroxydases peut également étre observée,
entrainant I’apparition du phénoméne de brunissement des tissus (Baaziz et al. 1994 ; El
Hadrami et al.,1995 ; Al Khateeb, 2008 ; EI Hadrami et al., 2009 ; Fki et al., 2011 ; Abahmane,
2011).

Pour y remédier, I’ajout du charbon actif ou d'autres antioxydants tels que la PVP et I'acide
ascorbique aux milieux de culture est essentiel en raison de la capacité des tissus du palmier
dattier a s'oxyder rapidement. Par ailleurs, I'adoption de certaines mesures préventives est
recommandée a savoir: la collecte du matériel végétal initial pendant les saisons d'hiver et de
printemps, l'incubation des explants en condition d'obscurité au cours des premiers mois de
culture, I’utilisation d’explants de petite taille issus de tissus juvéniles (tissus moins lignifiés)
et les transferts fréquents sur du milieu frais (Zaid et al., 2002 ; Al Khateeb, 2008 ; El Hadrami
etal., 2009 ; Zaid et al., 2011 ; Fki et al., 2011 ; Mazri et al.,2015).

Chez le palmier dattier, la durée nécessaire a 1’établissement de la callogenése embryogéne
reste importante et peut varier de quelques mois a plusieurs mois avec des variations
importantes du potentiel embryogénique des cals obtenus. Ces fluctuations sont le résultat de
la combinaison entre plusieurs facteurs : le type d’explant (nature et état physiologique), les
conditions nutritionnelles (régulateurs de croissance, type et nature des milieux de culture,
source de carbone et additifs tels que le charbon actif), les conditions environnementales de
culture (température et luminosité) et le facteur génotypique. En effet, des différences
importantes ou significatives entre cultivars ont souvent été constatées chez le palmier dattier
(ElI Hadrami et al., 2009 ; Mazri et al., 2015 ; Saleh et al., 2016 ; Al Khayri etal., 2017, Gantait
etal., 2018).

- Etape (02) ou induction de I’embryogenése somatique :

Durant la premiere étape de culture, les cellules somatiques acquiérent des caractéristiques
embryogenes au moyen d'une réorganisation complete de I'état cellulaire, y compris la
physiologie, le métabolisme et I'expression des génes qui aboutissent a des cals embryogénes
aprés un changement dans une ou plusieurs conditions de culture. En d’autres termes, la
compétence embryogénique est exprimée au niveau d’une cellule unique ou d’un groupe de
cellules dédifférenciées capables de se différencier en embryons si elles recoivent des
inducteurs de différenciation (Fehér, 2005 ; Jimenez, 2005 ; Quiroz-Figueroa et al., 2006).
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Deux catégories de conditions inductives sont maintenant reconnues : régulateurs de croissance
végetale (niveaux cellulaires internes et / ou externes) et facteurs de stress (choc osmotique,
stress hydrique, ions de métaux lourds, altérations du pH du milieu de culture, traitements par
choc thermique ou froid, hypoxie, antibiotiques, rayons ultraviolets et traitements mécaniques
ou chimiques) (Jimenez, 2005 ; Zavattieri et al, 2010).

Chez le palmier dattier, I’induction de I’embryogenése somatique est réalisée a partir de cals
nodulaires plus ou moins friables mis en culture sur milieux gélosés ou liquides et ceci en
I’absence ou en présence de faibles doses de régulateurs de croissance et sous des conditions
d’obscurité ou de faible luminosité (Abul-Soad, 2011 ; Mazri et al., 2015, Al Khayri et al.,
2017 ; Gantait et al., 2018 ; Mazri et al., 2019).

- Etape (03) ou maturation des embryons somatiques :

Cette étape fait suite a I’expression de 1’embryogenése somatique et se manifeste visuellement
par l'apparition d’embryons somatiques a différents stades de développement au niveau des
amas de cals ou au niveau des suspensions cellulaires. (Fki et al., 2003 ; Sané et al., 2006 ;
Mazri et al., 2019).

Différentes approches sont poursuivies durant cette étape (modification de la composition des
milieux de culture, addition d’agents osmotiques, dessiccation,...) mais dont 1’objectif
principale est de favoriser I’accumulation de réserves telles que les protéines nécessaires a la
conversion ultérieure en plantules (Fki et al., 2003 ; Sané et al., 2006 ; Sghaier et al., 2009 ;
Sghaier et al., 2010 ; Mazri et al., 2015 Shareef et al.,2016 ;).

Deux types de milieu sont utilisés a savoir le milieu géloseé et le milieu liquide agité. Ce dernier
type constitue une alternative puissante car il permet I’¢établissement de suspensions cellulaires
qui sont définies comme étant des suspensions plus ou moins homogenes d’agrégats de cellules
en division rapide dispersées dans un milieu liquide agité (aéré) (George et al., 2008 ; Loyola-
Vargas et al., 2008 ; Bhojwani et al., 2013).

L’utilisation du milieu liquide pour le développement des embryons somatiques est plus
avantageuse par rapport a 1’utilisation du milieu solide ou gélosé. En effet, les agrégats de
cellules plus ou moins homogenes cultivées en milieu liquide aboutissent rapidement a des taux
de multiplication et de croissance importants en raison d’une absorption uniforme et rapide
(grace aux grandes surfaces cellulaires directement en contact avec le milieu) et d’une
assimilation plus efficace de I’eau et des €léments nutritifs contrairement au milieu solide qui
génere des gradients de concentration ralentissant ainsi la croissance. De plus, les inhibiteurs
de croissance secrétes tels que les composes phénoliques sont rapidement dilués a des niveaux
inoffensifs minimisant ainsi leur incidence sur la croissance (Ascough et al., 2004 ; Gupta et
al., 2005 ; Mehrotra et al., 2007 ; Al Khateeb et al., 2014).

Parallelement a I’amélioration de I’expression des potentialités embryogenes, 1’utilisation du
milieu liquide agité a travers la mise en place de suspensions cellulaires permet d’observer les
différents stades de développement de I’embryon somatique chez le palmier dattier : Trois (03)
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stades bien distincts allant de I'état globulaire typique au stade mature parfaitement différencié
et structuré ont été identifiés par FKki et al. (2001 ; 2011) :

— Stade (01) ou stade globulaire (juvénile) qui est discernable aprés une semaine de
culture en suspension ou on peut observer la différenciation de minuscules masses en
globules, parfaitement sphériques, dont les futurs méristémes caulinaires et racinaires
ne sont pas encore reconnaissables.

— Stade (02) ou stade post-globulaire (globulaire mature) qui peut étre repéré au-dela de
la deuxiéme semaine de culture. Les embryoides, en début de développement, laissent
apparaitre une légere invagination conduisant a des structures rappelant le stade cceur
chez les Dicotylédones. Ces embryoides (proembryons) sont caractérisés par une
symeétrie sensiblement axiale car le développement du cotylédon a I'origine de la feuille
cotylédonaire est encore trés faible.

— Stade (03) ou stade embryon structuré qui prend forme a partir de la cinquieme semaine
de culture en suspension. Le développement du cotylédon a l'origine de la feuille
cotylédonaire est tres important. Le méristéme racinaire, bien visible, ne se montre pas
encore tres actif compte tenu du faible développement de la racine.

- Etape (04) ou germination des embryons somatiques structurés en vitroplants :

La germination des embryons somatiques structurés de palmier dattier est réalisée sur un milieu
gélosé en absence ou en présence de faibles doses d’hormones de croissance. Cependant, les
pourcentages de germination obtenus par de nombreux auteurs sont encore faibles nécessitant
des efforts de recherche dans ce domaine (El Hadrami et al., 2009 ; Jain, 2012 a et b ; Mazri et
al, 2015 ; Saleh et al.2016 ; Al Khayri et al, 2017).

La germination des embryons somatiques structurés chez le palmier dattier se manifeste a
travers I’apparition de la 1°® feuille & la suite a la fissuration de la feuille cotylédonaire d'ol
elle émerge suivie par un début d'élongation de la racine suite a I'entrée en activité du méristéme
racinaire marquant la naissance d'une jeune plante structurée.

Le développement des deux types de méristemes est asynchrone. En effet, Le méristeme
caulinaire, prenant géneralement le pas sur le méristéme racinaire, donne naissance a une plante
dont la partie aérienne est tres bien developpée. Le cas oppose debouche, en général, sur le
blocage du méristeme caulinaire dont la croissance semble étre inhibée par le démarrage
précoce du méristéme racinaire. De nombreux embryons sont ainsi perdus (FKki et al., 2001).

De plus, ces pertes sont accentuées par I’apparition du phénomeéne de vitrification ou
d’hyperhydricité. En effet, les explants (cals, embryons somatiques ou vitroplants) évoluant en
in vitro dans des conditions hétérotrophiques (milieux de culture synthétiques) combinées a un
environnement tres humide, presentent des anomalies morphologiques, anatomiques,
physiologiques et meétaboliques importantes. (Ascough et al.,2004 ; Bhojwani et al., 2013 ;
Bhatia et al., 2015).
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Chez le palmier dattier, la vitrification (I’hyperhydricité, hyperhydrie) se manifeste par une
apparence vitreuse, translucide ou gonflée des préembryons et embryons structurés suite a
I’accumulation excessive de I’eau compromettant par la suite tout développement ultérieur (FKi
et al., 2001 ;Zouine et al., 2007 ; Zouine et al, 2005 ; Sidky et al., 2013 ; El-Dawayati et al.,
2017).

Selon Al Khateeb (2008), la vitrification chez le palmier dattier est le résultat de la combinaison
de plusieurs facteurs : utilisation de milieux liquides, utilisation de fortes concentrations
d'hormones végétales et / ou en ions d’ammonium, présence d'humidité élevée et de gaz, en
particulier d’éthyleéne, a l'intérieur des tubes de culture.

Afin de réduire I’'impact du phénomene de vitrification, certaines mesures peuvent étre mises
en ceuvre telles que I'utilisation de milieux solides, la réduction des concentrations de

régulateurs de croissance et en ions d’ammonium, I’augmentation de la concentration en gélose
(Abahmane, 2011 ; Alkhateeb, 2008 ; Mazri et al., 2015 ; Khokhar et al.,2017).

Au final, la qualité des vitroplants obtenus ainsi que leur aptitude a se développer normalement
lors des étapes ultérieures d’endurcissement et d’acclimatation dépendent fortement des
conditions nutritionnelles et environnementales in vitro subis au cours du processus de
régénération (Hazarika et al., 2006 ; Chandra et al., 2010 ; Hassan et al., 2014 ; Gantait et al,
2018).
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES
1- Matériel végetal

Notre travail expérimental a été initié a partir de rejets de cultivars collectés au niveau des
palmeraies du Sud-Est (Biskra) et du Sud-Ouest (Adrar) (Tableau 03).

Toutes les étapes de culture sont réalisées en respectant les mesures nécessaires d’asepsie liées
aux techniques de culture in vitro. Ces mesures consistent a stériliser les récipients de culture
in vitro et les milieux de culture mais également a désinfecter 1’outillage et les hottes avant
toute manipulations du matériel végétal.

Tableau 03 : Caractéristiques du matériel végétal initial utilisé.

Cultivars Origine géographique onk';)S Type de dattes | Sensibilité au Bayoud
Deglet Nour femelle (DNF) 5 Demi-molle
A Biskra .
Deglet Nour male (DNM) (Tolga) 4 - Sensibles
Ghers (GR) 3 Molle
Takerbucht (TK) Adrar 5 Demi-molle Résistant

2- Stérilisation et dissection du matériel végétal

La stérilisation ainsi que la dissection du matériel végétal sont effectuées conjointement
(stérilisation de surface) permettant au final d’isoler la partie apicale du cceur du rejet. Cette
derniére renferme le méristeme apical, les ébauches foliaires, les bourgeons axillaires ainsi que
la base des jeunes feuilles.

Pour chacun des rejets collectés, le déroulement de la stérilisation-dissection se déroule selon
les étapes suivantes (Planche 01) :

— Elimination a I’aide d’une scie et d’un sécateur de la partie racinaire, des palmes
€pineuses ainsi que leurs gaines fibreuses jusqu’aux deux derni€res palmes protégeant les
parties tendres du cceur du rejet.

— Ringage de la partie du coeur du rejet extraite a 1’eau du robinet.

— Immersion de la partie apicale du cceur du rejet dans la solution de stérilisation (150 mg/L
de HgCly) durant une (01) heure sous hotte a flux laminaire.

— Nettoyage et ¢limination des deux derniéres palmes apparentes a 1’aide de pince et
scalpel.

— Immersion une deuxieme fois dans la solution de stérilisation pendant une (01) heure.

— Ringage trois (03) fois de suite a I’eau distillée stérile.

— Nettoyage et €limination des parties brunies suite a I’action du HgCl; a I’aide de pince et
scalpel.

— Fragmentation aléatoire de la partie apicale extraite du cceur du rejet en explants de 0,5

cms,
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Planche 01 : Stérilisation et dissection du matériel végétal.

A : Rejet du cultivar Deglet Nour d’un poids d’environ 5 kg.
B : Elimination de la partie racinaire et la partie supérieure des palmes

C : Elimination des palmes épineuses et des gaines fibreuses jusqu’aux deux derniéres palmes protégeant les parties tendres du cceur du rejet.

D : Immersion de la partie apicale du cceur du rejet dans la solution de stérilisation.

E et F : Nettoyage et élimination des deux dernieres palmes apparentes.

G : Immersion une deuxiéme fois dans la solution de stérilisation.

H : Nettoyage et élimination des parties brunies suite a I’action du HgCl»

J : Fragmentation aléatoire de la partie apicale extraite du cceur du rejet en explants de 0,5 cm?.
K : Mise en culture des explants.
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3- Initiation de la callogenése primaire
3-1- Protocole expérimental

Le protocole expérimental adopté durant la premiére étape de culture dont I’objectif est
I’initiation de la callogenése primaire est décrit au niveau de la figure 07.

Deglet Nour femelle Deglet Nour male Ghers Takerbucht
(DNF) (DNM) (GR) (TK)

' ' v y
I

Explants issus de la partie apicale du cceur du rejet :
Meéristeme apical + ébauches foliaires + bourgeons
axillaires + base des jeunes feuilles

!

Initiation sur milieux
solides de callogenese:
MCso3

'

Cals | 8™

Figure 07 : Protocole adopté lors de I’initiation de la callogenése primaire a partir d’explants
préalablement stérilisés issus du cceur de rejet de quatre (04) cultivars de palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.).

3-2- Conditions de culture

En vue d’initier la callogenése, les explants de 0,5 cm? isolés et stérilisés sont répartis dans des
tubes a essais standards (160 x 24 x 1,2 mm) contenant 20 mL de milieu de culture solide. Ce
dernier dont la composition de base est celle de de Murashige et Skoog (MS) (1962) modifié
par Tisserat (1979) (Tableau 05) est additionné des éléments suivants (Tableau 04) :

— Additifs organiques : myo-inositol, L-glutamine, adénine.
— Source de carbone ou carbohydrates : saccharose.

— Auxine: 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D).

— Cytokinine : 6-benzylaminopurine (BAP).

— Agent adsorbant de polyphénols : charbon actif.

— Agent gélifiant : agar (Sigma—Aldrich®).
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Les régulateurs de croissance sont apportés au milieu de base MS modifié sous forme
combinée : 2,4-D /BAP (mg/L). Au total, quatre (04) combinaisons sont appliquées : 0/0, 5/1,
10/1, 50/1. Le charbon actif est additionné au milieu a raison de 30 mg/mg de 2,4-D (Tableau
05). Le pH est ajusté a 5,8 avant I’addition de I’agent gélifiant (Tableau 06).

Les explants sont mis en culture a raison d’un explant par tube a essais et numérotés (minimum
12/traitement/ cultivar) afin de réduire les risques de contamination (Tableau 07). Ainsi, chaque
explant (ou tube a essais) sera a 1’origine d’une souche qui sera évaluée tout au long des
differentes étapes de culture.

L’ensemble des cultures ainsi réalisées sont placées dans 1’obscurité a une température de
27°+2°C.

Tableau 04: Composition du milieu de base MS modifié par Tisserat (1979).

Composition Eléments Concentration (mg/L)

KNO3 1900
NH4NO3 2000
CaCl,, 2H,0 440

Macroéléments
MgSO4, 7H>0 370
KH2PO4 270
Na H2PO4 170
MnSQ4, 4H,0 22,3
ZnSQy, 4H,0 8,6
HsBO3 6,2

Microéléments Kl 0,83
Na;MoQOg, 2H,0 0,25
CuSQ4, 5H,0 0,025
CoCl,, 6H,0 0,025
Na:EDTA 37,25

Fe-EDTA
FeSQO,, 7H20 27,85
Glycine 2
Pyridoxine 0,5
Vitamines

Acide nicotinique 0,5
Thiamine HCI 0,1
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Tableau 05 : Combinaison des régulateurs de croissance testés sur les explants pour chacun des
cultivars mis en culture.

Traitements MCsg MCs MCs; MCs3
Rapports : 2,4-D /BAP 0 5 10 50
2,4-D (mg/L) 0 5 10 50
BAP (mg/L) 0 1 1 1
Charbon actif (mg/L)

(30mg de C.A. pour 1mg/L de 2,4 D) 0 | 150 | 300 | 1500

Tableau 06 : Composition du milieu de culture solide (MCs) pour I’initiation de la callogenése.

Composition MCS

Macroéléments

Microéléments Milieu de base MS modifié par

Fe-EDTA Tisserat (1979)

Vitamines

I(\r/lnygc; LI;]OSItOl 100

I(_mcgsllllj;amlne 100

Adénine (mg/L) 40

Saccharose (g/L) 45

Charbon actif 30mg pour 1mg 2,4-D

2,4-D /IBAP (mg/L) 0/0,5/1, 10/1, 50/1

Agar (g/L) 7

Tableau 07 : Nombre d’explants mis en culture pour chaque cultivar étudié et des balances hormonales
testées.
Traitements

Cultivars MCso MCs: MCs; MCss
Deglet Nour femelle (DNF) 16 16 16 16
Deglet Nour méle (DNM) 13 13 13 13
Ghers (GR) 12 12 12 12
Takerbucht (TK) 13 13 13 13

3-3- Parameétres considérés

Un bilan a été établi & la fin des deux premiers mois de culture. Les observations ont porté sur :
— les contaminations,
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— les brunissements,
— la callogenese induite primaire au niveau des explants mis en culture.

4- Gestion de la callogenese secondaire
4-1- Entretien de la callogenése secondaire sur milieux solides

4-1-1- Protocole expérimental

Le protocole expérimental adopté durant la deuxieme étape de culture, dont 1’objectif est
I’entretien et la multiplication des cals initialement induits est décrit au niveau de la figure 08.

Deglet Nour femelle Deglet Nour male Ghers Takerbucht
(DNF) (DNM) (GR) (TK)

¢ ! ! y
!

Cals | @

'

Entretien de la

callogenese sur

milieux solides
MCsp.3

'

Cals 11 @®

'

Entretien et
multiplication des cals
sur milieux solides
MCso3

Figure 08: Protocole adopté lors de I’entretien des cals secondaires induits au niveau des explants des
quatre (04) cultivars de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) sur milieux solides

4-1-2- Conditions de culture

L’ensemble des explants, avec ou sans callogenése, issus de la phase précédente sont repiqués
sur milieux frais tous les (02) deux mois avec a chaque fois :
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— Fragmentation des cals lorsque leur volume recouvre la totalité de la surface du milieu
contenu dans les tubes a essais standard utilisés (160 x 24 x 1,2 mm).

— Elimination des explants nécrosés résultant d’une absence ou d’un arrét de
développement.
— Elimination des tubes contamines.

L’ensemble des cultures est soumis aux mémes conditions hormonales et nutritionnelles de
culture (milieux de culture solides MCs) et environnementales (température et obscurité)
décrits précédemment avec transfert sur milieux frais tous les deux (02) mois.

4-1-3- Parameétres considérés

Les observations réalisées durant quinze (15) subcultures ayant succédé a la phase de
I’induction (30 mois) ont permis 1’établissement d’un bilan avant chaque transfert portant sur
le nombre d’explants caractérisés par une callogenése nodulaire (secondaire) potentiellement
embryogéne pour chaque balance hormonale testée et pour tous les cultivars étudiés.

4-2- Multiplication des cals secondaires en milieu liquide agité

4-2-1- Protocole expérimental

L’objectif de cette phase de culture est d’accroitre la multiplication de la masse de cals
nodulaires en milieu liquide agité. Le protocole expérimental adopté est décrit au niveau de la
figure 09.

Deglet Nour femelle Deglet Nour male Ghers Takerbucht
(DNF) (DNM) (GR) (TK)

! ! } }
'

Cals I1 @™

!

Multiplication des cals
en milieu liquide
MCyy

Figure 09 : Protocole adopté lors de la multiplication des cals secondaires induits sur les explants issus
de quatre (04) cultivars de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) en milieu liquide agité

39



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

4-2-2- Conditions de culture

Au terme de douze (12) mois de culture sur le milieu solide de callogenése (MCs) et afin
d’accroitre la multiplication de la masse de cals nodulaires, 1’utilisation d’un milieu liquide
agité (MCyy) est retenue. Ce dernier est de méme composition de base que celle ayant permis
I’induction des cals nodulaires mais avec des modifications. Celles-ci sont détaillées dans le
tableau 08.

Tableau 08 : Modifications apportées a la composition du milieu de culture pour la multiplication des
cals en milieu liquide agité (MC.).

Composition MC,
Macroéléments modifiés (MS) 5 MS
Microéléments (MS) Y2 MS
Fe-EDTA (MS) Y Fe-EDTA
Charbon actif (mg/L) 300
2,4-D /IBAP (mg/L) 1/0
Agar (g/L) 0

La mise en culture a été réalisée comme suit :

— Peser 0,5 g de cals présentant une nodulation réactive (intense) obtenus en milieu solide.

— Fragmenter légerement les cals nodulaires dans des boites de Pétri stériles a 1’aide d’un
scalpel.

— Introduire les cals fragmentes dans des Erlenmeyer de 250 mL contenant 50 mL de milieu
liquide d’amplification (MCL). Quatre flacons pour chacun des cultivars étudiés ont été
lancés (Planche-B).

— Placer I’ensemble sur un agitateur horizontal réglé a une vitesse de 100 rotations par minute
(rpm), sous une photopériode de type jours longs et une température de 27°C 2,

— Renouveler le milieu liquide au bout de 4 semaines de culture.

— Retransférer au bout de huit semaines de culture les cals nodulaires amplifiés apres
dessiccation d’une durée de deux heures sous hotte a flux laminaire, sur le milieu solide

(MCS) ayant permis leur initiation et placer I’ensemble a 1’obscurité et a une température
de 27°C = 2.

4-2-3- Parametres considérés

Des pesées sont effectuées a 1’introduction, au renouvellement du milieu (aprés un mois) et
avant le retour sur milieux solides (apres deux mois). Les données ainsi collectées ont permis
de calculer le facteur de multiplication (poids final/poids initial) pour chacun des cultivars
étudiés.
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5- Embryogenése somatique

Dans le but d’améliorer les différentes phases de I’embryogenése somatique chez les quatre
cultivars de palmier dattier étudiés, notre travail expérimental s’est déroulé comme suit :

5-1- Application de I’acide salicylique au cours de I’embryogenése somatiques chez le
cultivar Deglet Nour

L’objectif durant cette premiere étude est d’étudier I’effet d’acide salicylique (AS) sur
I’embryogenése somatique du palmier dattier du cultivar Deglet Nour femelle (DNF) tout en
déterminant la dose optimale pouvant étre généralisée a I’ensemble des cultivars étudiés mis en
culture précédemment.

5-1-1- Matériel végétal

Le matériel de départ utilise pour la réalisation de cette étape consiste en des cals du cultivar
DNF obtenus sur milieu solide MCs; (Souche 14) (5mg/L de 2,4-D et 1mg/L de BAP).

Les cals ayant toutes les caractéristiques des cals embryogenes (cals nodulaires plus ou moins
friables de couleur blanche ou beige) sont sélectionnés puis transférés séparément dans des
tubes a essais standard (160 x 24 x 1,2 mm) contenant du milieu frais de méme composition et
ceci trois (03) semaines avant leur utilisation pour I’induction de I’embryogenéese somatique.
Cette opération permet d’évaluer la réactivité des cals lors de la mise en place des suspensions.

5-1-2- Protocole expérimental

Le protocole expérimental adopté lors de 1’é¢tude de 1’application de I’AS sur les différentes
phases de I’embryogenese somatique chez la variété¢ Deglet Nour est décrit dans la figure 10.
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Cals 11 #=%jssus de
DNF

v

Embryogenese
somatique et maturation
des proembryons (PEM)

en milieux liquides:
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y

Embryons somatiques
structurés (EMS)
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solides:
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'
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Figure 10 : Protocole adopté lors de 1’étude de 1’application de 1’AS sur les différentes phases
de ’embryogenése somatique du cultivar Deglet Nour

5-1-3- Induction de I’embryogene¢se et maturation des PEM en milieu liquide agité

5-1-3-1- Conditions de culture

L’induction de I’embryogenése somatique et maturation des proembryons (PEM) sont realisées
en milieu liquide agité¢ de méme composition de base que le milieu ayant permis I’induction des
cals nodulaires (MCs) mais avec des modifications. Celles-ci sont détaillées dans le tableau 09.

Cing (05) concentrations d’AS sont retenues pour la réalisation de notre travail expérimental

(Tableau 10).

Tableau 09 : Modifications apportées a la composition du milieu pour I’induction de I’embryogenése
somatique et la maturation des PEM en milieu liquide agité (ME,).

Composition ME.
Macroéléments modifiés (MS) Y2 MS
Microéléments (MS) 2 MS
Fe-EDTA (MS) 1, Fe-EDTA
Charbon actif (mg/L) 300
2,4-D /BAP (mg/L) 0/0
Agar (g/L) 0
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Tableau 10 : Traitements a I’AS testés pour I’initiation de 1’embryogenése somatique chez le cultivar

DNF.
] Concentrations en AS
Traitements
(mg/L)
ME.o 0
ME_1 1
ME,, 5
ME 3 10
ME_4 15

La mise en culture a été effectuée comme suit :

— Peser un (01) g de cal nodulaire.

— Hacher le cal nodulaire dans une boite de Pétri a I’aide d’un scalpel.

— Déposer un entonnoir sur un Erlenmeyer vide de 250 mL.

— Déposer sur I’entonnoir une passoire stérile de 500 uM de maille.

— Transférer et écraser le cal haché sur la passoire.

— Verser progressivement 50 mL de milieu liquide afin de bien faire passer tous les
fragments de cals a travers le tamis de la passoire. Quatre (04) répétitions ont été lancées
pour chacun des traitements testés.

— Placer la suspension obtenue sur agitateur horizontal réglé a une vitesse de 120 rpm sous
une photopériode de type jours longs et a une température de 27°C + 2.

— Renouveler le milieu liquide a la fin de chaque semaine de culture et ceci pendant deux
mois (08 semaines). Le renouvellement des milieux de culture est realisé apres
décantation durant deux (02) heures des suspensions obtenues. Durant cette étape, les
Erlenmeyer sont inclinés de 45° par rapport au plan de travail horizontal afin d’aboutir
a une meilleure décantation des suspensions.

5-1-3-2- Parametres considérés
Les observations au cours de cette étape ont porté sur :

— 1’évolution des suspensions cellulaires en milieux liquides agités a travers 1’observation
visuelle de la réactivité des suspensions et de la présence du phénoméne de
brunissement pour 1I’ensemble des concentrations d’AS testées.

— I’évolution du poids frais des suspensions cellulaires durant les huit (08) semaines de
culture réalisées pour 1’ensemble des traitements en AS testés. Des pesées sont
effectuées a I’introduction et a la fin de chaque subculture réalisée (intervalle de 5 a 7
jours).

— le nombre des proembryons (PEM) ayant évolué vers 1’état structuré obtenu en milieu
liquide agité apres deux (02) mois de culture et ceci pour I’ensemble des traitements en
AS testés.
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5-1-4- Germinations des EMS issus du milieu liquide agité
5-1-4-1- Conditions de culture

Les embryons somatiques structurés (EMS) obtenus a partir de la mise en suspension de cals
nodulaires sont mis en germination séparément dans des tubes a essais standard (160 x 24 x 1,2
mm) contenant des milieux solides de germination (MGs) de méme composition que les milieux
liquides d’induction testés (MEL) additionnés de 7 g/L d’Agar et en présence des quatre
traitements en AS testés (0, 1, 5, 10 et 15 mg/L) ayant permis 1’obtention des EMS.

Les cultures ainsi réalisées sont mises en condition de jours longs (16 heures) et a une
température de 27°+2°C.

Aprés quatre (04) semaines de culture, les pousses qui en résultent sont repiquées sur un milieu
semi-solide afin de favoriser I’enracinement.

5-1-4-2- Parameétres considérés

Les observations réalisées au cours de cette étape ont porté sur :
— le nombre d’EMS obtenus au niveau de chacun des quatre traitements en AS testés.
— les taux de germination des EMS mis en culture sur milieu solide de germination.

5-2- Effets du milieu de culture et de I’acide salicylique sur ’embryogenése somatique
des quatre cultivars

L’objectif de cette seconde étude est d’étudier les effets de la modification du type de milieu et
de I’apport d’AS sur les phases de ’embryogenése somatique chez quatre (04) cultivars de
palmier dattier.

5-2-1- Matériel végétal

Le matériel végétal de départ consiste en des cals embryogenes obtenus sur milieu solide (MCs)
issus de quatre (04) cultivars de palmier dattier : Deglet Nour femelle (DNF), Deglet Nour méle
(DNM), Ghers (GR) et Takerbucht (TK) (Tableau 11).

Les cals sélectionnés (toutes origines confondues) pour la réalisation de cette étape présentent
toutes les caractéristiques de cals embryogenes (nodulaires plus ou moins friables, de couleur
blanche ou beige).

IIs sont transférés séparément dans des tubes a essais standard contenant du milieu frais (MCs)

trois (03) semaines avant leur utilisation pour I’induction de I’embryogenese somatique. Cette
opération permet de s’assurer de la réactivité des cals lors de la mise en suspension.
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Tableau 11 : Origine des cals nodulaires utilisés pour I’induction de I’embryogenése somatique.

Cultivars Milieux d’obtention Souches 2,4-DJ/ BAP Charbon actif
(mg/L) (mg/L)
DNF MCs1 14 5/1 150
DNM MCss 11 50/1 1500
GR MCs: 1 10/1 300
TK MCss 1 50/1 1500

5-2-2- Protocole expérimental

Le protocole expérimental adopté lors de 1’étude des effets de la modification du type de milieu
et de ’AS durant les phases de I’embryogenese somatique chez les quatre (04) cultivars de
palmier dattier étudiés est décrit au niveau de la figure 11.

Cals 11 ™ issus de:
DNF, DNM, GR, TK

Induction de . Induction de
I’embryogenése AT T2 I’embryogenése
> moryog . proembryons (PEM) cmbryog .
somatique et maturation o . somatique et maturation
- A sur milieux solides L .
en milieux liquides ME sur milieux solides
S0-1

M E|_0.1 M ESO-l

l l l

Proembryons (PEM)
+ Embryons somatiques
Embryons somatiques structurés (EMS)

structurés (EMS)

Germination
sur milieux solides
MGso.1

l

Vitroplants

Embryons somatiques
structurés (EMS)

Figure 11: Protocole adopté lors de 1’étude des effets de la modification du type de milieu et de
la concentration d’acide salicylique et sur les différentes phases de I’embryogenése
somatique chez quatre cultivars de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.)
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5-2-3- Induction de I’embryogenése somatique et maturation des PEM en milieux
liquides agités

5-2-3-1- Conditions de culture

L’induction de I’embryogenése somatique est réalisée en milicu liquide (MEL) de méme
composition de base ayant permis 1’induction des cals nodulaires (MCs) mais avec des
modifications (Tableau 12).

Deux (02) concentrations d’AS sont retenues pour la réalisation de notre travail expérimental
sur les quatre (04) cultivars étudiés (Tableau 13).

La procédure de mise en culture ainsi que les conditions de culture sont identiques a celles
décrites lors de la précédente expérimentation portant sur le cultivar DNF. Quatre (04)
répétitions sont lancées pour chacune des concentrations testées et pour chaque cultivar étudié.

Tableau 12 : Modifications apportées a la composition du milieu pour I’induction de 1’embryogenése
somatique en milieu liquide agité (ME,).

Composition ME.
Macroéléments modifiés (MS) Y5 MS
Microéléments (MS) Y2 MS
Fe-EDTA (MS) Y% Fe-EDTA
Charbon actif (mg/L) 300
2,4-D /BAP (mg/L) 0/0
Agar (g/L) 0

Tableau 13 : Traitements a I’AS testés pour I’initiation de I’embryogenése somatique chez les quatre
(04) cultivars étudiés.

Cultivars Traitements Concenzrrrz]i;i/ol_r)]s en AS
o :
DNM V.. i’
o - :
T - :

5-2-3-2- Parametres considérés
Les observations durant cette étape ont porté sur :

— D’évolution des suspensions en milieux liquides agités a travers 1’observation visuelle
de la réactivité des suspensions et de la présence du phénomeéne de brunissement au
niveau des traitements d’AS testés et des cultivars étudiés.

— 1’évolution du poids frais des suspensions durant les neuf (09) semaines de culture
réalisées pour I’ensemble des concentrations en AS testées et des cultivars étudiés. Des
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pesées sont effectuées a I’introduction et a la fin de chaque subculture réalisée
(intervalle de 5 & 7 jours).

— le nombre d’EMS obtenus en milieu liquide agité apres les neuf (09) semaines de culture
et ceci pour I’ensemble des traitements d’AS testés et des cultivars étudiés.

5-2-4- Maturation sur milieux solides des PEM issus des milieux liquides

5-2-4-1- Conditions de culture

Les PEM n’ayant pas atteint la maturité durant la phase liquide, sont étalés dans des bocaux de
culture de 250 mL contenant 50 mL de milieu solide de maturation (MEs) de méme composition
que le milieu liquide d’induction de I’embryogenése (MEL) additionnés de 7 g/L. d’Agar et en
présence des deux traitements a 1I’AS testés (0 ou 1 mg/L).

Les cultures obtenues sont mises pendant quatre (04) semaines sous une photopériode de 16
heures et a une température de 27°C = 2. Quatre (04) répétitions pour chacune des
concentrations testées et pour chacun des cultivars étudiés sont mis en culture.

5-2-4-2- Paramétres considérés
Les observations réalisées au cours de cette étape ont porté sur :

— le nombre d’EMS obtenus au niveau des traitements d’AS testés et des cultivars étudiés.

— la teneur en protéines solubles totales (PT) des PEM au niveau des traitements d’AS
testés et cultivars étudiés (les cultures GR sont éliminées pour cause de contaminations
fongiques). L’extraction des protéines s’est faite a partir de 0,25 g de maticre végétale
fraiche (MF) d’amas proembryonnaires selon le protocole décrit par Lecona-Guzman et
al. (2012). Le dosage colorimétrique des PT est réalisé selon la méthode de Bradford
(1976) qui est une méthode d'analyse spectroscopique basé sur le changement
d'absorbance des protéines en solution a une longueur d’onde de 595 nm.

5-2-5- Induction de I’embryogenése somatique et maturation des PEM sur milieux
solides

5-2-5-1- Conditions de culture

Un travail expérimental sur I’induction de I’embryogenése et maturation des PEM a été lancé
sur milieu solide (MEs) de méme composition que le milieu liquide d’induction (MEL)
additionnés de 7 g/L d’Agar et en présence des deux traitements en AS testés (0 ou 1 mg/L).

La mise en culture dans le but d’obtenir des EMS est réalisée comme suit :

— Peser un (01) g de cal nodulaire.
— Hacher les cals nodulaires dans une boite de Pétri a I’aide d’un scalpel.
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— Etaler avec une spatule les cals fragmentés dans des boites de culture d’un volume de
250 mL et contenant 50 mL de milieu solide d’induction de I’embryogenése. Quatre
(04) répetitions ont eté lancées pour chacune des concentrations testées et pour chacun
des cultivars étudies.

— Placer les cultures obtenues sous une photopériode de 16 heures et & une température de
27°C £ 2.

— Renouveler les milieux de cultures solides toutes les quatre (04) semaines pendant les
deux (02) mois de culture.

5-2-5-2- Paramétres considéres
Les observations réalisees au cours de cette étape ont porté sur :

— I’évolution des cals nodulaires fragmentés sur milieux solides a travers 1’observation
visuelle de la réactivité et de la présence de brunissements au niveau des traitements
d’AS testés et des cultivars étudiés.

— le nombre d’EMS obtenus au niveau des traitements d’AS testés et des cultivars étudiés.

— la teneur en PT des PEM au niveau des traitements d’AS testés et des cultivars étudiés
(les cultures GR sont éliminées pour cause de contaminations fongiques). L’extraction
des protéines a été réalisée a partir de 0,25 g de matiere végétale fraiche (MF) d’amas
proembryonnaires selon le protocole décrit par Lecona-Guzman et al. (2012) suivie par
le dosage colorimétrique (a 595 nm) des PT en solution selon la méthode de Bradford
(1976).

5-2-6- Germination des embryons somatiques sur milieux solides

5-2-6-1- Conditions de culture

Les embryons somatiques obtenus (toutes origines confondues) sont placés séparément en
germination dans des tubes a essais contenant 15 mL de milieux solides de germination (MGs)
de méme composition que les milieux liquides d’induction testés (MEL) additionnés de 7 g/L
d’Agar et en présence des deux traitements en AS testés (0 ou 1 mg/L).

Les embryons somatiques issus des milieux liquides agités sont mis en germination apres
dessiccation (a I’obscurité sous une tempeérature de 27 °C £ 2 pendant 48 heures) alors que les
embryons somatiques obtenus aprés étalement ou produits sur milieux solides sont mis
directement en germination.

Aprés quatre (04) semaines de culture a une photopériode de 16 heures et a une température de

27°% 2°C, les pousses résultantes sont repiquées dans un milieu semi-solide afin de favoriser
I’enracinement.
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5-2-6-2- Paramétres considérés

Les observations réalisees au cours de cette étape ont porté sur les taux de germination,
d’embryogenese secondaire et de nécrose au niveau des EMS mis en culture sur milieu solide
de germination au niveau des traitements d’AS testés et cultivars étudiés et ceci en fonction des
types de milieux de culture d’obtention.

6- Analyses statistiques

Selon le type de données obtenues, les analyses statistiques effectuées peuvent étre résumeées
comme suit :

— Données qualitatives (binaires): le test d’indépendance 2 est réalisé a partir des tables
de contingences puis complété par la comparaison des proportions de colonnes par le
test bilatéral d'égalité (tests-z). Le seuil de signification a été fixé a 5%. Ces tests
statistiques sont exécutés a I’aide du logiciel SPSS (version 25).

— Données quantitatives ou les conditions de validité des tests paramétriques ne sont pas
vérifiées : le test non-paramétrique de Friedman sur k échantillons appariés au seuil de
5 % est réalisé puis complétée par la comparaison multiple par paires suivant la
procédure de Nemenyi. Ces procédures statistiques sont exécutées a I’aide du logiciel
XLSTAT (version 2016).

— Données quantitatives ou les conditions de validité des tests paramétriques sont
vérifiées : I’analyse de la variance (ANOV A) a mesures répétées (dans le temps) ou bien
ANOVA a un ou deux facteurs sont réalisée puis complétée par une comparaison
multiple par paires selon la méthode de Fisher-LSD dans le cas de différence
significative au seuil de 5 %. Ces procédures statistiques sont exécutées a 1’aide du
logiciel XLSTAT (version 2016).
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CHAPITRE Il : RESULTATS

1- Contaminations initiales

Au terme des deux premiers mois de culture, ’apparition de quelques contaminations est
décelée. En effet, sur les 216 explants mis en culture seulement 10 contaminations sont
enregistrées, ce qui équivaut a un taux moyen de 4,62 % (pour I’ensemble des explants mis en
culture). Au-dela de cette période, I’apparition des contaminations est ponctuelle et limitée
(erreurs de manipulation). Cependant, les explants du cultivar Takerbucht montrent un taux de
contamination initiale de 17,31%, qui s’explique par la mauvaise qualité physiologique initiale
du rejet source (Figure 12).

20% -

15% A
10% A

5% -

DNF DNM GR TK

Pourventage de contamination

Figure 12 : Variation du taux de contamination initiale aprés deux (02) mois de culture
2- Callogenése primaire

2-1- Variation du pourcentage de brunissement des explants en fonction des milieux de
culture et des cultivars

Le phénomene de brunissement (indicateur de la présence de polyphénols) au niveau des
cultures est constaté des la fin de la premiére semaine de culture. Ce phénoméne s’accompagne
par un ralentissement, un arrét de la réactivité ou méme la nécrose de quelques explants.

L’apparition du phénoméne de brunissement/nécrose pendant les deux (02) premiers mois de
culture est observée sur I’ensemble des milieux de culture testés. Le plus fort taux de
brunissement (58,33%) est noté sur le milieu MCso dépourvu d’hormones de croissance et de
charbon actif, ou presque la moitie des explants (46,43%) brunis se nécrosent. Pour les milieux
MCs1, MCs; et MCs3 des taux plus faibles de brunissement sont notés avec respectivement
14,81%, 12% et 14,81%. Les nécroses constatées sur ces milieux sont dues essentiellement a
des fragments de jeunes feuilles. La réalisation du test Khi-carré révele une différence
significative entre milieux de culture (%2 (3, N =206) = 39,649, p = 0,000) indiquant ainsi que
le phénomene de brunissement est lié a la composition des milieux de culture au seuil de 5%.
La comparaison des proportions par le test bilatéral d'égalité (tests-z) permet 1I’identification
deux (02) groupes (Annexe I).
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Tous les cultivars étudiés présentent un brunissement au niveau des explants avec, cependant,
des taux variables. En effet, le plus fort taux de brunissement (58,33%) est enregistré au niveau
du cultivar GR, ou la totalité (100%) des explants se sont nécrosés. Le plus faible taux de
brunissement (1,96 %) est enregistré au niveau du cultivar DNM sans présenter de nécrose
durant les deux premiers mois de culture. Les explants issus des cultivars DNF et TK présentent
des taux de brunissement intermédiaires avec respectivement 26,56% et 9,30%. La réalisation
du test Khi-carré révéle une différence significative entre cultivars (}2 (3, N = 206) = 49,534,
p = 0,000) ce qui implique que le phénoméne de brunissement varie aussi en fonction des
cultivars étudiés au seuil de 5%. La comparaison des proportions par le test bilatéral d'égalité
(tests-z) permet I’identification de quatre (04) groupes (Annexe I).

Par ailleurs, I’apparition du phénomeéne de brunissement observée au niveau de chacun des
cultivars étudiés varie en fonction des milieux de culture aboutissant a des différences
d’intensité (Figures 13). Ceci confirme I’existence d’une relation entre la composition du milieu
de culture et le cultivar dans 1’expression du phénomeéne de brunissement. Afin d’identifier les
combinaisons (Cultivars-Milieux de culture) les plus sujettes au brunissement, une comparaison
des proportions par le test bilatéral d'égalité (tests-z) est réalisée dans les cas ou I’application
du test Khi-carré révele une différence significative (Tableau 14 ; Annexe I).
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Figure 13 : Variation du phénoméne de brunissement-nécrose en fonction des cultivars et des
milieux de culture aprés deux (02) mois de culture

Tableau 14 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur les combinaisons (Cultivars-Milieux de
culture) lors de I’apparition du phénoméne de brunissement.

Cultivars-Milieux | Valeur ddl asser:]”nlgt%i?:qoune Comparais_on Mei!leu_re
de culture du 2 (bilatérale) des proportions combinaison

DNF- Milieux 50,223 | 3 0,000 (02) groupes DNF- MCso

DNM- Milieux 2,982 3 0,394 (01) groupes -

GR- Milieux 11,657 | 3 0,009 (02) groupes GR-MCs

TK-Milieux 0,212 3 0,976 (01) groupes -
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2-2- Variation du pourcentage de callogenése primaire en fonction des milieux de
culture et des cultivars

L’évolution des explants mis en culture durant les deux (02) premiers mois se déroule comme
suit : un gonflement total ou partiel des explants dont un certain nombre émet dés les deux
premicres semaines de culture, des structures de couleur blanchatre, indiquant ainsi I’initiation
de la dédifférenciation cellulaire. Cette derniére évolue par la suite pour les explants les plus
réactifs en cals proprement dits.

La callogenése induite ou callogenése primaire au niveau des explants se manifeste toujours
sous forme de cals hyperhydriques friables ou compacts (Planche 02) dont I’intensité de
d’apparition est évaluée a travers les pourcentages notés a la fin des deux (02) premiers mois
de culture.

Tous les milieux de culture permettent d’aboutir a I’induction de la callogenése primaire. On
note le plus faible taux de callogenese (6,25%) sur le milieu dépourvu d’hormone MCsp. Les
milieux MCsz et MCs3z aboutissent a un taux identique de 53,70% suivis par le milieu MCs; ou
on enregistre un taux de 44 %. L’application du test Khi-carré révéle une différence
significative entre les milieux de culture (¥2 (3, N =206) = 31,4833, p = 0,000) indiquant que
I’induction de la callogenése primaire dépend (au seuil de 5%) des milieux de culture testés. La
comparaison des proportions par le test bilatéral d'égalité (tests-z) permet d’identifier deux (02)
groupes (Annexe ).

L’induction de la callogenese primaire est observé au niveau des quatre (04) cultivars étudiés.
Cependant des différences par rapport a I’intensité de la callogenése sont relevées. En effet, les
explants issus des cultivars DNM et DNF sont les premiers a montrer une callogenese et
présentent a la fin des deux (02) premiers mois de culture les plus forts taux de callogenése
primaire avec respectivement 67,30 % et 51,56 %. Les explants issus des cultivars TK et GR
sont plus lents a réagir et montrent des taux faibles de callogenése primaire, respectivement de
12,5 % et de 13, 24 % (Figures 14). La réalisation du test Khi-carré révele une différence
significative entre cultivars (32 (3, N = 206) =51,606, p = 0,000) indiquant que I’induction de
la callogenese primaire depend aussi (au seuil de 5%) des cultivars étudiés. La comparaison des
proportions par le test bilatéral d'égalité (tests-z) permet I’identification de deux (02) groupes
(Annexe 1).

Des différences par rapport a 1’intensité de la callogenése sont constatées entre cultivars mais
aussi au niveau de chacun des cultivars et ceci en fonction des milieux de culture testés. Ainsi
et afin d’identifier les combinaisons (Cultivars-Milieux de culture) les plus réactives, une
comparaison des proportions par le test bilatéral d'égalité (tests-z) est réalisée dans les cas ou
I’application du test Khi-carré révéle une différence significative (Tableau 15 ; Annexe I).
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Tableau 15 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur les combinaisons (Cultivars-Milieux de
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Cultivars- Signification . .
- Valeur . Comparaison Meilleure
MR R du 2 el asymptotique des proportions combinaison
culture X (bilatérale) prop
. DNF- MCs;
DNF- Milieux 16,762 3 0,001 (03) groupes DNF- MCas
DNM- MCg;
DNM- Milieux 38,138 3 0,000 (02) groupes DNM- MCs;
DNM- MCss
GR- Milieux 20,571 3 0,000 (02) groupes GR-MCs;
TK-Milieux 1,854 3 0,603 (01) groupes -
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Planche 02 : Callogenese primaire.
A: Brunissement modéré des explants au stade gonflement (G x2).
B: Cal hyperhydrique compacte (G x2)
C: Cal hyperhydrique friable (G x2).
D: Callogeneése primaire en développement (G x2).
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3- Callogeneése secondaire
3-1- Variation de la callogenese secondaire sur milieux solides

Issue du développement de la callogenése primaire plus au moins compacte, I’apparition de la
callogenése nodulaire (secondaire) survient a partir du 4™ mois de culture pour les explants
les plus réactifs. Elle se poursuit tout au long des vingt-huit (28) mois suivants.

L’évolution vers 1’état de callogenese secondaire se manifeste par la formation de cals qui se
distinguent par leur structure nodulaire plus au moins friable et par leur couleur blanche ou
beige (avec peu ou pas de brunissement). Ces cals secondaires sont conventionnellement
considérés comme étant des cals potentiellement embryogenes (Planche 03).

Il est a signaler, que I’induction de la callogenése primaire observée durant les premiers mois
de culture se poursuit tout au long des subcultures réalisées. Dans un premier temps, elle a pour
origine les explants de départ (issus de la partie apicale du rejet) puis par la suite les nodules
néoformés (phénoméne de réversion). Durant cette étape de culture, et afin d’évaluer
I’évolution de la callogenése, des observations sont réalisees durant les 30 mois (équivalent a
15 subcultures) avec un bilan avant chaque transfert des cals sur milieux frais. L unité de
mesure est I’explant présentant une nodulation contenue dans un tube a essai.

Les milieux testés contenant des hormones de croissance a savoir MCS1, MCS; et MCSs
permettent d’initier, d’entretenir et de multiplier, par la suite, la callogen¢se secondaire.
Cependant, c’est le milieu MCS3 qui permet d’entretenir et de multiplier le plus grand nombre
de cals secondaires sur une période de 30 mois de culture (15 subcultures).

La réalisation du test de Friedman sur k échantillons appariés révele un effet significatif du
milieu de culture (Test de Friedman (3, N = 15) = 39,171, p < 0,0001) indiquant que 1’évolution
du nombre de cals nodulaires dépend (au seuil de 5%) du milieu de culture testé. Les
comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Nemenyi, met en évidence quatre
(04) groupes (Annexe I).

Le développement de la callogenése primaire vers 1’état secondaire caractérisé par 1’apparition
de nodules est observé sur les explants issus des quatre (04) cultivars étudiés. Cependant des
différences par rapport au temps de réponse et de I’intensité de multiplication de la callogenese
nodulaire sont constatées. En effet, les cals de type primaire obtenus au niveau du cultivar DNF
sont plus réactifs et sont les premiers & évoluer en cals nodulaires et ceci a partir du 4°™ mois,
suivis par les cals des cultivars DNM, TK puis ceux de GR dont 1’évolution vers le stade
nodulaire est plus tardive (au-dela du 5°™ mois) et moins intense.

Par la suite, le transfert des cals nodulaires sur milieux frais tous les deux (02) mois permet leur
maintien et leur multiplication. Ainsi au terme de 30 mois de culture (15 subcultures), ¢’est au
niveau du cultivar GR que nous avons enregistrons le plus grand nombre de cals nodulaires. Le
plus faible nombre de cals est noté au niveau du cultivars TK. Les cultivars DNF et DNM
donnent des nombres intermédiaires de cals nodulaires. L’application du test de Friedman sur
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k échantillons appariés révéle un effet significatif du cultivar (Test de Friedman (3, N = 15) =
10,9927, p = 0,0118) indiquant que 1’évolution du nombre de cals nodulaire dépend également
du cultivar étudié au seuil de 5%. La comparaison multiple par paires suivant la procédure de
Nemenyi, met en évidence trois (03) groupes (Annexe ).

Des différences significatives sont constatées par rapport a I’initiation et la multiplication de la
callogenese nodulaire au niveau de chacun des cultivars étudiés et ceci en fonction des milieux
de culture (Figure 15). Ainsi, dans le but d’identifier le milieu de culture le plus adéquat pour
chaque cultivar, le test de Friedman sur k échantillons appariés est réalisé suivi par la
comparaison multiple par paires de moyennes selon la procédure de Nemenyi , (Tableau 16 et
Annexe I).

Tableau 16 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur les combinaisons (Cultivars-Milieux de
culture) lors de I’étape de I’entretien et multiplication de la callogenése nodulaire.

Cultivars- Signification Comparaison .
- Test de - Meilleure
Milieux de . ddl asymptotique des moyennes .
Friedman o combinaison
culture (bilatérale) des rangs
DNF- Milieux 38,396 3 < 0,0001 (04) groupes DNF- MCs:
DNM- Milieux 40,886 3 < 0,0001 (04) groupes DNM - MCs3
GR- Milieux 42,000 3 < 0,0001 (02) groupes GR - MCs
TK-Milieux 37,144 3 <0,0001 (02) groupes TK - MCS;
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3-2- Variation de la callogenése secondaire en milieu liquide agité

Au terme de douze (12) mois de culture sur les milieux solides (MCsi-3), I'utilisation d’un
milieu liquide (MCv1) contenant uniquement 1 mg/L de 2,4-D est retenue afin d’accroitre la
multiplication de la callogenése nodulaire obtenue (Planche 03-H). L’évolution de la masse de
cals nodulaires, observée a I’ceil nu, en milicu liquide agité correspond a trois (03) phases :

- Période de latence d’environ dix (10) jours durant laquelle les cals légérement
fragmentés ne présentent aucun développement apparent.

- Démarrage plus au moins visible a I’ceil nu jusqu’au renouvellement du milieu liquide
(entre 1e10°™ et le 30°™ jour de culture) caractérisé par 1’apparition de nodules
néoformes.

- Augmentation rapide du volume des suspensions avec des signes d’hyperhydrie
observés apres renouvellement du milieu liquide (au-dela d’un mois de culture).

L’estimation de I’accroissement de la masse de cals nodulaires en milieu liquide agité est basée
sur le calcul du facteur de multiplication (poids frais final/poids frais initial) pour chacun des
cultivars étudiés. Ainsi, a la fin des deux (02) mois de culture réalisés (correspondant a 08
semaines), une différence entre cultivars est observée.

Le plus fort taux de multiplication (9,33) est obtenu avec le cultivar DNF alors que le plus faible
taux de multiplication (4,01) est enregistré sur le cultivar DNM. Les cultivars GR et TK ont
présentent des taux de multiplication intermédiaires respectivement : 6,39 et 5,72 (Figure 16).

L’analyse de variance a mesures répétées (répétées dans le temps) révele des effets significatifs
des cultivars étudiés et du temps de culture, respectivement : (F 4d13-3s = 10,315; p< 0,0001) et
(F dadi 2.3 = 515,942; p< 0,0001) ainsi qu’un effet trés hautement significatif de I’interaction
cultivars*temps (F dai6-3s = 310,91 ; p< 0,000) sur 1’évolution des cultures. La comparaison
multiple des moyennes de I’interaction cultivars*temps selon la méthode de Fisher-LSD au
seuil de 5 % met en évidence cing groupes homogeénes (Annexe 1).
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Figure 16 : Evolution du facteur de multiplication en fonction du temps pour chacun des
cultivars étudiés. F Anova cultivars*temps qai6-3s = 310,91; p< 0, 0001.
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Planche 03 : Callogenése secondaire.

: Cal nodulaire beige chez le cultivar Deglet Nour Femelle (DNF) (G x4).

: Cal nodulaire avec brunissement modéré chez le cultivar Deglet Nour méale (DNM) (G x4).
: Cal nodulaire friable chez le cultivar Ghers (GR) (G x4).

: Cal nodulaire avec brunissement marqué chez le cultivar Takerbucht (TK) (G x4).

: Cal nécrosé (G x4).

: Cal hyperhydrique compact (phénomene de réversion) (G x4).

: Entretien de la callogenése secondaire friable sur milieu solide (MCs) (G x2).

: Multiplication de la callogenése secondaire en milieu liquide (MCy) (G x1).

IOTMOOm@>
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4- Embryogenese somatique

4-1- Effet de I’acide salicylique sur I’embryogenése somatique de DNF en milieu liquide
agité

4-1-1- Evolution générale des cultures en suspension

L’établissement des suspensions cellulaires consiste a mettre en culture un (01) gramme de cals
nodulaires issus du cultivar DNF dans 150 mL de milieux de culture liquide MEL contenant
I’AS. Cinq (05) concentrations d’AS (0,1,5,10 et 15 mg/L) sont testées et chacune avec quatre
(04) répétitions. Les cultures cellulaires ainsi établies sont placées sous agitation a 120 rpm et
sous une photopériode de 16h et a une température de 27°C + 2.

L’ensemble des suspensions cellulaires montre une réactivité visible a 1’ceil nu a travers
I’augmentation du volume et I’apparition de petits nodules embryogénes a différents stades de
développement de la culture. Le renouvellement des milieux de culture ainsi que les pesées
effectuées permettent au terme de huit (08) semaines de culture de déceler quatre (04) phases
d’évolution distinctes (Figure 17 ; Planche 04 A, B, C, D et E) :

1-

Phase de latence, d’une durée d’une semaine. Cette phase Se caractérise par une
absence de croissance visible a I’ceil nu et une perte en poids frais des suspensions
cellulaires constatée au renouvellement des milieux liquides. Ces observations révelent
I’existence d’un processus d’adaptation qui fait suite aux différents stress subis
(hachage, tamisage, mise en suspension en milieux liquides agités).

Phase de croissance, d’une durée de trois (03) semaines (de la 2°™ & la 4°™ semaine
de culture). Durant cette phase de culture, les fragments de cals en suspension montrent
une réactivité visible a I’ceil nu caractérisée par la manifestation de 1’embryogenese
somatique secondaire (néoformation de petits nodules embryogenes au cours des
différents stades de développement des embryons somatiques) et a ’apparition des
premiers proembryons (PEM) au stade globulaire. Ainsi, durant cette 2°™ phase de
culture, une augmentation importante du poids frais est notée avant chaque
renouvellement des milieux liquides. Parallélement a la réactivité relevée, I’apparition
d’une coloration brunatre au niveau des suspensions est observée indiquant la présence
de polyphénols. Ce phénoméne de brunissement persiste durant les phases de culture
ultérieures.

Phase de ralentissement (ou stationnaire), d’une durée de deux (02) semaines, (5°™
et 6°™ semaine de culture). Durant cette troisiéme phase de culture, les fragments de
cals en suspension montrent une réactivité visible a I’ceil nu caractérisée par la présence
d’un certain nombre de PEM aux stades globulaire et post-globulaire et une faible
augmentation du poids frais notée avant chaque renouvellement des milieux liquides. Il
est a signaler ici, que durant cette phase de culture, apparaissent des pseudoembryons
filiformes chétifs flottant a la surface au niveau des milieux liquides.
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4- Phase de déclin (ou de sénescence), au-dela de la 6°™ semaine de culture. Durant cette
derniére phase de culture, une diminution du poids frais des fragments de cals en
suspension est notée lors du renouvellement des milieux liquides. Cependant,
I’évolution des fragments de cals mis en suspension se poursuit aboutissant aprés huit
(08) semaines a des PEM a différents stades de maturation : globulaire, post-globulaire
et embryons somatiques structurés (EMS).
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Figure 17 : Courbe de croissance des suspensions cellulaires obtenue a partir des poids frais pendant
huit (08) semaines de culture

Comme décrit précédemment, le brunissement au niveau des suspensions est observé a 1’ceil nu
deés la 2°™ semaine, mais avec, une intensité variable en fonction des traitements a 1’AS testés
(Tableau 17).

Tableau 17 : Réactivité et intensité de brunissement évaluées a 1’ceil nu en présence des traitements a
I’AS.

: Intensité de la Intensité du
Traitements AT .
réactivité brunissement

MELo (0 mg/L d’AS) +++ n
MEL1(1 mg/L d’AS) +++ ¥
ME_2(5 mg/L d’AS) +++ —+
MEL3(10 mg/L d’AS) ++ +++
MELs(15 mg/L d’AS) + ++

Faible intensité ++ moyenne intensité +++ forte intensité
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4-1-2- Variation du poids frais des suspensions cellulaires en milieux agites

L’évaluation de I’accroissement en poids frais des suspensions cellulaires en milieux liquides
agités se base sur le calcul du facteur de multiplication (poids frais final/poids frais initial)
durant les huit (08) semaines de culture, et ceci, pour les cinq (05) traitements a 1’AS.
L’ensemble des suspensions montrent le méme schéma de développement avec quatre (04)
phases : phase de latence, phase de croissance, phase de ralentissement et phase de déclin.
Cependant des différences entre traitements testés sont constatées.

En effet, le traitement MELo (0 mg/L d’AS) manifeste la plus forte augmentation du poids frais
pour atteindre la phase de ralentissement & partir de la 5°™ semaine de culture. Par la suite, et
au-dela de la 6°™ semaine, c’est le traitement ME(1 (1 mg/L d’AS) qui montre la plus forte
augmentation en poids frais. Les traitements MEL. (5 mg/L d’AS), ME3 (10 mg/L d’AS) et
MELs (15 mg/L d’AS) donnent de faibles accroissements en poids frais (Figure 18).

L’analyse de variance a mesures répétées dans le temps révele des effets significatifs ; des
traitements a I’AS (F qa1 4-135 = 7,965; p< 0,0012), du facteur temps de culture (F qai 8-135) =
224,015; p< 0,0001) et de I’interaction traitements*temps (F ddl 32-135 = 4,471; p< 0,0001) sur
I’évolution en poids frais des cultures. La comparaison multiple des moyennes de traitements
selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % identifie quatre (04) groupes homogénes apres
huit (08) semaines de culture (Annexe I).
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Figure 18 : Variation du poids frais des suspensions en fonction des traitements a I’AS au cours des
huit (08) semaines de culture (F traitements gai 2135 = 7,965; p< 0,0012)
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4-1-3- Variation du nombre d’EMS obtenus en milieux liquides agités

L’utilisation des milieux liquides agités permet I’initiation de I’embryogencse somatique
aboutissant a la formation d’un grand nombre de PEM a différents stades de développement,
mais aussi a la maturation d’un certain nombre d’EMS individualisés au bout de huit (08)
semaines de culture. Ainsi, le comptage des EMS produits permet de mettre en évidence des
différences entre les traitements testés. En effet, c’est le traitement MEL1 (1 mg/L d’AS) qui
donne le plus grand nombre d’EMS individualisés (15 embryons) suivi par les traitements ME_2
(5 mg/L d’AS) et MELo (1 mg/L d’AS). Les traitements ME 3 (10 mg/L d’AS) et MEp4 (15
mg/L d’AS) ne permettent pas la formation d’embryons structurés (Figure 19).

L’analyse de la variance a un facteur révéle un effet significatif des traitements appliqués (F
(2,9) = 5,1872 ; p = 0,0317). La comparaison multiple des moyennes selon la méthode de
Fisher-LSD au seuil de 5 % montre deux (02) groupes de traitements (Annexe I).

16 1

12 1

Nombre moyen d'EMS

MELO MEL1 MEL2
Traitements a I'AS

Figure 19 : Effet des traitements a I’AS sur le nombre moyen d'EMS obtenus en milieu liquide
agité chez le cultivar DNF apres huit (08) semaines de culture. F ga12-9 = 5,1872 ; p=
0,0317

4-1-4- Variation du pourcentage de germination des EMS obtenus en milieux agités

L’utilisation du milieu liquide agité en présence de cinq (05) traitements a I’AS permet
d’obtenir des EMS. En effet, les fragments de cal tamisés (sur tamis de 500 um de maille) se
développent en petits nodules embryogénes puis en PEM de forme globulaire (stade globulaire)
durant les quatre (04) premiéres semaines de culture. Par la suite, les PEM au stade globulaire
évoluent vers des formes sphériques montrant une Iégere invagination (stade post-globulaire)
pour aboutir vers la formation des EMS individualisés de forme allongée de 6 a 7 mm au terme
de huit (08) semaines de culture.
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Des signes d’hyperhydrie se manifestent au niveau des EMS ainsi obtenus necessitant le recours
a une légere dessiccation sous hotte a flux laminaire pendant deux (02) heures avant de les
ensemencer séparément dans des tubes a essais contenant les milieux solides de germination
(MGso-2) (Planche 04-F).

Au terme de (08) semaines de culture, 25 % de I’ensemble EMS entrent en germination des la
premicre semaine de culture qui se traduit par I’émergence en premier de la partie aérienne
(feuille cotylédonaire) suivie par I’apparition d’une radicelle qui se développe ultérieurement
en un systéme racinaire pivotant (Planche 04-G et H). Le reste des EMS mis en germination
(correspondant a 75 % de 1’ensemble des EMS ensemencés) montre une absence de réactivité
accompagnée en plus d’un brunissement intense indiquant leur nécrose.

Des différences entre traitements a I’ AS testés par rapport au type de réponses sont enregistrées.
En effet, c’est le traitement MGs: (1 mg/L d’AS) qui génere le plus fort taux de germination

(28 %) suivi par les traitements MGso (0 mg/L d’AS) et MGs2 (5 mg/L d’AS) avec
respectivement 25% et 14%. (Figure 20).

100% ~

75%

50% -

Pourcentage de germination

25% A

0% -

MGSO0 MGS1 MGS2
Traitement a I'AS

Figure 20 : Variation du pourcentage de germination observé en fonction la concentration
d’AS.

64



Chapitre 111 : Résultats

AN RS AT o SO
Planche 04 : Effet de I’AS sur I’embryogenése somatique du cultivar Deglet Nour (DNF) en
milieu liquide (MEL).

: Aspect initial de la suspension lors de la mise en culture (G x1).

: Embryons chétifs en suspension (G x1).

: Début de I’embryogenése au stade globulaire aprés quatre (04) semaines (G x2)

: Apparition des premiers EMS en développement en présence de 1 mg/L d’AS (G x1).

: Amas prembryonnaires avec formation d’EMS apreés huit (08) semaines en présence de 1 mg/L
d’AS (G x1).

F : EMS issus du milieu liquide agité apres dessication (G x1,2).

G et H : Vitroplants en développement (G x0,8).

mooOw>
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4-2- Effets du milieu de culture et de I’AS sur ’embryogenése somatique et maturation
des PEM

4-2-1- Induction et maturation des PEM en milieux liquides agités

4-2-1-1- Evolution générale des suspensions

Le matériel végétal de départ consiste en des cals sélectionnés qui présentent toutes les
caractéristiques de cals embryogenes. Ces derniers sont issus des (04) cultivars étudiés : DNF,
DNM, GR et TK.

L’établissement des suspensions cellulaires consiste a mettre en culture un (01) gramme de cals
nodulaires dans 150 mL de milieux de culture liquides ME_o-1.

L’ensemble des suspensions cellulaires montrent une réactivité visible a 1’ceil nu a travers

I’augmentation de leur volume et ’apparition de petits nodules embryogenes de différents
stades de développement.

L’entretien des suspensions cellulaires durant neuf (09) semaines permet de déceler trois (03)
phases de culture (Figure 21 ; Planche 05) :

1-

Phase de latence ou d’adaptation : d’une durée d’une semaine. Cette phase se
caractérise par une absence de croissance visible a I’ceil nu et une perte en poids frais
des fragments de cals en suspension. Ce phénomene est constaté lors du renouvellement
des milieux liquides.

Phase de croissance : elle est d’une durée de sept (07) semaines correspondant a la
période s’étalant de la 2°™ & la 8™ semaine de culture au cours de laquelle on note,
avant chaque renouvellement des milieux liquides, une augmentation importante du
poids frais. Durant cette deuxiéme phase de culture, les fragments de cals en suspension
montrent une réactivité visible a I’ceil nu, et qui se caractérise par 1’apparition d’une
embryogenese somatique secondaire et I’apparition de PEM a différents stades de
développement (globulaire et post globulaire). Il est a noter I’apparition durant cette
phase de pseudoembryons filiformes flottant a la surface du milieu de culture.

Phase de ralentissement (ou stationnaire) : elle dure une (01) semaine , et correspond
a la 9°™ semaine de culture. Durant cette troisiéme phase de culture, les suspensions
cellulaires montrent une réactivité qui reste toujours visible a I’ceil nu. Celle-Ci se
caractérise par la présence d’EMS et une faible augmentation du poids frais noté a la fin
de la semaine de culture.

Parall¢lement a la réactivité décrite précédemment, I’apparition du phénomene de brunissement
au niveau des suspensions s’observe dés la 2°™ semaine de culture et se poursuit tout au long
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des subcultures ultérieures. Cependant, des différences sont constatées entre les traitements a

I’AS.

En effet, ¢’est au niveau du traitement MEL1(1 mg/L d’AS) que I’apparition du phénomene de
brunissement est le plus intense pour I’ensemble des cultivars étudiés mais sans incidence
néfaste sur le développement ultérieur des suspensions (Tableau 18).

55 1

75 A

Phase de
latence

Facteur de mulgjplication moyen

0

Phase de
croissance

Phase de
ralentissement
(Stationnaire)

Semaines_0 Semaines_1 Semaines_2 Semaines_3 Semaines_4 Semaines_5 Semaines_6 Semaines_7 Semaines_8 Semaines_9

Subcultures

Figure 21 : Courbe de croissance des suspensions cellulaires obtenue a partir des facteurs de
multiplication moyens durant les neuf (09) semaines de culture réalisées

Tableau 18 : Variation de I’intensité de la réactivité et du brunissement des suspensions en fonction

des traitements a I’AS testés et des cultivars étudiés.

Cultivars Traitements Intensité de la réactivité | Intensité du brunissement
DNE MELo (0 mg/L d’AS) +++ +
MELi(1 mg/L d’AS) +++ FH++
DNM MELo (0 mg/L d’AS) ++ 4+
ME.L1(1 mg/L d’AS) +++ -+
- MELo (0 mg/L d’AS) + +
MELi(1 mg/L d’AS) T "
TK MELo (0 mg/L d’AS) +++ Tt
MEL1(1 mg/L d’AS) ++ S+

+ : Faible intensité ; ++ : Moyenne intensité; +++ : Forte intensité; ++++ : Tres forte intensité
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Planche 05 : Initiation de I’embryogenése et maturation des PEM en milieux liquides agités.
A : Aspect de la suspension en milieu liquide agités lors de la mise en culture (G x1).
B : Aspect de la suspension aprés quatre (04) semaines de culture (G x0,6).
C : Amas proembryonnaires avec avec formation d’EMS obtenus aprées neuf (09)
semaines de culture en présence de 1 mg/L d’AS (G x0,8).
D : EMS obtenus en milieu liquide agité apres neuf (09) semaines de culture (G x1).
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4-2-1-2- Variation du poids frais des culture en suspension

L’¢évaluation de I’accroissement du poids frais des suspensions en milieux liquides agités repose
sur le calcul des facteurs de multiplication au cours des neuf (09) semaines de culture.
L’accroissement du poids frais des suspensions en milieux liquides agités au cours des
subcultures, est évalué a travers les facteurs de multiplication (poids frais final/poids frais
initial).

Les cultures en absence ou en présence d’AS présentent une période de latence d’une semaine
suivie par une augmentation identique en poids frais, et ce, jusqu’a la 7éme semaine de culture.
Au-dela, c’est le traitement ME_1 (1 mg/L d’AS) qui montre la plus forte augmentation en poids
frais. L’analyse de la variance a mesures répétées ne révele pas d’effet significatif des
traitements testés (Faar 130 = 0,6484 ; p=0,4250). Cependant, 1’évolution du poids frais des
culture présente un effet significatif du temps (Faai 9-250= 98,7252 ; p<0,0001) et de I’interaction
traitements*temps (Fadi 9-250 = 2,2091 ; p= 0,0218) (Annexe I).

L’ensemble des suspensions issue des quatre (04) cultivars ¢tudiés présente une augmentation
du poids frais précédée par une phase de latence ou d’adaptation d’une durée d’une semaine.
Par la suite, des différences entre cultivars sont constatées. En effet, les suspensions issues du
cultivar DNM montrent la plus forte évolution en poids frais sans atteindre la phase de
croissance stationnaire apres neuf (09) semaines de culture, alors que les suspensions issues des
cultivars DNF, TK présentent une évolution en poids frais moins importante atteignant la phase
de croissance ralentie respectivement a la 8°™ et 7°™ semaine de culture. L’analyse de la
variance a mesures répétées révele un effet significatif des cultivars étudiés (Fdqi3-26 = 13,6129
; p< 0,0001) sur I’évolution du poids frais des cultures avec un effet significatif du temps (Fual
9252 = 125,2449 ; p< 0,0001) et de I'interaction traitements*temps (Faqal 25252 = 4,5046 ; p<
0,0001). La comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % permet
d’identifier deux (02) groupes homogénes de cultivars a I’issue de neuf (09) semaines de culture
(Annexe I)

L’évolution du poids frais des suspensions varie entre cultivars mais aussi au niveau de chacun
des cultivars étudiés et ceci en fonction des traitements a I’ AS appliqués. En effet, une évolution
identique entre traitements est enregistrée au niveau des cultivars DNF, DNM et TK a la fin des
neuf (09) semaines de culture contrairement au cultivar GR ou c’est le traitement ME1 (1 mg/L
d’AS) qui présente la plus forte augmentation par rapport au traitement MELo (0 mg/L d’AS) et
ceci dés la 4°™ semaine de culture (Figure 22).

Afin d’identifier les combinaisons (Cultivars-Traitements a 1’AS) les plus favorables a
I’augmentation en poids frais des suspensions, une analyse de la variance a mesures répétées
est réalisée au niveau de chacun des quatre cultivars étudiés suivie par une comparaison des
moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % dans le cas de I’existence d’un effet
significatif (Annexe I). Le Tableau 19 résume les résultats obtenus.
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Tableau 19 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur les poids frais obtenus au niveau des
combinaisons (Cultivars-Traitements) lors de 1’étape de 1’induction de I’embryogenése

somatique en milieux liquides agités.

. Test d’Anova a | Signification . .
Cultivars- . Comparaison Meilleure

. . mesures asymptotique ..
Traitements a I’AS " s des moyennes combinaison

répétees (bilaterale)

DNF- Traitements 0,0055 0,9434 - -
DNM- Traitements 0,0521 0,8217 - -
GR- Traitements 20,9145 0,0038 (02) groupes GR - ME4
TK- Traitements 0,7610 0,4166 - -
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Figure 22 : Variation du poids frais des suspensions en fonction des cultivars et des traitements a I’AS au cours des neuf (09) semaines de culture
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4-2-1-3- Variation du nombre d’EMS obtenus en milieux liquides agités

L’utilisation du milieu liquide agité permet I’initiation de I’embryogenése aboutissant au bout
de neuf (09) semaines de culture a la formation d’un certain nombre d’EMS individualisés.

Ainsi, I’absence ou la présence de I’AS conduisent a I’obtention d’EMS en milieu liquide agité.
Cependant, c’est le traitement MEL1 (1 mg/L d’AS) qui génere le plus grand nombre moyen
d’EMS avec 8 embryons a la fin des neuf (09) semaines de culture. Cependant, L’analyse de la
variance a un facteur ne révéle pas d’effet significatif des traitements testés (Faai1-30 = 0,9150 ;
p=0,3464) sur le nombre d’EMS obtenus en milieux liquides agités (Annexe I).

L’ensemble des suspensions issue des quatre (04) cultivars étudiés aboutit a la formation
d’EMS mais avec des variations constatées. En effet, ¢’est au niveau du cultivar DNF que le
plus grand nombre moyen d’EMS est produit (12 embryons). Les cultivars DNM et TK
génerent respectivement des nombres moyens d’EMS de 9 et 6. Le cultivar GR produit
seulement ~ 2 embryons. L analyse de la variance a un facteur atteste d’un effet significatif des
cultivars étudiés (Fdai 3-28 = 5,6964 ; p= 0,0036) sur le nombre d’EMS obtenus en milieux
liquides agités. La comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 %
permet d’identifier trois (03) groupes homogeénes (Annexe I).

Le nombre moyen d’EMS produits en milieux liquides agités varie entre cultivars mais aussi
au niveau de chacun des cultivars étudiés et ceci en fonction des traitements a I’AS appliqués.
En effet, pour les cultivars DNF et TK c’est le traitement MEL1 (1 mg/L d’AS) qui génére le
plus grand nombre d’embryons contrairement au cultivar DNM ou ¢’est le traitement MEo (0
mg/L d’AS) qui favorise le développement des PEM vers 1’état structuré. Pour le cultivar GR,
seul le traitement MEL1 (1 mg/L d’AS) aboutit a la formation d’EMS (Figure 23).

Afin d’identifier les combinaisons (Cultivars-Traitements a 1’AS) les plus favorables a la
formation d’EMS, une analyse de la variance a un facteur est réalisée au niveau de chacun des
quatre cultivars étudiés suivie par une comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-
LSD au seuil de 5 % dans le cas de I’existence d’un effet significatif. Le Tableau 20 résume les
résultats obtenus (Annexe ).

Tableau 20 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur le nombre moyen d'EMS obtenus en milieux
liquides agités au niveau des combinaisons (Cultivars-Traitements)

Cultivars- Test d’Anova igmﬁf[::tt;oge Comparaison Meilleure

Traitements a ’AS a un facteur y p d des moyennes combinaison
(bilaterale)

DNF- Traitements 6,1084 0,0484 (02) groupes DNF- MEL1-

DNM- Traitements 6,0119 0,0497 (02) groupes DNM- MELO

GR- Traitements 7,7368 0,0319 (02) groupes GR - MEL1

TK- Traitements 38,5714 0,0008 (02) groupes TK — MEL1-
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Figure 23 : Variation du nombre moyen d’EMS en fonction des cultivars et des traitements a I’AS apres neuf (09) semaines de culture en milieu liquide
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4-2-2- Induction des PEM en milieux liquides et maturation sur milieux solides

4-2-2-1- Evolution générale des PEM issus des cultures en suspension étalés sur milieu
solide

Comme décrit précédemment, I’emploi du milieu liquide MEL en agitation permet 1’obtention
d’EMS mais également d’un grand nombre de PEM qui n’ont pas achever leur développement
vers 1’état structuré au terme de neuf (09) semaines de culture (Planche 06-A). Ainsi et afin de
favoriser la maturation des PEM, les amas cellulaires sont étalés dans des bocaux de culture de
250 mL contenant 50 mL de milieux solides (MEs) de méme composition que les milieux
liquides testés (MELo-1) additionnés de 7 g/L. d’ Agar (Planche 06-B).

La réactivité des amas proembryonaires étalés est décelé a I’ceil nu dés la 1% semaine de culture
et aboutissent au bout de quatre (04) semaines a la formation d’EMS individualisés (Planche
06-C et D).

Le phénoméne d’embryogenése secondaire, observé lors de la phase liquide, se poursuit, méme
aprés I’étalement des PEM sur milieu solides donnant naissance a de nouvelles générations
d’amas proembryonaires.

4-2-2-2- Variation du nombre d’EMS issus de I’étalement des PEM issus des cultures en
suspension sur milieux solides

L’absence ou la présence de I’AS aboutissent la production d’EMS individualisés mais c’est au
niveau des étalements de PEM contenant 1 mg/L d’AS que le plus grand nombre moyen d’EMS
est noté (25 embryons). L’analyse de la variance a un facteur confirme ’existence d’un effet
significatif des traitements a I’AS (Faai1-30=4,3281 ; p=0,0461) sur le nombre d’EMS obtenus
apres étalement des PEM sur milieux solides. La comparaison des moyennes selon la méthode
de Fisher-LSD au seuil de 5 % identifie deux (02) groupes homogénes (Annexe ).

Une production d’EMS individualisés est obtenue au niveau des quatre (04) cultivars étudiés
apres étalement des PEM sur milieux solides mais avec des variations. Le plus grand nombre
moyen d’EMS est obtenu au niveau du cultivar DNF avec environ 33 embryons. Pour les
cultivars DNM et TK, un nombre moyen équivalent (=25 embryons) d’EMS est produit. Le
plus faible nombre moyen d’EMS est noté au niveau du cultivar GR (= 9 embryons). L’analyse
de la variance a un facteur confirme I’existence d’un effet significatif des cultivars étudiés (Fdal
3-28 = 8,2975 ; p= 0,0004) sur le nombre d’EMS produits apres étalement des PEM sur milieux
solides. La comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % permet
de distinguer deux (02) groupes homogenes (Annexe I).
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Planche 06: Initiation de I’embryogenése somatique en milieux liquides et maturation des
PEM en milieux solides.

: Aspect des amas proembryonnaires issus des milieux liquides (G x1).

: Etalement des amas proembryonnaires issus des milieux liquides sur milieux solides
(G x0,5).

: Maturation des PEM sur milieux solides (G x0,8).
: Mise en germination des EMS obtenus lors de 1’alternance (liquide/solide) (G x1).
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Le nombre moyen d’EMS produits apres étalement des PEM sur milieux solides varie entre
cultivars mais aussi au niveau de chacun des cultivars étudiés et ceci en fonction des traitements
a I’AS appliqués. En effet, ’absence ou la présence de I’AS au niveau des cultivars étudiés (a
I’exception du cultivar GR) aboutissent a la production d’un nombre d’EMS. En effet, pour les
cultivars DNF et TK, c’est le milieu contenant 1 mg/L d’AS qui génére le plus grand nombre
d’embryons contrairement au cultivar DNM ou le développement des PEM vers 1’état structuré
est favorisé en absence d’AS. Pour le cultivar GR, seul le traitement ME1 (1 mg/L d’AS)
aboutit a la formation d’EMS (Figure 24).

Afin d’identifier les combinaisons (Cultivars-Traitements a 1’AS) les plus favorables a la
formation d’EMS aprés étalement, une analyse de la variance a un facteur est réalisée au niveau
de chacun des quatre cultivars étudiés suivie par une comparaison des moyennes selon la
méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % dans le cas de I’existence d’un effet significatif (Annexe
). Le Tableau 21 résume les résultats obtenus.

Tableau 21 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur le nombre moyen d'EMS obtenus aprés
étalement des des PEM issus des suspensions sur milieux solides au niveau des
combinaisons (Cultivars-Traitements)

Cultivars- Test d’Anova S|gn|f|ca'_uon Comparaison Meilleure
. . R asymptotique ..
Traitements a I’AS a un facteur S des moyennes combinaison
(bilaterale)
DNF- Traitements 39,8936 0,0007 (02) groupes DNF- ME_1
DNM- Traitements 17,8516 0,0055 (02) groupes DNM- ME o
GR- Traitements 51,9382 0,0004 (02) groupes GR - ME4
TK- Traitements 43,0299 0,0006 (02) groupes TK — MEp1
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Figure 24 : Variation du nombre moyen d’EMS issus des étalements des suspensions cellulaires sur milieu solide en fonction des cultivars et des traitements

a ’AS apres quatre (04) semaines de culture.

Nombre moyen d'EMS

Nombre moyen d'EMS

42

35

28

21

14

42

35

28

21

14

Cultivar GR

a
7
b | 7
MELO/MESO Traitements 4 I'AS MEL1/MES1

Cultivar TK

a

7
b

N\

MELO/MESO

Traitements a I'AS

MEL1/MES1

77



Chapitre 111 : Résultats

4-2-2-3- Variation de la teneur en PT

Des deux traitements testés lors de I’étalement des amas proembryonnaires, c’est le traitement
contenant 1 mg/L d’AS qui produit la plus forte teneur moyenne en PT (8,33 mg/g de MF).
L’analyse de la variance a un facteur atteste d’un effet significatif des traitements testés (Fqdi 1-
16 = 5,8628; p=0,0257) sur la teneur en PT des amas proembryonnaires obtenus apres étalement
des PEM obtenus en milieu liquide sur milieux solides. La comparaison des moyennes selon la
méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % identifie deux (02) groupes homogénes (Annexe I).

Les teneurs en PT dosées montrent une différence entre cultivars étudiés. En effet, c’est au
niveau du cultivar DNF que la plus forte teneur moyenne en PT (8,6 mg/g de MF) est produite.
Les cultivars TK et DNM présentent des teneurs moyennes en PT mois importantes
respectivement 7,92 et 7,44 mg/g de MF. L’analyse de la variance a un facteur confirme
I’existence d’un effet significatif entre des cultivars étudiés (Faai 2-15 = 8,1499 ; p= 0,0040) sur
la teneur en PT des amas proembryonnaires obtenus aprés étalement des PEM issus des milieux
liquides sur milieux solides. La comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au
seuil de 5 % identifie deux (02) groupes homogenes (Annexe ).

La teneur en PT des amas embryonnaires issus des étalements des PEM varie entre cultivars
mais aussi au niveau de chacun des cultivars étudiés et ceci en fonction des traitements a I’AS
appliqués. Cependant, c’est le traitement contenant 1 mg/L d’AS qui stimule la production des
plus fortes teneurs en PT au niveau de chacun des cultivars étudies (Figure 25).

Afin d’identifier les combinaisons (Cultivars-Traitements a I’ AS) ayant permis la production
des plus fortes teneurs en PT, une analyse de la variance a un facteur est réalisée au niveau de
chacun des cultivars étudiés suivie par une comparaison des moyennes selon la méthode de
Fisher-LSD au seuil de 5 % dans le cas de I’existence d’un effet significatif (Annexe I). Le
tableau 22 résume les résultats obtenus.

Tableau 22 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur les teneurs en PT des amas embryonnaires
issus des étalements PEM obtenus en milieu liquide au niveau des combinaisons
(Cultivars-Traitements).

Cultivars- Test . Slgnlflca'_uon Comparaison Meilleure
. N d’Anova a asymptotique .
Traitements a ’AS o des moyennes combinaison
un facteur (bilatérale)
DNF- Traitements 9,6745 0,0359 (02) groupes DNF-ME_L1/MEs;
DNM- Traitements 2,2879 0,2049 - -
TK- Traitements 92,8759 0,0006 (02) groupes TK-ME_1/MEgs:

78



: Résultats

Chapitre 111

Proteines totales en mg/g de MF

Cultivar DNF

10 -

\\\,

N

10 -

Proteines totales en mg/g de MF

MELO/MESO

Traitements a I'AS

Figure 25 : Variation de la teneur en PT des amas embryonnaires aprés étalement des suspensions cellulaires sur milieu solide en fonction des cultivars

et des traitements a I’AS

Proteines totales en mg/g de MF

10

MEL1/MES1

Cultivar TK

Cultivar DNM

A\

MELO/MESO MEL1/MES1
Traitements a I'AS

x\\

MELO/MESO

Traitements a I'AS

MEL1/MES1

79



Chapitre 111 : Résultats

4-2-3- Induction et maturation sur milieux solides

4-2-3-1- Evolution générale des cultures

Comme pour I’initiation de I’embryogenése somatiques en milieux liquides agités, le matériel
végétal de départ consiste en des cals présentant toutes les caractéristiques de cals embryogeénes
issus de quatre (04) cultivars de palmier dattier : DNF, DNM, GR et TK. Ces derniers, sont
étalés dans des boites de culture le milieu solide d’induction de I’embryogenése et de maturation
(MEs) (Planche-07-A).

Au terme des neuf (09) semaines de culture, ’ensemble des cultures présente une réactivité
observable a I’ceil nu a travers 1’augmentation du volume des cals étalés et I’apparition de petits
nodules embryogenes accolés ou rarement individualisés dont certains évoluent vers des
embryons structurés (Planche 07-B, C et D).

Parallelement a la réactivité observée, un brunissement important causant la nécrose de
certaines cultures est observé principalement en présence de 1 mg/L d’AS (Tableau 23).

Tableau 23 : Variation de I’intensité de la réactivité et du brunissement des cals étalés sur milieux
solides évalués a I’ceil nu en fonction des traitements a I’AS testés et des cultivars

étudiés.

Cultivars | Traitements Intensité de la réactivité Intensité du brunissement
DNF ME_Lo (0 mg/L d’AS) ++++ +

MEL:(1 mg/L d’AS) ++ ++
DNM MEdLo (0 mg/L d’AS) - —+

MEL1(1 mg/L d’AS) ++ 4+
GR ME_o (0 mg/L d’AS) + +

MEL:(1 mg/L d’AS) 0 +
TK ME_Lo (0 mg/L d’AS) ++ I

MEL:(1 mg/L d’AS) ++ T+

0 : Absence ; + : Faible intensité ; ++ : Moyenne intensité ; +++ : Forte intensité ; ++++ : Trés forte intensité.
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Planche 07 : Initiation de I’embryogenése somatique et maturation des PEM en milieux
solides.

: Etalement des cals nodulaires lors de I’initiation de I’embryogenése en milieux solides (G x0,8).

: Début de la réactivité des amas de cals aprés deux semaines de culture en milieux solides (G x0,8).

: Début de formation de proembryons au stade globulaire aprés un quatre semaines de culture (G x1).

: Formation d’un Embryons somatique directement sur un cals nodulaire embryogene (G x0,5).

o0 w>
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4-2-3-2- Variation du nombre d’EMS obtenus sur milieux solides

L’ensemble des cultures montre une réactivité observable a 1’ceil nu. Cependant, le nombre
moyen d’EMS produits varie. En effet, c’est le traitement MESo (0 mg/L d’AS) qui génére le
plus grand nombre moyen d’EMS (=15 embryons). L’analyse de la variance a un facteur
confirme I’existence d’un effet significatif de I’AS (Fadi1-30= 9,5256 ; p=0,0043) sur le nombre
d’EMS obtenus sur milieux solides. La comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-
LSD au seuil de 5 % permet d’identifier deux (02) groupes homogenes (Annexe I).

La production d’EMS individualisés est obtenue sur milieux solides au niveau des cultivars
¢tudiés, mais a degrés différents. Ainsi, le plus grand nombre d’EMS est produit par le cultivar
DNF avec environ 15 embryons suivi par les cultivars DNM et TK avec respectivement un
nombre moyen d’EMS de 13 et 11 embryons. Pour le cultivar GR, un nombre moyen tres faible
est obtenu (01 embryon). L’analyse de la variance a un facteur révele un effet significatif des
cultivars étudiés (Fqdi 3-28 = 6,4737 ; p= 0,0018) sur le nombre d’EMS obtenus sur milieux
solides. La comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % permet
d’identifier deux (02) groupes homogénes (Annexe I).

Le nombre moyen d’EMS produits varie entre cultivars, mais aussi, au niveau de chacun des
cultivars étudiés, et ceci, en fonction des traitements a I’AS appliqués. En effet, des deux
traitements testés sur milieux solides au niveau des cultivars étudiés, c’est le traitement MESo
(0 mg/L d’AS) qui permet d’obtenir le plus grand nombre moyen d’EMS a I’exception du
cultivar GR ou seul le traitement MEs: (1 mg/L d’AS) permet une trés faible production d’EMS
(Figure 26).

Afin d’identifier les combinaisons (Cultivars-Traitements a 1’AS) les plus favorables a la
formation d’EMS sur milieu solide, une analyse de la variance & un facteur est réalisée au niveau
de chacun des quatre cultivars étudiés suivie par une comparaison des moyennes selon la
méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % dans le cas de I’existence d’un effet significatif (Annexe
). Le tableau 24 résume les résultats obtenus.

Tableau 24 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur le nombre moyen d'EMS obtenus sur
milieux solides au niveau des combinaisons (Cultivars-Traitements).

Cultivars- Test Slgnlflcat_lon Comparaison Meilleure

) . d’Anova asymptotique .
Traitements a I’AS X " des moyennes combinaison

aun facteur | (bilatérale)

DNF- Traitements 10,6232 0,0173 (02) groupes DNF-MEso
DNM- Traitements 153 <0,0001 (02) groupes DNM-MEs
GR- Traitements 2 0,2070 - -
TK- Traitements 7,7368 0,0319 (02) groupes TK-MEso
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4-2-3-3- Variation de la teneur en PT

La teneur en PT des amas embryonnaires issus des milieux solides varie. Ainsi, des deux
traitements testés lors de I’initiation et la maturation des PEM en milieu solide, c’est le
traitement contenant 1 mg/L d’AS qui génére la plus forte teneur moyenne en PT (7,18 mg/g
de MF). L’analyse de la variance a un facteur a révélé un effet significatif des traitements testés
(Fdar 1-16 = 5,0512 ; p= 0,0391) sur la teneur en PT des PEM obtenus sur milieux solides. La
comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % a permis
d’identifier deux (02) groupes homogénes (Annexe ).

Les teneurs en PT ont montré une différence entre cultivars étudiés. C’est au niveau du cultivar
DNM que la plus forte teneur moyenne en PT a été obtenue (7,67 mg/g de MF). L’analyse de
la variance a un facteur a révélé un effet significatif des cultivars étudiés (Faai 25 = 15,0781 ; p=
0,0003) sur la teneur en PT des PEM obtenus sur milieux solides. La comparaison des
moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % a permis d’identifier trois (03)
groupes homogeénes (Annexe 1).

La teneur en PT des amas embryonnaires issus des milieux liquides varie entre cultivars mais
aussi au niveau de chacun des cultivars étudiés et ceci en fonction des traitements a I’AS
appliqués. C’est le traitement MEso (0 mg/L d’AS) qui produit les plus fortes teneurs moyennes
en PT (Figure 27).

Afin d’identifier les combinaisons (Cultivars-Traitements a 1’AS) ayant permis la production
des plus fortes teneurs en PT, une analyse de la variance a un facteur a été réalisée au niveau de
chacun des quatre cultivars étudiés suivie par une comparaison des moyennes selon la méthode
de Fisher-LSD au seuil de 5 % dans le cas de I’existence d’un effet significatif (Annexe I). Le
Tableau 25 résume les résultats obtenus.

Tableau 25 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur les teneurs en PT des amas embryonnaires
obtenus sur milieux solides au niveau des combinaisons (Cultivars-Traitements).

Cultivars- Test d’Anova S|gn|f|ca'_uon Comparaison Meilleure
. 2 5 asymptotique .
Traitements a I’AS a un facteur S des moyennes combinaison
(bilatérale)
DNF- Traitements 14,6174 0,0187 (02) groupes DNF-MEso
DNM- Traitements 1039,2936 <0,0001 (02) groupes DNM-MEsp
TK- Traitements 83,8965 0,0008 (02) groupes TK-MEso
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4-2-4- Effet du milieu de culture sur I’évolution des PEM vers I’état structuré

Lors de I’induction et de I’embryogenése somatique et maturation des PEM chez les quatre (04)
cultivars étudiés, trois (03) types de milieux ont été utilisés a savoir : milieu liquide (MEL),
alternance liquide/solide (MEL/MEs) et milieu solide (MEs) et ceci en absence ou en présence
de I’AS.

Afin d’évaluer I’'impact du type de milieux de culture sur I’évolution des PEM vers 1’état
structuré ou EMS, deux (02) paramétres sont retenus : le nombre moyen d’EMS produits et la
teneur moyenne en protéines.

4-2-4-1- Variation du nombre moyen d’EMS

La comparaison du nombre moyen d’EMS (cultivars et traitements confondus) produits au
niveau des trois (03) types de milieux de culture expérimentés (correspondant & 03 origines
différentes) permet de noter des différences significatives. En effet, ¢’est 1’alternance liquide
/solide (MEL/MEs) qui favorise la production du plus grand nombre d’EMS (~ 23 embryons).
L’analyse de la variance a un facteur confirme 1’existence d’un effet trés hautement significatif
du type de milieux de culture (Fdai2-93 = 24,5543 ; p<0,0001) sur le nombre d’EMS obtenus.
La comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % permet
d’identifier deux (02) groupes homogénes (Annexe I).

L’absence ou la présence de 1I’AS aboutissent a la formation d’EMS sur les trois (03) types de
milieux utilisés mais avec des différences notées. En effet, pour les cultures en milieu liquide
agité (MEL) et celles issues de I’alternance liquide /solide (MEL/MEs), la présence de 1 mg
d’AS favorise la production d’EMS alors qu’au niveau des cultures sur milieu solide (MEs),
c’est ’absence d’AS qui permet la production du plus grand nombre moyen d’EMS. L’analyse
de la variance a deux facteurs révele un effet hautement significatif de 1’interaction
traitements*milieux de culture d’origine (Fddis-00 = 7,2597 ; p= 0,0012) sur le nombre d’EMS
obtenus. La comparaison des moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 %
identifie cinqg (05) groupes homogeénes (Annexe I).

La production d’EMS individualisés est obtenue avec les quatre (04) cultivars étudies tout en
gardant le méme classement (DNF, DNM, TK puis GR) et ceci quel que soit le type de milieu
utilisé. Cependant, les plus grands nombres d’EMS sont produits au niveau des cultures issues
de I’alternance liquide /solide (MEL/MEs). L’analyse de la variance a deux facteurs ne révéle
pas d’effet significatif de I’interaction cultivars®* milieux de culture d’origine (Faai 11-84 ; P=
0,3136) sur le nombre d’EMS obtenus (Annexe I).

Le nombre moyen d’EMS obtenu varie entre cultivars, mais aussi, au niveau de chacun des
cultivars étudiés, et ceci, en fonction du type de milieu de culture d’origine et du traitement a
I’AS appliqué. Ainsi, pour les cultivars DNF, GR et TK le plus grand nombre moyen d’EMS
est produit au niveau des cultures issues de I’alternance liquide /solide (MEL/MEs) contenant 1
mg/L d’AS, et ce, a la différence du cultivar DNM ou c’est I’absence de I’AS qui favorise
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I’évolution des PEM vers 1’état structuré au niveau des cultures issues de D’alternance
liquide/solide (MEL/MEs) (Figure 28).

Afin d’identifier la meilleure combinaison (Milieux d’origine-Traitements) ayant permis la
production du plus grand nombre d’EMS, une analyse de la variance a deux facteurs est réalisée
au niveau de chacun des quatre cultivars étudiés par une comparaison des moyennes selon la
méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % dans le cas de I’existence d’un effet significatif de
I’interaction origine*traitements (Annexe I). Le Tableau 26 résume les résultats obtenus.

Tableau 26 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur le nombre moyen d'EMS obtenus au niveau
des combinaisons (Cultivars-Origines-Traitements).

Cultivars- Test ’Anova i Slgnlflcapon Comparalson Meilleure

Ot I7zE- deux facteurs asymptotique | multiple par combinaison

Traitements (bilatérale) paires
DNF-Origines- < i
Traitements 20,0901 0,0001 (03) groupes DNF- MEL1/MEs;
DNM-Origines- 0,8775 0,4329 ; DNM-(MELo/MEso)*
Traitements
GR-Origines-
< -

Traitements 38,1038 0,0001 (02) groupes GR-ME_1/MEg;
TK-Origines-

. 13,5021 : TK-ME./ME
Traitements 3,50 0,0003 (06) groupes Li/MEs:

* En I’absence d’interaction significative, I’alternance liquide /solide (MEL/MES) contenant 0 mg d’AS a permis d’aboutir
au plus grand nombre d’EMS.
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4-2-4-2- Variation de la teneur moyenne en PT

La comparaison de la teneur en PT (cultivars et traitements confondus) au niveau des amas
proembryonnaires issus de I’alternance liquide /solide (MEL/MEs) et ceux issus du milieu solide
permet de constater une différence lisible. En effet, ¢’est I’alternance liquide/solide (MEL/MEs)
qui geneére la plus forte teneur en PT (=8 mg/g de MF). L’analyse de la variance a un facteur
révele un effet trés hautement significatif des milieux de culture d’origine (Fqai 1-34 = 18,6; p=
0,0001) sur la teneur en PT des amas proembryonnaires. La comparaison des moyennes selon
la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % identifie deux (02) groupes homogenes (Annexe ).

Les teneurs en PT montrent une différence entre traitements testés en fonction des types de
milieux utilisés. Ainsi, la plus forte teneur en PT est obtenue en présence de 1 mg d’AS lors de
I’alternance liquide/solide (MEL/MEs) (8,33 mg/g de MF) a la différence des cultures sur
milieux solides (MEs) ou c’est I’absence d’AS qui génére la plus forte teneur en PT (7,18 mg/g
de MF). L’analyse de la variance a deux facteurs révele un effet hautement significatif de
I’interaction : traitements*milieux de culture d’origine (Faai 332 = 9,928; p= 0,0035) sur la
teneur en PT des amas embryonnaires. La comparaison des moyennes selon la méthode de
Fisher-LSD au seuil de 5 % permet d’identifier trois (03) groupes homogenes (Annexe I).

Les teneurs en PT montrent également une différence entre cultivars étudiés en fonction du type
de milieu. En effet, au niveau des cultures issues de I’alternance liquide/solide (MEL/MEs),
c’est le cultivar DNF qui produit la plus forte teneur moyenne en PT (8,6 mg/g de MF)
contrairement aux cultures sur milieu solide (MEs) ou ¢’est le cultivar DNM qui génére la plus
forte teneur moyenne en PT (7,67 mg/g de MF). L’analyse de la variance a deux facteurs révele
un effet tres hautement significatif de I’interaction : cultivars*milieux de culture d’origine (Fqai
5-30 = 23,21 ; p< 0,0001) sur la teneur en PT des amas proembryonnaires. La comparaison des
moyennes selon la méthode de Fisher-LSD au seuil de 5 % permet d’identifier quatre (04)
groupes homogeénes (Annexe 1).

La teneur en PT varie entre cultivars, mais aussi, au niveau de chacun des cultivars étudiés, et
ceci, en fonction du type de milieu de culture d’origine et du traitement en AS appliqué.
Effectivement, pour les cultivars DNF et TK la plus forte teneur en PT est enregistrée en
présence de 1 mg d’AS lors de 1’alternance liquide/solide (MEL/MEs) alors que pour le cultivar
DNM la plus forte teneur en PT est généré en absence d’AS au niveau des cultures sur milieu
solide (MEs) (Figure 29).

Une analyse de la variance a deux facteurs est realisée au niveau de chacun des quatre cultivars
étudiés par une comparaison des moyennes selon la méethode de Fisher-LSD au seuil de 5 %
dans le cas de I’existence d’un effet significatif de I’interaction origine* traitements sur la teneur
en PT (Annexe 1). Le Tableau 27 résume les résultats obtenus.
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Tableau 27 : Récapitulatif des tests statistiques réalisés sur les teneurs en PT des amas
proembryonnaires obtenus au niveau des combinaisons (Cultivars-Origines -
Traitements).

Traitements

Cultivars- Test d’Anova Signification Comparaison .

. . . . Meilleure
Origines- a deux asymptotique | multiple par combinaison
Traitements facteurs (bilatérale) paires
DNF-Origines-

Traitements 13,9607 0,0057 (03) groupes DNF-ME(1/MEsg;
DNM-Origines-

< -
Traitements 137,2293 0,0001 (03) groupes DNM-MEsy
TK-Origines- 155,7017 <0,0001 (03) groupes TK-MEL1/MEs,
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4-3- Effets du milieu de culture et de I’AS sur la conversion des EMS placés sur milieux
solides de germination

4-3-1- Evolution générale des EMS mis en germination

Les EMS de I’ensemble des cultivars ¢tudiés obtenus sur les différents milieux de maturation
(MEL, MEL/MEs et MEs) sont placés dans des tubes a essais contenant les milieux de
germination solides MGso ou MGs; afin d’initier leur germination.

Ainsi, au bout de huit (08) semaines de culture, les embryons mis en milieux de germination
présentent deux (02) formes de réaction (Planche 08) :

— Germination: qui se traduit par I’émergence de la partie aérienne (feuille
cotylédonaire) suivie par ’apparition d’une radicelle qui se développera
ultérieurement en un systeme racinaire pivotant. Ce type de réaction est décelé des
la premiére semaine de culture par 24 % de 1’ensemble des embryons mis en culture.

— Embryogeneése secondaire : qui se manifeste a travers la poursuite de la formation
tout au long des stades de conversion des EMS en vitroplants, de petits nodules
néoformés accolés les uns aux autres. Ce phénomene est observé sur 12 % de
I’ensemble des embryons mis en culture.

Parallelement aux deux formes de réactivité observée, le reste des EMS ensemencés (64% dont
environ le tiers émet une racine pivotante) se nécrosent.

4-3-2- Variation de la réactivité des EMS issus des milieux liquides agités

Les embryons ayant atteint leur maturité structurale en milieux liquides agités (ME) montrent
une variation du comportement. Ainsi, le traitement ou non a I’AS lors de la phase de
germination des EMS produits en milieu liquide agité permet d’induire des taux de réactivité
identiques de 60%. Cependant, I’expression varie selon la présence ou 1’absence de I’AS. En
effet, le milieu MGs: contenant 1 mg d’AS génére le plus fort taux de germination (32%)
contrairement au milieu MGso dépourvu d’AS dont le taux de germination n’est que de 13 % et

au niveau duquel le phénomene de I’embryogenése secondaire est plus marqué représentant un
taux de 25%.

Les EMS issus des quatre (04) cultivars montrent une réactivité variable. En effet, le plus fort
taux (36%) est enregistré au niveau du cultivar DNF suivi par le cultivar GR avec un taux de
20%. Les cultivars DNM et TK manifestent des taux de germination identiques (~15%). Par
ailleurs, I’apparition de I’embryogenése secondaire n’est présente que chez les cultivars DNF
et DNM avec respectivement 21% et 16% des EMS ensemencés.

La reactivité des EMS issus du milieu liquide agité varie en fonction des cultivars mais aussi

au sein de chaque cultivar selon la présence ou I’absence de I’AS. En effet, le milieu MGs;
contenant 1 mg/L d’AS favorise la germination au niveau de chacun des cultivars étudiés alors
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que I’embryogenese secondaire n’est présente que chez les cultivars DNF et DNM ou I’absence
d’AS permet de générer les plus forts taux avec respectivement 44% et 17% des EMS
ensemencés (Figure 30).
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4-3-3- Variation de la réactivité des EMS issus de I’étalement sur milieux solides

La réactivit¢ des embryons produits a partir de 1’étalement sur milieux solides varie
considérablement. En effet, la présence ou 1’absence de I’AS dans le milieu de culture lors de
la phase de germination des EMS issus de I’étalement permet d’induire des taux de germination
différents. Ainsi, ¢’est le milieu MGs; contenant 1 mg d’AS qui géneére le plus fort taux de
germination (35%) alors que I’absence d’AS (MGso) présente que 19% de germination.
L’embryogenése secondaire est présente au niveau des deux traitements avec des taux similaires
(= 5%).

Les EMS issus des quatre (04) cultivars étudiés montrent également une réactivité variable ou
se sont les embryons issus de DNF qui présentent les plus forts taux de germination (38%) et
d’embryogenése secondaire (14%). Les embryons issus des cultivars DNM et GR présentent
des taux de germination identiques (23%) sans manifestation du phénomeéne de 1I’embryogenése
somatique. Le cultivar TK géneére le plus faible taux de germination (17%) et uniqguement 6%
des EMS ensemencés montrent une embryogenese secondaire.

La réactivité des EMS issus des étalements sur milieu solide varie en fonction des cultivars,
mais aussi, au sein des cultivars selon la présence ou pas de I’AS. En effet, la présence de 1 mg
d’AS génére les plus forts taux de germination au niveau de chacun des cultivars étudiés (Figure
59). L apparition de I’embryogenése secondaire n’est constatée que chez le cultivar DNF en
présence de 1 mg/L d’AS et chez le cultivar TK en absence d’AS (Figure 31).
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4-3-4- Variation de la réactivité des EMS issus des milieux solides

La réactivité des EMS issus des milieux solides (MEs) varie lors de leur mise en germination.
Ainsi, la présence ou pas de I’AS dans le milieu de culture lors de la phase de germination des
EMS produits sur milieux solides permet d’induire une réactivité mais, c’est en absence d’AS
(MGso) que les plus forts taux de germination (24%), d’embryogenése secondaire (24%) sont
notés.

Les EMS issus des quatre (04) cultivars étudiés montrent des taux variables de réactivité, a
I’exception du cultivar GR ou I’ensemble des EMS ensemencés se sont nécrosés. Les plus forts
taux de germination (26%) et d’embryogenése secondaire (26%) sont notés chez le cultivar TK
suivi par le cultivar DNF dont les EMS présentent des taux de germination et d’embryogenese
secondaire respectivement de 18% et de 24%. Pour le cultivar DNM, de faibles taux de
germination (15%) et d’embryogenése secondaire (5%) sont enregistrés.

La réactivité des EMS issus des milieux solides varie en fonction des cultivars, mais aussi, au
sein des cultivars selon la présence ou pas de I’AS, sauf pour le cultivar GR ou la totalité des
EMS ensemencés se sont nécrosés. En effet, les plus forts taux de germination sont obtenus en
absence d’AS chez les cultivars DNF, DNM et TK avec respectivement 24%, 23 et 27%.
L’apparition de I’embryogenese somatique est plus intense en absence d’AS chez les cultivars
DNF et DNM et en présence de 1 mg/L d’AS chez le cultivar TK (Figure 32).
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4-3-5- Conversion des EMS en vitroplants en fonction du milieu de culture d’obtention

L’évaluation de I’impact du type de milieux de culture d’obtention (MEL, MEL/MEs et MEs)
sur la germination sur milieux solides (MGs) des EMS produits (tous cultivars et traitements
confondus), permet de constater des différences évidentes. En effet, se sont les EMS issus des
étalements (MEL/MEs) qui présentent le plus fort taux de germination (28%) suivis par les EMS
issus des milieux liquides (MEL) qui manifestent un taux de germination de 24%. Le plus faible
taux a été noté au niveau des EMS issus des milieux solides (MEs).

Les taux de germination des EMS produits varient selon le type de milieux de culture
d’obtention en fonction du traitement ou non a I’AS. En effet, les EMS ayant pour origine
I’étalement (MEL/MEs) et les milieux liquides (MEL), génerent les plus forts taux de
germination en présence de 1 mg/L d’AS avec respectivement 35% et 33% ; contrairement aux
EMS ayant pour origine les milieux solides (MEs) au niveau desquels le plus fort taux de
germination (24%) est obtenu en absence d’AS.

Les EMS issus des quatre (04) cultivars présentent des taux de germination variables en
fonction du type de milieux de culture ayant permis leur obtention. Ainsi, pour les cultivars
DNF, DNM et GR les plus forts taux de germination (respectivement 38%, 23% et 23%) sont
enregistrés au niveau des EMS ayant pour origine les étalements (MEL/MEs) contrairement au
cultivar TK dont le plus fort taux de germination (26%) est noté au niveau des EMS ayant pour
origine les milieux solides (MGs).

Par ailleurs, les taux de germination enregistrés varient entre cultivars, mais aussi, au sein de
chacun des cultivars selon le type de milieu de culture d’origine et de la présence ou pas de
I’AS. En effet, pour les cultivars DNF, DNM et GR les plus forts taux de germination sont notés
au niveau des EMS ayant pour origine les étalements (MEL/MEs) en présence de 1 mg/L d’AS
contrairement au cultivar TK qui génére le plus fort taux de germination au niveau des EMS
ayant pour origine les milieux solides (MEs) et ceci en I’absence d’AS (Figure 33).
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Planche 08 : Germination des EMS et conversion en vitroplants en milieux solides.
: Embryons somatique nécrose.

: Embryogenése secondaire.

: Début germination d’un embryon somatique.

: Différentes phases de conversion en vitroplant.

: Vitroplants en développement.

: Vitroplant en phase d’endurcissement.
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CHAPITRE IV : DISCUSSION

1- Callogenese

Le présent travail est initié a partir de rejets de quatre cultivars de palmier dattier (Phoenix
dactylifera L.): Deglet Nour femelle (DNF), Deglet Nour male (DNM), Ghers (GR) et
Takerbucht (TK).

Préalablement désinfectés a 1’aide du HgCly, les explants utilisés ont pour origine les sommets
du ceeur de rejets qui renferment le méristéme apical, les ébauches foliaires, les bourgeons
axillaires ainsi que la base des jeunes feuilles des quatre cultivars.

Les explants ainsi obtenus sont mis en culture sur milieux solides en présence de quatre
balances hormonales (2,4-D/BAP) afin d’initier la callogenése.

Dés la deuxiéme semaine de culture deux phénomenes sont constates avec une apparition quasi
simultanée :

— Un brunissement au niveau des explants et des milieux de culture indiquant la présence
de polyphénols qui va entrainer un ralentissement, un arrét de la réactivité ou méme
dans les cas les plus extrémes la nécrose des explants (Al Khateeb, 2008 ; EI Hadrami
et al., 2009 ; Fki et al., 2011 ; Abahmane, 2011 ; Bhojwani et al., 2013 ; Bhatia et al.,
2015).

— Un gonflement total ou partiel des explants dont certains émettront des structures de
couleur blanchatre, indiquant ainsi I’initiation de la dédifférenciation cellulaire qui
évoluera pour les explants les plus réactifs vers un cal primaire friable ou compact
(Tisserat, 1979; Sharma et al., 1980; Zaid et al., 1983 ; Mater, 1986 ; Chabane et al.,
1995 ; Chabane, 1996; Veramendi et al., 1997; Yadav et al., 2001; Eke et al., 2005 ;
Sané et al. 2012).

Des différences entre cultivars étudiés et milieux de culture testés sont notées. En effet, les
explants des cultivars DNM et DNF mis en culture sur milieux solides contenant les hormones
de croissance (2,4-D/BAP) combinés au charbon actif présentent les plus forts taux de
callogenese primaire et montrent moins de brunissement que les cultivars GR et TK qui
présentent une faible callogenése et un fort brunissement.

Ces résultats viennent confirmer le fait que la réussite de la mise en place d’un processus de
régénération in vitro du palmier dattier via la callogenése nécessite un apport exogéne de
régulateurs de croissance principalement les auxines et I’incorporation aux milieux de culture
d’un adsorbant comme le charbon actif pour atténuer I’impact des polyphénols largués dans le
milieu sur la croissance des cultures (Zaid et al., 2002 ; Al Khateeb, 2008 ; EI Hadrami et al.,
2009 ; Gueyeetal., 2009 aetb ; Zaid et al., 2011 ; Fki et al., 2011 ; Ahmad et al., 2013 ; Mazri
et al.,2015 ; Meziani et al., 2016 ; Al Khayri et al., 2017).
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En effet, la faible aptitude des explants a se dédifférencier ainsi que le brunissement précoce
constituent les facteurs limitant a la réussite de la mise en place de la culture in vitro chez le
palmier dattier et restent fortement liée a 1’age et a 1’état physiologique et au génotype de la
plante (Loutfi et al., 2005 ; Al Khateeb, 2008 ; EI Hadrami et al., 2009 ; Fki et al., 2011 ; Zaid
etal., 2011 ; Bhojwani et al., 2013 ; Bhatia et al., 2015 ; ; Mazri et al., 2015 ; Saleh et al., 2016
: Al Khayri etal., 2017, Gantait et al., 2018).

I1 est a signaler, qu’au niveau du cultivar GR, plus de la moiti¢ des explants mis en culture se
sont nécrosés aboutissant a un faible taux de callogenese induite uniquement sur le milieu MCs;
(10 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP). Ceci peut étre expliqué par 1’hétérogenéité cellulaire des
explants multicellulaires utilisés (Loyola-Vargas et al., 2008 ; George et al., 2008 ; Bhojwani,
2013). En effet, afin d’initier notre travail expérimental la partie apicale du ceeur du rejet utilisé
comme source d’explants renferme le méristeme apical, les ébauches foliaires, les bourgeons
axillaires ainsi que la base des jeunes feuilles.

Aussi, I’ensemble des explants mis sur milieu de culture solide (MCsp) dépourvu d’hormones
de croissance et de charbon actif, exhibe un fort brunissement avec une faible callogenese. Cette
derniére est présente exclusivement chez le cultivar DNF mais sans évolution ultérieure
(nécrose des cals cicatriciels). L’existence de faibles concentrations d’auxines endogenes serait
a ’origine d’une induction de la callogenése (Gueye et al., 2009 a et b ; Ikeuchi et al., 2017 ;
Fehér, 2019). 11 s’agirait dans ce cas plus d’un phénomene de cicatrisation que de callogenése
proprement dite.

Durant la premiére étape de notre travail expérimental, la callogenese primaire initiée a partir
d’explants issus de de la partie apicale du rejet de palmier dattier évolue vers une callogenése
secondaire caractérisée par I’apparition de structures nodulaires plus au moins friables avec peu
ou pas de brunissement. Cette évolution est observée dés le 4°™ mois de culture pour les
explants les plus réactifs et au-dela du 5°™ mois pour les moins réactifs. Ces résultats vont dans
le sens de ceux déja obtenus par d’autres travaux (Tisserat, 1979; Sharma et al., 1980 ; Tisserat,
1982 ; Zaid et al., 1983 ; Mater, 1986 ; Chabane et al., 1995 ; Chabane, 1996 ; Veramendi et
al., 1997; El Hadrami et al., 2009 ; Mazri et al., 2015 ; Saleh et al., 2016 ; Al Khayri et al.,
2017).

Le transfert a intervalles réguliers (tous les deux mois) des cals nodulaires obtenus sur milieux
solides frais de méme composition initiale permet d’initier et de multiplier durant plus de 30
mois la masse callogene. Cependant, des différences entre les cultivars étudiés et les milieux de
culture testés sont constatees, et ceci, par rapport au temps de réponse et a I’intensité de
multiplication de la callogenése nodulaire. En effet, pour le cultivar DNF dont les explants sont
les plus réactifs, 1’initiation ainsi que la multiplication sont favorisées sur le milieu solide MCs;
contenant 5mg/L de 2,4-D et 150 mg de charbon actif. La présence d’auxines endogénes
favoriserait une induction rapide de la callogenése et sa multiplication en présence de faibles
doses de 2,4-D (Mujib et al., 2005 ; Zouine et al., 2005 ; Othmani et al., 2009b). De nombreux
travaux ont déja rapporté des résultats similaires. En effet, EI Hadrami (1995) a obtenu des taux
élevés de callogenese en présence de 5mg/l de 2,4-D. Sane et al. (2006 ; 2012) ainsi que
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Chabane et al. (2007) ont obtenu une callogenése en présence de seulement 2 mg/l de 2,4-D.
Fki et al. (2003) sont parvenus a initier une bonne callogenese en présence de doses encore plus
faibles de 2,4-D (moins de 0,5mg/l).

Pour les cultivars DNM et TK, I’initiation et la multiplication de la callogenése nodulaire sont
favorisées sur le milieu solide MCsz contenant de fortes doses de 2,4-D (50 mg/L) et de charbon
actif (1500 mg). Par ailleurs, malgré la nécrose lors de la phase d’induction de la callogenése
primaire sur plus de la moitié des explants issus du cultivar GR, des cals nodulaires sont obtenus
et multipliés sur le milieu solide MGs contenant 10 mg/L de 2,4-D combinée a 300 mg/L.

Ces résultats viennent réaffirmer le fait que 1’obtention d’une bonne callogenése nodulaire ainsi
que son entretien nécessite une pression auxinique afin de maintenir la concentration
intracellulaire en auxines endogenes élevée (Jiménez et al., 2005 ; Victor et al., 2005 ; Zouine
et al., 2005). De nombreux auteurs ont abouti a une callogenese secondaire conséquente en
présence de fortes doses de 2,4-D (10, 50 mg/L) combinées a de fortes doses de charbon actif
(300, 1500 mg/L) (Tisserat, 1979 ; Sharma et al., 1980 ; Tisserat, 1982 ; Zaid et al., 1983 ;
Mater, 1986; Chabane., 1995; Veramendi, et al., 1997; and Gueye et al., 2009 a et b).

Afin d’augmenter la masse des cals nodulaires préalablement obtenus sur milieux solides chez
les quatre cultivars étudiés, 1’utilisation d’un milieu liquide (MCL1) contenant 1 mg/L de 2,4-D
sous agitation est retenue.

Notre choix est dicté par les nombreux avantages que présente la culture cellulaire en milieu
liquide agité : absorption uniforme et rapide avec une assimilation plus efficace de I’eau, des
éléments nutritifs ainsi que les régulateurs de croissance mais aussi une réduction plus ou moins
importante de ’effet inhibiteur sur la croissance de certains composés secréetés tels que les
polyphénols. Ceci permettrait d’assurer ainsi une croissance optimale des cellules mises en
culture. Par conséquent, 1’utilisation du milieu liquide agité permettra d’aboutir a des taux de
multiplication et de croissance importants en un temps réduit (Ascough et al., 2004 ; Gupta et
al., 2005 ; Hvoslef-Eide et al., 2005 ; Mehrotra et al., 2007 ; Othmani et al., 2009b ; Jain et al.,
2011 ; Mustapha et al,. 2011; Ibraheem et al., 2013).

Ceci est verifié dans le cadre de cette recherche malgré I’existence de différences entre les
quatre cultivars étudiés, un facteur de multiplication moyen de 6,3 est obtenu aprés seulement
deux mois (8 semaines) de culture en milieu liquide agité contenant une faible dose d’auxine
(1 mg/L de2,4-D) (Fki et al.,1998 ; Fki et al., 2003 ; Ibraheem et al., 2012 ; Ibraheem et al.,
2013).
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2- Embryogenése somatique

Dans le but d’améliorer les différentes phases de I’embryogenése somatique chez les quatre
cultivars de palmier dattier étudiés, le travail expérimental s’est déroulé en deux phases portant
sur:

2-1- Effet de I’acide salicylique sur ’embryogenése somatique en milieu liquide agité
chez le cultivar Deglet Nour

L’objectif durant cette premiére phase d’étude est d’évaluer I’effet de 1’apport en acide
salicylique (AS) sur I’embryogenése somatique du palmier dattier chez le cultivar Deglet Nour
femelle (DNF) tout en déterminant la dose optimale pour la généraliser par la suite a I’ensemble
des cultivars étudiés. Pour ce faire, cing traitements en AS (0 ; 1, 5, 10, 15 mg/L) ont éte testés
au niveau de suspensions établies a partir de cals nodulaires du cultivar DNF obtenus sur
milieux solides.

Comme cité précédemment, I’utilisation du milieu liquide agité favorise une croissance
optimale et rapide des suspensions. Elle représente ainsi la technique la plus avantageuse car
elle permet 1’observation des différentes phases de développement de 1’embryogenése
somatique parallélement a 1’étude de I'impact des modifications apportées aux milieux de
culture sur le développement des suspensions embryogeénes (Ascough et al., 2004; Gupta et al.,
2005; Hvoslef-Eide et al., 2005; Mehrotra et al., 2007 ; Othmani et al., 2009b; Mustapha et al.,
2011 ; Jain et al., 2011 ; Ibraheem et al., 2013).

Au cours de I’étude, ’utilisation du milieu liquide agité s’est montré favorable a la formation
d’EMS, ce qui permet de distinguer les différents stades de développement de 1’embryons
somatiques: stade nodulaire, stade globulaire, stade post-globulaire et stade embryonnaire
somatique structuré. Ces stades caractéristiques du palmier dattier (espéce monocotylédone)
ont déja été décrits par FKki et al. (2003); Sané et al. (2006) ; Sghair et al. (2008) ; Othmani et
al. (2011).

Les pesées effectuées avant chaque renouvellement des milieux de culture ainsi que les
observations réalisées nous ont amené a constater, pour I’ensemble des traitements en AS testés,
le méme schéma de développement. Ce dernier est divisé en quatre phases d’évolution
distinctes :

— Phase de latence, d’une durée d’une (01) semaine. Cette phase est caractérisée par une
absence de croissance visible a 1’ceil nu et une perte en poids frais des fragments de cals
en suspension indiquant ainsi une adaptation des suspensions aux nouvelles conditions
de culture (Al Khayri, 2012 ; Ibraheem et al., 2013 ; Bhatia et al., 2013).

— Phase de croissance, d’une durée de trois (03) semaines; correspondant a la 2°™, 3™ et
4°M semaine de culture. Durant cette phase de culture, une augmentation importante du
poids frais est notée. Elle serait due a I’apparition des premiers proembryons (PEM) au
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stade globulaire mais aussi a I’apparition de I’embryogenese somatique secondaire.
Cette derniére se manifeste a travers la néoformation de petits nodules embryogénes au
cours des différents stades de développement de I’embryogenése somatique primaire.
Ces nodules se détachent sous I’effet de 1’agitation du milieu liquide et se développent
de nouveau en embryons structurés. (Veramendi et al., 1996; FKki et al., 2003 ; Hvoslef-
Eide et al., 2005 ; Sane et al., 2006 ; Mustafa et al., 2011 ; Jain et al., 2011 ; Ibraheem
etal., 2013).

— Phase de ralentissement (ou stationnaire), d’une durée de deux (02) semaines,
correspondant & la 5°™ et 6°™ semaine de culture. Durant cette troisiéme phase de
culture, les suspensions en culture présentent une faible accumulation du poids frais
avec 1’évolution d’un certain PEM vers des formes sphériques légerement aplaties
atteignant ainsi le stade post-globulaire.

— Phase de déclin (ou de sénescence), au-dela de la 6°™ semaine de culture. Durant cette
derniére phase de culture, une diminution du poids frais des suspensions est notée
parallélement a la poursuite de développement des PEM. Ainsi, apres huit (08) semaines
de culture, un certain nombre d’embryons somatiques structurés (EMS) de forme
allongée de 6 & 7 mm sont ont observes. Il est a signaler le manque de synchronisation
lors de I'émergence et le développement des PEM en suspensions, c'est-a-dire qu'a partir
de la 6™ semaine de culture tous les stades de I'embryogenése somatique sont
simultanément présents avec une présence importante de nodules néoformées résultant
de I’embryogenése secondaire. Cette asynchronisation peut étre résolue par la filtration
réguliére lors du renouvellement du milieu de culture (Veramendi et al., 1997 ; Hvoslef-
Eide et al., 2005).

L’initiation de ’embryogenése somatique et la production d’EMS individualisés sont obtenues
aprés le transfert des cals nodulaires (haches et filtrés sur un tamis de 500 um de maille) dans
un milieu liquide agité en absence d’hormones de croissance exogenes (MELo). Ce résultat
rejoint ceux obtenus par plusieurs auteurs (Veramendi et al., 1996 ; FKki et al., 2003; Zouine et
al., 2004; Sané et al., 2006 ; Saker et al., 2007; Zouine et al., 2007 ; Zavattieri et al, 2010 ; Mazri
et al, 2015). En effet, I'initiation de I’embryogenéese somatique fait suite a la réaction des cals
a I’action des différents stress physiques exercés comme le hachage, le tamisage et la mise en
suspension en milieux liquides agités mais aussi en réponse aux modifications apportées a la
composition nutritionnelle et/ou hormonale du milieu de culture (Tisserat, 1979 ; Tisserat,
1982 ; Taha et al., 2001 ; Fehér et al., 2003; Mujib et al., 2005 ; Victor et al., 2005 ; Fehér,
2005 ; Zavattieri et al., 2010, Quiroz-Figueroa et al. 2006 ; Othmani et al., 2009b ; Yang et al.,
2010 ; Féher, 2015 ; Ochatt et al., 2016 ; Féher, 2019).

Par ailleurs, I’apport exogéne de I’AS présente un effet bénéfique sur I’induction de
I’embryogenese somatique et la maturation des PEM ainsi que sur la germination des EMS. En
effet, I’AS est reconnu comme étant une puissante biomolécule de signalisation phénolique et
un régulateur de croissance vegétale a multiples facettes car il intervient dans les réponses de
défense locales et systémiques lors de stress biotiques et abiotiques, mais il joue aussi un réle
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crucial dans la régulation des processus physiologiques et biochimiques tout au long de la vie
de la plante ( Vot et al., 2009 ; Rivas-San Vicente et al., 2011 ; Hayat et al., 2013 ; Sharma,
2013 ; El Esawi, 2017 ; Maruri-Lopez et al., 2019 ; Pasternak et al., 2019 ; Arif et al., 2020 ;
Koo et al., 2020).

Le milieu liquide ME_1 contenant 1 mg/L d’AS présente la plus forte augmentation en poids
frais et génere le plus grand nombre d’EMS individualisés suivi par les milieux liquides ME Lo
ne contenant pas d’AS et MEL> contenant 5 mg/L d’AS dont I’augmentation en poids frais et la
production d’EMS individualisés est moins importante. Les milieux de culture liquides ME_3
et MEL4 contenant respectivement 10 et 15 mg/L d’AS montrent de faibles augmentations en
poids frais sans formation d’EMS individualisés, avec un brunissement intense des suspensions.
Par la suite, le meilleur taux de conversion en vitroplants (germination) est obtenu sur le milieu
solide MGs; contenant 1 mg/L d’AS.

En résumé, les apports >5mg/L d’AS durant les phases d’induction, de maturation et méme lors
de la germination entraine un ralentissement, voire, un arrét de la croissance cellulaire. Ce
phénomeéne s’accompagne d’un bruissement intense conduisant a la nécrose des suspensions ou
des EMS mis en germination, alors qu’un apport de 1 mg/LL d’AS permet d’améliorer
I’embryogenése somatique chez le cultivar Deglet Nour objet de notre étude.

Les résultats obtenus confortent ce qui est généralement constaté car cela dépend de ’espéce,
du stage de développement cellulaire et des conditions expérimentales, sur 1’effet stimulateur
de I’application de faibles concentrations d’AS sur I’embryogenése somatique chez de
nombreuses espéces (Arif et al. 2020 ; Koo et al. 2020). Nous pouvons citer a titre d’exemple
les travaux de Roustan et al. (1990) sur la carotte en présence de 0,183-18,31 mg/L d’AS, de
Quiroz-Figueroa et al. (2001) sur le caféier d'Arabie en présence de 1,83 ng/L d’AS, de
Komaraiah et al. (2004) sur la dentelaire d’Inde en présence de 1,48 mg/L d’acide
acétylsalicylique (ASA), de Hong et al. (2008) sur la variété d’orchidée ‘‘Sweet Sugar’ en
présence de 1,83 mg/L d’AS, de Mulgund et al. (2012) sur les coniferes en présence de 1 mg/L
d’AS et de Hosseini et al. (2015) sur la variété de carotte ‘‘Nante’” en présence de 0,91 mg/L
d’AS.

Ainsi, ’amélioration de I’embryogenése somatique observée peut €tre expliquée par le réle qu’a
I’AS dans la régulation de 1'état redox cellulaire, car des concentrations élevées en AS exogéne
stimulent une surproduction d'espéces réactives de Il'oxygene (ERO) dont le peroxyde
d'hydrogene (H202) provoquant un stress oxydatif et la mort cellulaire. En revanche, de faibles
concentrations en AS induisent un faible niveau de production des ERO qui constituent en
méme temps des signaux secondaires pour activer d’autres processus biologiques (Vlot et al.,
2009 ; Ahmad et al. 2013 ; Ahmad et al. 2020). Par ailleurs, les mécanismes par lesquels I'AS
endogene régule les processus végétaux non-immunes ne sont pas bien compris actuellement.
Toutefois ils semblent impliquer des effets coordonnés ou antagonistes de I'AS endogéne avec
d'autres hormones végétales dont I'acide indole-3-acétique (AlA) endogene. Cette derniére qui
est une auxine participe avec I’AS a la régulation du métabolisme et de la croissance ainsi qu’a
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la réponse aux stress biotiques et abiotiques (Vlot et al., 2009 ; Sharma, 2013 ; EI-Esawi, 2017,
Dempsey et al., 2017 ; Ahmed et al., 2020 ; Arif et al., 2020 ; Koo et al., 2020).

2-2- Effets de 1a modification du milieu de culture et de I’acide salicylique sur
I’embryogenése somatique des quatre cultivars

L’objectif de cette seconde phase de 1’étude est de déterminer les effets de la modification du
type de milieu et de I’apport d’AS sur les phases de développement de I’embryogenése
somatique des quatre (04) cultivars de palmier dattier : Deglet Nour femelle (DNF), Deglet
Nour méle (DNM), Ghers (GR) et Takerbucht (TK).

Lors de I’induction de I’embryogenése somatique et la maturation des PEM chez les quatre (04)
cultivars étudiés, trois (03) types de milieux sont utilisés a savoir milieu liquide (MEL),
alternance liquide/solide (MEL/MEs) et milieu solide (MEs), et ceci, en absence ou en présence
de 1 mg/L ’AS.

Par la suite, les EMS de ’ensemble des cultivars étudiés produits a partir des trois types de
milieux expérimentés (MEL, MEL/MEs et MEs) sont mis en germination séparément sur milieu
solide de germination (MGs) contenant les mémes traitements a I’AS ayant permis leur
obtention.

2-2-1- Embryogenese somatique obtenue en milieux liquides agités

L’emploi du milieu liquide agité pour I’induction de I’embryogenése somatique et la maturation
des PEM conduit a la formation d’EMS a différents stades d’évolution, ce qui permet
d’identifier, distinctement, les différents stades de développement de I’embryogenese. Ces
stades caractéristiques du palmier dattier sont observés chez les quatre (04) cultivars étudiés
parallelement a la présence de brunissement dont I’effet néfaste (nécrose) sur la croissance des
suspensions est réduit. Ainsi, en dépit du manque de synchronisation du développement des
agrégats cellulaires mis en suspensions di essentiellement au phénomeéne de I’embryogenése
secondaire, le recours a la technique de culture en milieux liquides agités chez le palmier dattier
reste avantageux (Fki et al.,2003; Ascough et al., 2004 ; Gupta et al., 2005 ; Hvoslef-Eide et al.
2005 ; Sané et al., 2006 ; Mehrotra et al., 2007 ; Sghair et al., 2008 ; Othmani et al., 2009b ;
Jain et al., 2011 ; Mustapha et al. 2011 ; Ibraheem et al. 2013).

L’évaluation de 1’embryogenése somatique en milieux liquides agités chez les quatre cultivars
étudiés est réalisée a travers I’évolution du poids frais des suspensions, le nombre d’EMS
produits ainsi que les taux de germination génerés. Cela permet de constater un effet positif de
I’apport de 1 mg/L d’AS sur I’accroissement du poids frais et sur la production d’EMS malgré
des différences entre les cultivars DNF, GR et TK alors que pour le cultivar DNM un
accroissement similaire en poids frais des suspensions entre traitements est noté mais avec une
production plus importante d’EMS en absence d’AS. Par la suite, les meilleurs taux de
germination sont enregistrés en présence de 1 mg/LL d’AS. Cette variation de réponses entre
cultivars corrobore ce qui est déja rapporté sur 1’effet de I’apport exogéne de 1I’AS en culture in
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vitro. En effet, selon Rivas-San Vicente et al. (2011) ; Arif et al. (2020) ; Koo et al. (2020)
I’obtention d’un effet stimulateur de 1I’AS sur I’embryogenése somatique dépend fortement de
I’espéce, du stade de développement cellulaire et des conditions expérimentales.

2-2-2- Embryogenése somatique obtenue par alternance de milieux (liquides/solides)

Comme décrit précédemment, I’emploi des milieux de culture liquides agités (ME() durant neuf
(09) semaines abouti a la formation d’EMS mais aussi a un grand nombre de proembryons a
differents stades de développement. Ces derniers, et afin de favoriser la poursuite de leur
maturation, sont étalés sur un milieu solide (MEs) en présence des mémes traitements en AS
ayant permis leur obtention et ceci pour 1’ensemble des cultivars étudiés.

Au terme de quatre (04) semaines de culture dans les nouvelles conditions, un grand nombre
d’EMS individualisés s’est développé. Ces résultats rejoignent ceux de Taha et al. (2001), de
Sané et al. (2012) qui ont montré que la réduction de moitié de la fraction minérale du milieu
de culture et l'utilisation d'agar favorisent la maturation des EMS ainsi que leur développement
ultérieur en plantules chez le palmier dattier. Effectivement, ['utilisation de I’agar (agent
gélifiant) représenterait une solution a I’hyperhydratation des cultures en suspension et ceci, a
travers son action de dessiccation équivalente a I’ajout d’agents osmotiques (mannitol, sorbitol
ou le polyéthyléne glycol) seuls ou combinés avec de 1’acide abscissique (Ascough et al.,
2004 ; Al Khateeb ; 2008 ; Al Khayri et al., 2012; Mazri et al., 2019a et b).

Le nombre moyen d’EMS issus des étalements sur milieux solides, varie entre cultivars mais
aussi au sein des cultivars étudiés en fonction des traitements a I’AS appliqués. Ainsi, pour les
cultivars DNF, GR et TK, c’est le milieu contenant 1 mg/L d’AS qui produit le plus grand
nombre d’embryons et les plus forts taux de germination. Le dosage des protéines totales
solubles (PT) au niveau des amas embryonnaires de ces trois cultivars a permis de mettre en
évidence une teneur plus importante en PT au niveau des cultures contenant Img/L d’AS
consolidant le fait que I’apport exogéne en AS permet d’orienter favorablement I’évolution de
I’embryogenese somatique vers la formation d’EMS puis leur conversion en vitroplants.

Pour le cultivar DNM, le développement des PEM vers 1’état structuré est plus important en
absence d’AS. Le dosage des PEM révele une 1égere différence entre traitements en faveur de
la présence de 1 mg/L d’AS indiquant ainsi un déficit en protéines au niveau des EMS produits
en absence d’AS. Ceci est vérifié par la suite puisque le meilleur taux de germination est généré
en présence d’AS. En effet, I'embryogenése somatique est un processus complexe par lequel
des reprogrammations métabolique, génétique, épigenétique et développementale des cellules
(morphologiques) s’effectuent permettant par la suite la conversion des EMS produits en
vitroplants (Fehér et al., 2003 ; Zavattieri et al. 2010 ; Fehér, 2015 ; Ochatt et al., 2016). Chez
le palmier dattier, des travaux traitant des aspects biochimiques lors de 1’embryogenése
somatique rapportent des taux plus élevés en PT chez les cultures les plus réactives au cours
des différents stades de développement de I’embryogenése somatique (EI Hadrami et al, 1995;
Masmoudi et al., 1999 ; Sghaier-Hammami et al., 2010 ; Aslam et al, 2011 ; Fki et al., 2011 ;
Zein El Din et al., 2021).
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2-2-3- Embryogenese somatique obtenue sur milieux solides

Le transfert des cals nodulaires issus des milieux solides de callogenése (MCs) sur milieux
solides (MEs) dépourvus d’auxine et dont la fraction minérale est réduite de moiti¢ permet de
générer des EMS individualisés. Ce résultat vient attester de ce qui est couramment adopté chez
le palmier dattier a savoir ’utilisation de milieux gélosés lors de I’induction et la maturation
des EMS depuis les premiers travaux publiés de Tisserat (1979 ;1982).

En dépit d’une variation inter-cultivars, c’est en absence de I’AS que le plus grand nombre
d’EMS est produit a 1’exception du cultivar GR ou seule la présence de 1 mg/L. d’AS génére
une trés faible production d’EMS pour cause de contamination des cultures. Ces résultats sont
consolidés lors du dosage des PT et de la mise en germination des EMS ou les plus forts taux
sont générés en absence d’AS (El Hadrami et al, 1995; Masmoudi et al., 1999 ; Sghaier-
Hammami et al., 2010 ; Aslam et al, 2011 ; Fki et al., 2011 ; Zein El Din et al., 2021).

Les différences notées lors de I’induction et maturation des PEM sur milieux solides, nous
amenent a évoquer 1’existence d’une addition de signaux des stress causés par la présence de
I’AS ainsi que par les nouvelles conditions de culture (lumiére et modifications de la
composition des milieux de cultures solides) amorcant ainsi les mécanismes de résistance au
niveau cellulaire dont la manifestation visuelle lors de notre expérimentation se traduit par
I’apparition intense de brunissement en présence de 1 mg/L d’AS indiquant ainsi une oxydation
intense des polyphénols accumulés (Viot et al., 2009 ; Ahmad et al., 2013 ; Ahmad et al. 2020).
Nous pouvons citer ici a titre indicatif le travail de Dihazi et al. (2003) qui ont démontré que le
traitement a I’AS de plantules de deux cultivars de palmier dattier augmenterait la synthése des
produits phénoliques en absence ou en présence du Fusarium oxysporum f. sp. albedinis 1’agent
causal de la maladie du Bayoud.

2-2-4-Embryogenése somatique obtenue en fonction du type de milieux

De I’ensemble des résultats obtenus durant notre deuxieme phase d’étude sur I’embryogenese
somatique chez quatre (04) cultivars de palmier dattier, il ressort une influence marquée du
changement du type de milieux au cours des différents stades de développement de
I’embryogenése somatique a savoir ’initiation de I’embryogenése somatique, la maturation des
PEM et la conversion des EMS en vitroplants.

Ainsi, des trois types de milieux expérimentés, ¢’est I’alternance liquide /solide (MEL/MEs) qui
produit le plus grand nombre moyen d’EMS et qui génere le plus fort taux de germination des
EMS. Ce résultat est la conséquence de 1’amélioration de 1’induction et de la multiplication des
amas proembryonnaires en milieux liquides agités complétée par une amélioration de la
maturation des PEM sur milieux solides. En effet, I’un des problémes récurrents en culture in
vitro et particuliecrement lors de 1’utilisation des milieux liquides est le phénomeéne de
vitrification ou d’hyperhydricité des cultures. Ce dernier peut affecter sérieusement le
développement des cultures. Afin d’y remédier, I’étalement ou le transfert des suspensions sur
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milieux gélosés constitue une des solutions adoptées chez le palmier dattier (Abahmane, 2011 ;
Alkhateeb, 2008 ; Isah, 2015 ; Mazri et al., 2015 ; Khokhar et al.,2017).

Au cours de notre expérimentation, le nombre d’EMS moyen produit en absence d’AS sur
milieux solides est plus élevé que celui obtenu en milieux liquides malgré un plus fort taux de
multiplication en poids frais enregistré au niveau de ces dernies. Ce résultat qui parait
contradictoire est dii a ’importance de I’inoculum initial (cals haché et tamis¢) par rapport au
volume des Erlen et a la quantité de milieux liquides utilisés (1 g de cals/ Erlen de 250 ml /50
mL de milieu de culture liquide) ce qui a engendré, selon toute vraisemblance, un effet de
concurrence au niveau des suspensions amplifiant ainsi le stress subit.

L’apport exogéne de 1 mg/L d’AS lors de I’alternance liquide /solide (MEL/MEs) favorise
I’embryogenése somatique chez les cultivars étudiés et ceci a travers 1’augmentation du nombre
d’EMS produits et des taux de germination relevés. Cette amélioration, en dépit de la variation
inter-cultivars constatée, peut étre expliquée en partie par ’augmentation des taux de PT au
niveau des étalements, ce qui est vérifi¢ lors de notre expérimentation. En effet, I’accumulation
de réserves (glucides, lipides et protéines) lors de la maturation constitue une des conditions
préalables a la réussite de la conversion des EMS en vitroplants (Fehér et al., 2003 ; Sghaier-
Hammami et al., 2010; Zavattieri et al., 2010 ; Aslam et al, 2011 ; Fki et al., 2011 ; Fehér, 2015 ;
Ochatt et al., 2016 ; Zein El Din et al., 2021).

111



CONCLUSION GENERALE



Conclusion générale

CONCLUSION GENERALE

Face aux nombreuses contraintes auxquelles est confrontée la culture du palmier dattier en
Algérie, la maitrise de la micropropagation par I’embryogenése somatique peut avoir un role
déterminant dans la préservation, la valorisation et I’amélioration du patrimoine phoenicicole
national. C’est dans cette perspective que notre travail de recherche a été engagé, dont la
démarche générale consiste a apporter des modifications sur les composantes du milieu de
culture ainsi que sur les conditions environnementales au cours des différentes étapes de
I’embryogenéese somatique chez quatre (04) cultivars algériens de palmier dattier.

Initié & partir de rejets de Deglet Nour femelle, Deglet Nour méale, Ghers et Takerbucht, le

présent travail de recherche a permis de produire des vitroplants a partir d’embryons
somatiques.

De I’ensemble des résultats obtenus, il en ressort une variation inter-cultivars assez marquée
par rapport a la rapidité et a I’intensité de la réactivité de leurs tissus en in vitro. Ainsi, le cultivar
Deglet Nour femelle est le plus réactif suivi par les cultivars Deglet Nour méle et Takerbucht
alors que le cultivar Ghers reste récalcitrant pour I’embryogenése somatique.

En dépit de la variabilité inter-cultivars, un schéma de régénération par embryogenese peut étre
potentiellement adopté chez les cultivars algériens de palmier dattier. Celui-ci se décompose en
quatre (04) étapes qu’on peut décrire comme suit :

En condition d’obscurité totale, sur milieu solide en présence de 1 mg/L de
Initiation et multiplication de BAP et des concentrations en 2,4-D supérieures & 5 mg/L combinées a des
g doses de charbon actif supérieures a 300 mg/L. La multiplication des cals peut
cals nodulaires étre aussi effectuée a 1’obscurité en milieu liquide agité en présence de 1 mg/L
de 2,4-D combiné a 300 mg/L de charbon actif.

Initiation de l’embryogenése A partir de cals nodulaires en milieu liquide agité en présence de 1 mg/L d’AS
somatique proprement dite et sous une photopériode de 16 heures.

Maturation des proembryo ns Sous une photopériode de 16 heures sur milieu solide contenant 1 mg/L d’AS.

Germination et conversion en

. Sous une photopériode de 16 heures sur milieu solide contenant 1 mg/L d’AS.
vitroplants
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Le phénoméne de brunissement (issus de 1’oxydation des polyphénols) est constaté au niveau
de I’ensemble des cultivars au cours des différentes étapes de culture. Il se manifeste deés la
dissection-stérilisation des rejets. Afin de réduire I’impact de la sécrétion des polyphénols,
essentiellement sur 1’étape de 1’initiation de la callogenése, la collecte de rejets au niveau des
palmeraies serait plus indiquée durant la période de repos végétatif (ce qui correspond au mois
de décembre en Algérie). Dans notre cas, la collecte des rejets pour la réalisation de notre travail
experimental a été faite au printemps ce qui pourrait expliquer, en partie, la forte teneur en
polyphénols de notre matériel végétal initial.

Dans nos conditions expérimentales, le temps nécessaire a I’obtention d’embryons somatiques
structurés pourrait étre estimé a sept (07) mois dont quatre (04) mois pour induire une
callogenése nodulaire potentiellement embryogeéne pour les explants les plus réactifs. Le temps
nécessaire ainsi que 1’intensité de réponse a I’induction de I’embryogenése pourraient étre
réduits a travers 1’identification, la sélection et la multiplication de souches de cals plus
réactives. C’est 1’approche que nous avons adoptée lors de la réalisation de notre travail de
recherche.

Chez le palmier dattier comme pour de nombreuses espéces pérennes 1’emploi d’explants
multicellulaires (issus de rejets) entraine une variabilité intra-souche ce qui a été vérifié lors de
notre expérimentation. Afin de remédier a cette variabilité, I’exploitation de I’embryogenése
secondaire représente une solution potentielle qui permettrait de constituer une banque de
souches embryogenes accessibles a n’importe quel moment.

Enfin, notre travail de recherche conduit a la proposition d’un schéma de production
d’embryons somatiques structurés viables, ce qui contribuera, a la mise en ceuvre de protocoles
fiables, simples et de reproductibilité élevée de regénération via I’embryogenéese somatique des
cultivars algériens de palmier dattier. Néanmoins, des recherches complémentaires sont
toutefois indispensables. Elles doivent porter sur les aspects suivants :

- Utilisation des techniques d’analyses métabolomique et protéomique au courS des
différents stades de développement des embryons zygotiques/embryons somatiques
pour une meilleure compréhension des bases moléculaires de I’embryogenése chez le
palmier dattier permettant ainsi une optimisation du processus de régénération in vitro.

- Maitrise des facteurs physico-chimiques favorisant le transfert des vitroplants issus d’un
processus de propagation in vitro vers des conditions environnementales et
nutritionnelles naturelles (ex vitro).

- Maitrise des modalités de conservation de la diversité variétale existante ou induite en
in vitro a moyen et a long termes.

- Mise en place de tests moléculaires précoces permettant d’appréhender le phénomeéne
de la variation somaclonale tout en assurant une meilleure tragabilité du matériel végétal

régenére.
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Actualisation des connaissances sur la diversité variétale existante au niveau de ’aire
de culture du palmier dattier en Algérie en intégrant la diversité liée au pieds males.

Création de souchotéques de cals hautement embryogénes et/ou organogénes pour une
utilisation rapide en cas de besoins exprimes par le secteur économique

Création de vitrotheques conformément a la diversité variétale existante permettant une

utilisation rapide aussi bien pour la propagation que pour les études de caractérisation
et d’amélioration génétiques.
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1-Initiation de la callogenése primaire
1-1-1- Variation du brunissement des explants en fonction des milieux et des cultivars
1-1-1- Effet des milieux de culture testés

Tests du khi-carré :

Valeur ddl | Signification asymptotique (bilatérale)
khi-carré de Pearson 39,6492 3 ,000
Rapport de vraisemblance 35,824 3 ,000
N d'observations valides 206

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorigue inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 11,65.

Comparaison des proportions :

Tableau croisé Brunissement * Milieux

Milieux Total
MCS0 MCS1 MCS2 MCS3
Brunissement Brunissement Effectif 28, 8y 61 8 50

% dans 58,3% 14,8% 12,0% 14,8% 24,3%
Milieux

% du total 13,6% 3,9% 2,9% 3,9% 24,3%

Pas de Brunissement | Effectif 20, 46y 44, 46y 156

% dans 41,7% 85,2% 88,0% 85,2% 75,7%
Milieux

% du total 9,7% 22,3% 21,4% 22,3% 75,7%

pas de maniere significative les unes des autres au niveau ,05.

Chaque lettre en indice indique un sous-ensemble de Milieux catégories dont les proportions de colonne ne différent

1-1-2- Effet des cultivars étudiés

Tests du khi-carré :

Valeur ddl Signification asymptotique (bilatérale)
khi-carré de Pearson 49,5342 3 ,000
Rapport de vraisemblance 52,572 3 ,000
N d'observations valides 206
a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorigue minimum est de 10,44.

Comparaison des proportions :

Tableau croisé Brunissement * Génotype

Génotype Total
Deglet Nour Deglet | Ghers | Takerbucht
Femelleemelle Nour
Male
Brunissement Brunissement | Effectif 17y 1. 28, 4y o 50
% dans 26,6% 2,0% | 58,3% 9,3% | 24,3%
Génotype
% du total 8,3% 0,5% | 13,6% 1,9% | 24,3%
Pas de Effectif 47b 50, 20, 39, ¢ 156
Brunissement | % dans 734% | 98,0% | 41,7% 90,7% | 75,7%
Génotype
% du total 22.8% | 24,3% 9,7% 18,9% | 75,7%

Chaque lettre en indice indique un sous-ensemble de Génotype catégories dont les proportions de colonne ne
différent pas de maniére significative les unes des autres au niveau ,05.
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1-1-3- Effet des milieux de culture testés au niveau des cultivars étudiés

Tests du khi-carré :

Génotype Valeur | ddl | Signification asymptotique (bilatérale)

Takerbucht khi-carré de Pearson ,212 3 976
Rapport de vraisemblance | ,206 3 977
N d'observations valides | 43

Ghers khi-carré de Pearson 11,657 | 3 ,009
Rapport de vraisemblance | 15,966 | 3 ,001
N d'observations valides | 48

Deglet Nour Male khi-carré de Pearson 2982 |3 ,394
Rapport de vraisemblance | 2,793 | 3 ,425
N d'observations valides | 51

Deglet Nour Femelle | khi-carré de Pearson 50,223 | 3 ,000
Rapport de vraisemblance | 54,556 | 3 ,000

N d'observations valides 64

Comparaison des proportions :

Tableau croisé Brunissement * Milieux * Génotype
Génotype Milieux Total
MCSO | MCS1 | MCS2 | MCS3
Takerbucht Brunissement | Brunissement Effectif la la la la 4
% dans 125% | 7,7% 111% | 7,7% 9,3%
Milieux
% du total | 2,3% 2,3% 2,3% 2,3% 9,3%
Pas de Effectif 7a 12a 8a 12a 39
Brunissement | % dans 87,5% | 92,3% | 88,9% |92,3% | 90,7%
Milieux
% du total | 16,3% | 27,9% | 18,6% | 27,9% | 90,7%
Ghers Brunissement | Brunissement Effectif 12a 5b 5b 6b 28
% dans 100,0% | 41,7% | 41,7% | 50,0% | 58,3%
Milieux
% du total | 250% | 104% | 104% | 12,5% | 58,3%
Pas de Effectif Oa 7b 7b 6b 20
Brunissement | % dans 0,0% 58,3% | 58,3% | 50,0% | 41,7%
Milieux
% du total | 0,0% 146% | 146% | 125% | 41,7%
Deglet Nour Brunissement | Brunissement Effectif Oa Oa Oa la 1
Male % dans 0,0% 0,0% 0,0% 7,7% 2,0%
Milieux
% du total | 0,0% 0,0% 0,0% 2,0% 2,0%
Pas de Effectif 12a 13a 13a 12a 50
Brunissement | % dans 100,0% | 100,0% | 100,0% | 92,3% | 98,0%
Milieux
% du total | 235% | 25,5% | 255% | 23,5% | 98,0%
Deglet Nour Brunissement | Brunissement Effectif 15a 2b 0Ob 0Ob 17
Femelle % dans 93,8% | 12,5% | 0,0% 0,0% 26,6%
Milieux
% du total | 23,4% | 3,1% 0,0% 0,0% 26,6%
Pas de Effectif la 14b 16b 16b 47
Brunissement % dans 6,3% 87,5% | 100,0% | 100,0% | 73,4%
Milieux
% du total | 1,6% 21,9% | 25,0% | 25,0% | 73,4%
Chaque lettre en indice indique un sous-ensemble de Milieux catégories dont les proportions de colonne ne différent
pas de maniére significative les unes des autres au niveau ,05.
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1-2- Variation de la callogenése primaire en fonction des milieux et des cultivars
1-2-1- Effet des milieux de culture testés

Tests du khi-carré :

Tests du khi-carré

Valeur ddi Signification asymptotique (bilatérale)
khi-carré de Pearson 31,4832 3 ,000
Rapport de vraisemblance 37,596 3 ,000
N d'observations valides 206

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théoriqgue minimum est de 19,34.

Comparaison des proportions :

Tableau croisé Callo_laire * Milieux

Milieux Total
MCSO0 MCS1 MCS2 MCS3
Callo_laire Callogenése Effectif 3a 29, 22p 29, 83
% dans 6,3% 53,7% 44,0% 53,7% 40,3%
Milieux
% du total 1,5% 14,1% 10,7% 14,1% 40,3%
Pas de Effectif 45, 25p 28y 25p 123
callogenése % dans 93,8% 46,3% 56,0% 46,3% 59,7%
Milieux
% du total 21,8% 12,1% 13,6% 12,1% 59,7%
Chaque lettre en indice indique un sous-ensemble de Milieux catégories dont les proportions de colonne ne
different pas de maniére significative les unes des autres au niveau ,05.
1-2-2- Effet des cultivars étudiés
Tests du khi-carré :
Valeur ddl Signification asymptotique (bilatérale)
khi-carré de Pearson 51,606° 3 ,000
Rapport de vraisemblance 55,667 3 ,000
N d'observations valides 206
a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur & 5. L'effectif théorigue minimum est de 17,33.
Comparaison des proportions :
Tableau croisé Callo_laire * Génotype
Génotype Total
Deglet Deglet Ghers Takerbucht
Nour Nour
Femelle Male
Callo_laire Callogenése Effectif 36a 35a 6 6 83
% dans 56,3% 68,6% 12,5% 14,0% | 40,3%
Génotype
% du total 17,5% 17,0% 2,9% 2,9% | 40,3%
Pas de Effectif 28, 164 424 37 123
callogenese % dans 43,8% 31,4% 87,5% 86,0% 59,7%
Génotype
% du total 13,6% 7,8% 20,4% 18,0% | 59,7%

Chaque lettre en indice indique un sous-ensemble de Génotype catégories dont les proportions de colonne ne
différent pas de maniére significative les unes des autres au niveau ,05.

128




1-2-3- Effet des milieux de culture testés au niveau des cultivars étudiés :

Tests du khi-carré :

Génotype Valeur | ddl | Signification asymptotique (bilatérale)
Takerbucht khi-carré de Pearson 1,854 3 ,603
Rapport de vraisemblance 2,895 3 ,408
N d'observations valides 43
Ghers khi-carré de Pearson 20,571 3 ,000
Rapport de vraisemblance | 19,534 3 ,000
N d'observations valides 48
Deglet Nour Male khi-carré de Pearson 38,138 3 ,000
Rapport de vraisemblance | 47,401 3 ,000
N d'observations valides 51
Deglet Nour Femelle | khi-carré de Pearson 16,762 3 ,001
Rapport de vraisemblance | 18,166 3 ,000
N d'observations valides 64
Comparaison des proportions :
Tableau croisé Callo_laire * Milieux * Génotype
Génotype Milieux Total
MCS0 MCS1 MCS2 MCS3
TK Callo_laire Callogenése Effectif 0a 2a 2a 2a 6
% dans 0,0% 15,4% 22,2% 15,4% | 14,0%
Milieux
% du total 0,0% 4,7% 4,7% 4,7% 14,0%
Pas de Effectif 8a 11, 7a 11, 37
callogenése % dans 100,0% 84,6% 77,8% 84,6% | 86,0%
Milieux
% du total 18,6% 25,6% 16,3% 25,6% | 86,0%
GR Callo_laire Callogenése Effectif 0a 61 0a 0a 6
% dans 0,0% 50,0% 0,0% 0,0% | 12,5%
Milieux
% du total 0,0% 12,5% 0,0% 0,0% | 12,5%
Pas de Effectif 12, 61 12, 12, 42
callogenese % dans 100,0% 50,0% | 100,0% | 100,0% | 87,5%
Milieux
% du total 25,0% 12,5% 25,0% 25,0% | 87,5%
DNM Callo_laire Callogenése Effectif 0, 13y 9% 13 35
% dans 0,0% | 100,0% 69,2% | 100,0% | 68,6%
Milieux
% du total 0,0% 25,5% 17,6% 25,5% | 68,6%
Pas de Effectif 12, Oy 4y 0Oy 16
callogenese % dans 100,0% 0,0% 30,8% 0,0% | 31,4%
Milieux
% du total 23,5% 0,0% 7,8% 0,0% | 31,4%
DNF Callo_laire Callogenése Effectif 3a 8ab 11, 14, 36
% dans 18,8% 50,0% 68,8% 87,5% | 56,3%
Milieux
% du total 4,7% 12,5% 17,2% 21,9% | 56,3%
Pas de Effectif 13, 8a b 5p 2b 28
callogenese % dans 81,3% 50,0% 31,3% 12,5% | 43,8%
Milieux
% du total 20,3% 12,5% 7,8% 3,1% | 43,8%

Chaque lettre en indice indique un sous-ensemble de Milieux catégories dont les proportions de colonne ne
différent pas de maniére significative les unes des autres au niveau ,05.
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2- Callogenese secondaire induite
2-1- Variation de la callogenese secondaire induite en fonction des milieux et des cultivars
2-1-1- Effet des milieux de culture testés

Test de Friedman :

Q (Valeur observée) | 39,171
Q (Valeur critique) | 7,815

DDL 3
p-value (bilatérale) | <0,0001
alpha 0,05

Comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Nemenyi / Test bilatéral

Echantillon | Effectif | Somme des rangs | Moyenne des rangs | Groupes
MCS3 15 55,500 3,700 A

MCS2 15 47,500 3,167 A|B
MCS1 15 30,500 2,033 B|C
MCSO0 15 16,500 1,100 C

2-1-2- Effet des cultivars étudiés

Test de Friedman :

Q (Valeur observée) | 10,993
Q (Valeur critique) | 7,815

DDL 3
p-value (bilatérale) | 0,012
alpha 0,05

Comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Nemenyi / Test bilatéral :

Echantillon | Effectif | Somme des rangs | Moyenne des rangs | Groupes
GR 15 27,000 1,800 A

DNM 15 33,000 2,200 A |B
DNF 15 43,000 2,867 A | B
TK 15 47,000 3,133 B

2-1-3- Effet des milieux de culture testés au niveau des cultivars étudiés

DNF :
Test de Friedman :

Q (Valeur observée) | 38,396
Q (Vvaleur critique) | 7,815

DDL 3
p-value (unilatérale) | < 0,0001
alpha 0,05
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Comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Nemenyi / Test bilatéral

Echantillon Effectif | Somme des rangs | Moyenne des rangs | Groupes

DNF_MCS1 | 15 55,000 3,667 A

DNF_MCS3 | 15 47,500 3,167 A|B

DNF_MCS2 | 15 31,000 2,067 B|C

DNF_MCSO0 | 15 16,500 1,100 C
DNM :

Test de Friedman :

Q (Valeur observée) | 40,886
Q (Valeur critique) | 7,815

DDL 3
p-value (unilatérale) | <0,0001
alpha 0,05

Comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Nemenyi / Test bilatéral :

Echantillon Effectif | Somme des rangs | Moyenne des rangs | Groupes

DNM_MCS3 | 15 57,500 3,833 A

DNM_MCS2 | 15 45,500 3,033 A|B

DNM_MCS1 | 15 30,500 2,033 B|C

DNM_MCS0 | 15 16,500 1,100 C
GR:

Test de Friedman :

Q (Valeur observée) | 42
Q (Valeur critique) | 7,815

DDL 3
p-value (unilatérale) | <0,0001
alpha 0,05

Comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Nemenyi / Test bilatéral :

Echantillon | Effectif | Somme des rangs | Moyenne des rangs | Groupes

GR_MCs2 | 15 58,500 3,900 A

GR_MCSO0 | 15 30,500 2,033 B

GR_MCs1 | 15 30,500 2,033 B

GR_MCS3 | 15 30,500 2,033 B
TK:

Test de Friedman :

Q (Valeur observée) | 37,144
Q (Vvaleur critique) | 7,815

DDL 3
p-value (unilatérale) | <0,0001
alpha 0,05

131



Comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Nemenyi / Test bilatéral :

Echantillon | Effectif | Somme des rangs | Moyenne des rangs | Groupes
TK_MCS3 | 15 58,000 3,867 A
TK_MCS2 | 15 38,500 2,567 B
TK_MCS1 | 15 33,000 2,200 B
TK_MCSO0 | 15 20,500 1,367 B

2-2- Multiplication en milieu liquide agité

Tests de type 111 des effets fixes :

Effets Num DDL | DenDDL | F Pr>F
Temps_Mois 2 36 68,9863 | < 0,0001
Cultivars 3 36 8,4962 | 0,0002
Temps_Mois*Cultivars | 6 36 3,0682 | 0,0158

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% / Fisher (LSD) :

Temps :
Modalité Moyennes estimées | Groupes
Temps_Mois-2 | 5,9084 A
Temps_Mois-1 | 2,8541 B
Temps_Mois-0 | 1,0000 C
Cultivars :
Modalité Moyennes estimées | Groupes
Cultivars-DNF | 4,7332 A
Cultivars-GR 2,9919 B
Cultivars-TK 2,7675 B
Cultivars-DNM | 2,5241 B
Cultivars*Temps:
Modalité Moyennes estimées | Groupes
Temps_Mois-2*Cultivars-DNF | 8,7884 A

Temps_Mois-2*Cultivars-GR 5,7126
Temps_Mois-2*Cultivars-TK 5,0344
Temps_Mois-1*Cultivars-DNF | 4,4113
Temps_Mois-2*Cultivars-DNM | 4,0980
Temps_Mois-1*Cultivars-DNM | 2,4742
Temps_Mois-1*Cultivars-TK 2,2681
Temps_Mois-1*Cultivars-GR 2,2629
Temps_Mois-0*Cultivars-DNF | 1,0000
Temps_Mois-0*Cultivars-TK 1,0000
Temps_Mois-0*Cultivars-GR 1,0000
Temps_Mois-0*Cultivars-DNM | 1,0000

W| W| 0| @

OO ololo

0| 0| 0| 0| 0| 0|0
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3- Embryogenése somatique indirecte
3-1- Effet de ’acide salicylique sur I’embryogenése somatique en milieu liquide agité chez le cultivar Deglet Nour
3-1-1- Variation du poids frais des suspensions

Tests de type 111 des effets fixes :

Effets Num DDL | DenDDL | F Pr>F
Traitements 4 15 7,9647 0,0012
Répétition 8 120 224,0146 | <0,0001
Traitements*Répétition | 32 120 4,4713 < 0,0001

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Traitements :

Modalité Moyennes estimées | Groupes
Traitements-MEL1 | 6,8033 A
Traitements-MELO | 6,4571 A|lB
Traitements-MEL2 | 5,9904 A|B
Traitements-MEL3 | 5,0655 B|C
Traitements-MEL4 | 4,1405 C

Répétition :

Modalité Moyennes estimées | Groupes
Répétition-Semaine_6 | 8,9857 A
Répétition-Semaine_7 | 7,8888 A
Répétition-Semaine 5 | 7,8863 A
Répétition-Semaine_8 | 6,8645
Répétition-Semaine_4 | 6,8573
Répétition-Semaine_3 | 5,6117 C
Répétition-Semaine_2 | 5,2862 C
Répétition-Semaine 0 | 1,2869 D
Répétition-Semaine_1 | 0,5548 D

W| W @ @
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Traitements*Répétition :

MEL3*Répétition-Semaine 8

Modalité Moyennes Groupes
estimées
Traitements- 11,3658 A
MEL1*Répétition-Semaine_6
Traitements- 10,2468 Al B
MEL1*Répétition-Semaine_7
Traitements- 9,9155 AlB|C
MELO*Répétition-Semaine 6
Traitements- 9,8090 AlB|C
MELO*Répétition-Semaine 5
Traitements- 9,2552 B|C
MEL2*Répétition-Semaine 6
Traitements- 9,1427 B|C
MELO*Répétition-Semaine 7
Traitements- 9,0635 B|C
MEL2*Répétition-Semaine 7
Traitements- 8,9998 B|C
MEL1*Répétition-Semaine 8
Traitements- 8,4103 C G
MEL3*Répétition-Semaine_6
Traitements- 8,3405 C G
MEL1*Répétition-Semaine 5
Traitements- 8,2377 C G
MELO*Répétition-Semaine 4
Traitements- 8,1065 G
MELO*Répétition-Semaine 8
Traitements- 7,9015 G
MEL2*Répétition-Semaine 5
Traitements- 7,7813 G
MEL1*Répétition-Semaine_4
Traitements- 7,7665 G
MEL3*Répétition-Semaine_5
Traitements- 7,3495 G
MEL2*Répétition-Semaine_8
Traitements- 7,0942 G
MEL2*Répétition-Semaine_4
Traitements- 6,4033 M
MEL1*Répétition-Semaine_3
Traitements- 6,3003 M
MEL1*Répétition-Semaine_2
Traitements- 6,1073 M @]
MEL3*Répétition-Semaine_7
Traitements- 6,0937 M @]
MEL2*Répétition-Semaine_3
Traitements- 5,9818 M @]
MEL4*Répétition-Semaine_6
Traitements- 5,9278 M @]
MEL3*Répétition-Semaine_4
Traitements- 5,7580 M @]
MELO*Répétition-Semaine_3
Traitements- 5,6140 M 0]
MEL4*Répétition-Semaine_5
Traitements- 5,4270 M 0]
MELO*Répétition-Semaine 2
Traitements- 5,3793 M 0]
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Traitements- 5,2455 M 0]
MEL4*Répétition-Semaine_4

Traitements- 5,2030 M 0]
MEL2*Répétition-Semaine_2

Traitements- 5,1898 M O
MEL3*Répétition-Semaine_3

Traitements- 4,9410 M 0]
MEL3*Répétition-Semaine_2

Traitements- 4,8840 M 0]
MEL4*Répétition-Semaine_7

Traitements- 4,6140 0
MEL4*Répétition-Semaine 3

Traitements- 4,5598 O
MEL4*Répétition-Semaine 2

Traitements- 4,4878 0]
MEL4*Répétition-Semaine 8

Traitements- 1,3732

MEL2*Répétition-Semaine 0

Traitements- 1,3325

MEL4*Répétition-Semaine 0

Traitements- 1,2810

MEL3*Répétition-Semaine 0

Traitements- 1,2687

MEL1*Répétition-Semaine 0

Traitements- 1,1788

MELO*Répétition-Semaine 0

Traitements- 0,5867

MEL3*Répétition-Semaine 1

Traitements- 0,5800

MEL2*Répétition-Semaine_1

Traitements- 0,5453

MEL4*Répétition-Semaine_1

Traitements- 0,5387

MELO*Répétition-Semaine_1

Traitements- 0,5235

MEL1*Répétition-Semaine_1
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3-1-2- Variation du nombre d’EMS obtenus en milieux liquides agités

Analyse de la variance:

Source DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés | F Pr>F
Modele 2 412,6667 206,3333 5,1872 | 0,0317
Erreur 9 358,0000 39,7778

Total corrigé | 11 770,6667

Synthése des comparaisons multiples par paires pour Traitements (Fisher (LSD):

Modalité | Moyennes estimées | Groupes
MEL1 14,5 A
MEL2 |35 B
MELO 1 B

3-2- Effets du type de milieu et de I’AS sur I’'induction de I’embryogenése somatique et maturation des
PEM

3-2-1- Induction et maturation des PEM en milieux liquides

3-2-1-1- Variation du poids frais des suspensions

Effet des traitements testés

Tests de type 111 des effets fixes :

Effets Num DDL | DenDDL | F Pr>F
Traitement 1 30 0,6484 | 0,4270
Répétition 9 270 98,7252 | <0,0001
Traitement*Répétition | 9 270 2,2091 | 0,0218

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyennes estimées | Groupes
Traitement-MEL1 | 3,7017 A
Traitement-MELO | 3,3685 A

Effet des cultivars étudiés

Effets Num DDL Den DDL F Pr>F

Cultivars 3 28 13,6129 <0,0001
Répétition 9 252 127,2449 <0,0001
Cultivars*Répétition | 27 252 4,5046 <0,0001

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyennes estimées | Groupes
Cultivars-DNM | 4,2704 A
Cultivars-TK 4,1293 A
Cultivars-DNF | 3,6880 A
Cultivars-GR 2,0527 B
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Effet des traitements testés au niveau des cultivars étudiés

DNF

Tests de type 111 des effets fixes :

Effets Num DDL | Den DDL | F Pr>F
Traitement 1 6 0,0055 | 0,9434
Répétition 9 54 15,5408 | < 0,0001
Traitement*Répétition | 9 54 0,4134 | 0,9225

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyennes estimées | Groupes
Traitement-MEL1 | 3,7193 A
Traitement-MELO | 3,6566 A

DNM

Tests de type 111 des effets fixes :
Effets Num DDL | Den DDL | F Pr>F
Traitement 1 6 0,0521 0,8271
Répétition 9 54 158,7115 | <0,0001
Traitement*Répétition | 9 54 0,2131 0,9914

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyennes estimées | Groupes
Traitement-MEL1 | 4,3210 A
Traitement-MELO | 4,2197 A

GR

Tests de type 111 des effets fixes :
Effets Num DDL | Den DDL | F Pr>F
Traitement 1 6 20,9145 | 0,0038
Répétition 9 54 20,3948 | < 0,0001
Traitement*Répétition | 9 54 19,2215 | < 0,0001

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité

Moyennes estimées

Groupes

Traitement-MEL1

2,7558

A

Traitement-MELO

1,3496
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TK

Tests de type 111 des effets fixes :

Effets Num DDL | DenDDL | F Pr>F
Traitement 1 6 0,7610 0,4166
Répétition 9 54 207,8152 | <0,0001
Traitement*Répétition | 9 54 0,7994 0,6183

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyennes estimées | Groupes
Traitement-MELO | 4,2478 A
Traitement-MEL1 | 4,0108 A

3-2-1-2- Variation du nombre d’EMS obtenus en milieux liquides agités

Effet des traitements testés

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 42,7813 42,7813 0,9150 0,3464

Erreur 30 1402,6875 46,7563

Total 31 1445,4688

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1 7,9375 A
MELO 5,6250 A
Effet des cultivars étudiés
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modéle 3 547,8438 182,6146 5,6964 0,0036
Erreur 28 897,6250 32,0580
Total 31 1445,4688
corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

DNF 12,1250 A

DNM 8,6250 A B

TK 5,5000 B C
GR 0,8750 C
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Effet des traitements testés au niveau des cultivars étudiés
DNF

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 190,1250 190,1250 6,1084 0,0484

Erreur 6 186,7500 31,1250

Total 7 376,8750

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

MEL1 17,0000 A

MELO 7,2500 B
DNM

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carres des carrés

Modele 1 190,1250 190,1250 6,0119 0,0497

Erreur 6 189,7500 31,6250

Total 7 379,8750

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

MELO 13,5000 A

MEL1 3,7500 B
GR

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 6,1250 6,1250 7,7368 0,0319

Erreur 6 4,7500 0,7917

Total 7 10,8750

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1 1,7500 A
MELO 0,0000 B
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TK
Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 112,5000 112,5000 38,5714 0,0008

Erreur 6 17,5000 2,9167

Total 7 130,0000

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1 9,2500 A
MELO 1,7500 B

3-2-2- Induction en milieux liquides et maturation sur milieux solides
3-2-2-1- Variation du nombre d’EMS issus de I’étalement sur milieux solides

Effet des traitements testés

Analyse de la variance :

Source DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés | F Pr>F
Modéle 1 639,0313 639,0313 4,3281 | 0,0461
Erreur 30 4429,4375 147,6479

Total corrigé | 31 5068,4688

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):
Modalité Moyenne Groupes

MEL1/MES1 | 27,1875 A
MELO/MESO | 18,2500 B

Effet des cultivars étudiés

Analyse de la variance :

Source DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés | F Pr>F
Modéle 3 2385,3438 795,1146 8,2975 | 0,0004
Erreur 28 2683,1250 95,8259

Total corrigé | 31 5068,4688

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité | Moyenne | Groupes

DNF 32,1250 | A
TK 252500 | A
DNM 248750 | A
GR 8,6250 B
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Effet des traitements testés au niveau des cultivars étudiés
DNF

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 703,1250 703,1250 39,8936 0,0007

Erreur 6 105,7500 17,6250

Total 7 808,8750

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

MEL1/MES1 | 41,5000 A

MELO/MESO | 22,7500 B
DNM

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carres des carrés

Modele 1 496,1250 496,1250 17,8516 0,0055

Erreur 6 166,7500 27,7917

Total 7 662,8750

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

MELO/MESO | 32,7500 A

MEL1/MES1 | 17,0000 B
GR

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 595,1250 595,1250 51,9382 0,0004

Erreur 6 68,7500 11,4583

Total 7 663,8750

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1/MES1 | 17,2500 A
MELO/MESO | 0,0000 B
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Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 480,5000 480,5000 43,0299 0,0006

Erreur 6 67,0000 11,1667

Total 7 547,5000

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1/MES1 | 33,0000 A
MELO/MESO | 17,5000 B

3-2-2-2- Variation de la teneur en PTs
Effet des traitements testés

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 2,0889 2,0889 5,8628 0,0277

Erreur 16 5,7007 0,3563

Total 17 7,7896

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1/MES1 8,3308 A
MELO/MESO 7,6494 B

Effet des cultivars étudiés

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modele 2 4,0565 2,0283 8,1499 0,0040

Erreur 15 3,7330 0,2489

Total 17 7,7896

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

DNF 8,6014 A

TK 7,9248 B
DNM 7,4441 B
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Effet des traitements testés au niveau des cultivars étudiés

DNF
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modéle 1 2,0091 2,0091 9,6745 0,0359
Erreur 4 0,8307 0,2077
Total 5 2,8397
corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

MEL1/MES1 | 9,1801 A

MELO/MESO | 8,0228 B
DNM

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modele 1 0,1024 0,1024 2,2879 0,2049

Erreur 4 0,1791 0,0448

Total 5 0,2815

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1/MES1 | 7,5748 A
MELO/MESO | 7,3135 A

TK

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modele 1 0,5865 0,5865 92,8759 0,0006

Erreur 4 0,0253 0,0063

Total 5 0,6118

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1/MES1 | 8,2374 A
MELO/MESO | 7,6121 B
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3-2-3- Induction et maturation sur milieux solides
3-2-3-1- Nombre d’embryons structurés obtenus sur milieux solides

Effet des traitements testés

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 569,5313 569,5313 9,5256 0,0043

Erreur 30 1793,6875 | 59,7896

Total 31 2363,2188

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MELO/MESO | 13,5625 A
MEL1/MESL1 | 5,1250 B
Effet des cultivars étudiés
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carres des carrés
Modele 3 967,8438 322,6146 6,4737 0,0018
Erreur 28 1395,3750 | 49,8348
Total 31 2363,2188
corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

DNF 15,0000 A

DNM 12,6250 A

TK 9,2500 A

GR 0,5000 B

Effet des traitements testés au niveau des cultivars étudiés

DNF
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés
Modele 420,5000 420,5000 10,6232 0,0173
Erreur 237,5000 39,5833
Total 658,0000
corrigé
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Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

MELO/MESO | 22,2500 A

MEL1/MESL1 | 7,7500 B
DNM

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 1 325,1250 325,1250 153,0000 <0,0001

Erreur 6 12,7500 2,1250

Total 7 337,8750

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

MELO/MESO | 19,0000 A

MEL1/MES1 | 6,2500 B
GR

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carres des carrés

Modele 1 2,0000 2,0000 2,0000 0,2070

Erreur 6 6,0000 1,0000

Total 7 8,0000

corrigé

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL1/MES1 | 1,0000 A
MELO/MESO | 0,0000 A

TK

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modele 1 220,5000 220,5000 7,7368 0,0319

Erreur 6 171,0000 28,5000

Total 7 391,5000

corrigé
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Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MELO/MESO | 16,0000 A
MEL1/MES1 | 5,5000 B

2-2-3-2- Variation du nombre d’EMS obtenus sur milieux solides

Effet des traitements testés
Analyse de la variance :

Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés

Modéle 1 5,5573 5,5573 5,0512 0,0391

Erreur 16 17,6032 1,1002

Total corrigé | 17 23,1606

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MESO 7,1742 A
MES1 6,0629 B

Effet des cultivars étudiés

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carres carres

Modéle 2 15,4671 7,7335 15,0781 0,0003

Erreur 15 7,6935 0,5129

Total corrigé | 17 23,1606

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes

DNM 7,6667 A

TK 6,7762 B

DNF 5,4126 C

Effet des traitements testés au niveau des cultivars étudiés
DNF

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés

Modéle 1 0,0976 0,0976 14,6174 0,0187

Erreur 4 0,0267 0,0067

Total corrigé | 5 0,1243
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Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MESO 5,5402 A
MES1 5,2850 B
DNM
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modele 5,2682 5,2682 1039,2936 <0,0001
Erreur 4 0,0203 0,0051
Total corrigé 5,2884

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MESO 8,6038 A
MES1 6,7297 B
TK
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modele 2,1769 2,1769 83,8965 0,0008
Erreur 0,1038 0,0259
Total corrigé 2,2807

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MESO 7,3785 A
MES1 6,1738 B

3-2-4- Evolution des PEM vers I’état structuré en fonction du milieu de culture utilisé

3-2-4-1- Variation du nombre moyen d’EMS

Effet de ’origine

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés

Modele 2 4687,5833 2343,7917 24,5543 < 0,0001

Erreur 93 8877,1563 95,4533

Total corrigé | 95 13564,7396
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Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 22,7188 A
MES 9,3438 B
MEL 6,7812 B
Effet des cultivars étudiés
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modéle 11 8588,6146 780,7831 13,1801 <0,0001
Erreur 84 4976,1250 59,2396
Total corrigé | 95 13564,7396
Analyse Type 111 Sum of Squares:
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Origines 2 4687,5833 2343,7917 39,5646 <0,0001
Cultivars 3473,9479 1157,9826 19,5474 <0,0001
Origines*Cultivars | 6 427,0833 71,1806 1,2016 0,3136

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 22,7188 A
MES 9,3438 B
MEL 6,7813 B
Cultivars
Modalité Moyenne Groupes
DNF 19,7500 A
DNM 15,3750 A B
TK 13,3333 B
GR 3,3333 C
Effet des traitements testés
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modéle 5 5938,9271 1187,7854 14,0183 <0,0001
Erreur 90 7625,8125 84,7313
Total corrigé | 95 13564,7396
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Analyse Type 111 Sum of Squares:

Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés

Origines 2 4687,5833 2343,7917 27,6615 <0,0001

Traitements 21,0938 21,0938 0,2489 0,6190

Origines*Traitements | 2 1230,2500 615,1250 7,2597 0,0012

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 22,7188 A
MES 9,3438 B
MEL 6,7813 B

Traitements

Origines * traitements
Modalité Moyenne | Groupes
Origines-MEL/MES*Traitements-1mg | 27,1875 | A
Origines-MEL/MES*Traitements-0 mg | 18,2500 B
Origines-MES*Traitements-0 mg 13,5625 B|C
Origines-MEL*Traitements-1mg 7,9375 C|D
Origines-MEL*Traitements-0 mg 5,6250 D
Origines-MES*Traitements-1mg 5,1250 D

Effet des traitements testés au niveau des cultivars

DNF

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
Modele 5 3184,5000 636,9000 21,6306 <0,0001
Erreur 18 530,0000 29,4444
Total corrigé | 23 3714,5000
Analyse Type Il Sum of Squares:
Source DDL Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
Origines 2 1870,7500 935,3750 31,7675 < 0,0001
Traitements 1 130,6667 130,6667 4,4377 0,0494
Origines*Traitements | 2 1183,0833 591,5417 20,0901 <0,0001
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Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 32,1250 A
MES 15,0000 B
MEL 12,1250 B
Traitements
Modalité Moyenne Groupes
1mg 22,0833 A
0 mg 17,4167 B
Origines * traitements
Modalité Moyenne | Groupes
Origines-MEL/MES*Traitements-1mg | 41,5000 | A
Origines-MEL/MES*Traitements-0 mg | 22,7500 B
Origines-MES*Traitements-0 mg 22,2500 B
Origines-MEL*Traitements-1mg 17,0000 B
Origines-MES*Traitements-1mg 7,7500 C
Origines-MEL*Traitements-0 mg 7,2500 C
DNM
Analyse de la variance :
Source DDL Som,me des Moylenne des F Pr>F
carrés carrés
Modéle 5 2158,3750 431,6750 21,0431 <0,0001
Erreur 18 369,2500 20,5139
Total corrigé | 23 2527,6250
Analyse Type 111 Sum of Squares:
Source DDL Som,me des Moy/enne des F Pr>F
carrés carrés
Origines 2 1147,0000 573,5000 27,9567 <0,0001
Traitements 1 975,3750 975,3750 47,5471 <0,0001
Origines*Traitements | 2 36,0000 18,0000 0,8775 0,4329

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 24,8750 A
MES 12,6250 B
MEL 8,6250 B
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Traitements

Modalité Moyenne Groupes
0 mg 21,7500 A
1mg 9,0000 B
GR
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des | Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modele 5 939,8333 187,9667 42,5585 <0,0001
Erreur 18 79,5000 4,4167
Total corrigé 23 1019,3333
Analyse Type 111 Sum of Squares:
Source DDL Somme des | Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Origines 2 336,5833 168,2917 38,1038 <0,0001
Traitements 1 266,6667 266,6667 60,3774 <0,0001
Origines*Traitements 2 336,5833 168,2917 38,1038 <0,0001

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 8,6250 A
MEL 0,8750
MES 0,5000

Traitements
Modalité Moyenne Groupes
1mg 6,6667 A
0mg 0,0000

Origines * traitements
Modalité Moyenne | Groupes
Origines-MEL/MES*Traitements-1mg | 17,2500 | A
Origines-MEL*Traitements-1mg 1,7500 B
Origines-MES*Traitements-1mg 1,0000 B
Origines-MEL/MES*Traitements-0 mg | 0,0000 B
Origines-MES*Traitements-0 mg 0,0000 B
Origines-MEL*Traitements-0 mg 0,0000 B
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TK
Analyse de la variance :

Source DDL Somme des | Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés

Modele 5 2465,8333 | 493,1667 24,4209 <0,0001

Erreur 18 363,5000 20,1944

Total corrigé 23 2829,3333

Analyse Type 111 Sum of Squares:

Source DDL Somme des | Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés

Origines 2 1760,3333 | 880,1667 43,5846 <0,0001

Traitements 1 160,1667 160,1667 7,9312 0,0114

Origines*Traitements 2 545,3333 272,6667 13,5021 0,0003

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 25,2500 A
MES 9,2500 B
MEL 5,5000 B

Traitements

Modalité Moyenne Groupes
img 15,9167 A
0mg 10,7500 B

Origines * traitements

Modalité Moyenne | Groupes

Origines- 33,0000 A

MEL/MES*Traitements-1mg

Origines- 17,5000 B

MEL/MES*Traitements-0 mg

Origines-MES*Traitements-0 | 13,0000 B C

mg

Origines-MEL*Traitements- | 9,2500 C D

1mg

Origines-MES*Traitements- | 5,5000 D E
1mg

Origines-MEL*Traitements-0 | 1,7500 E
mg
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3-2-4-2- Variation de la teneur moyenne en PTs

Effet de ’origine

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés

Modele 1 16,9315 16,9315 18,6000 0,0001

Erreur 34 30,9501 0,9103

Total corrigé | 35 47,8817

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 7,9901 A
MES 6,6185 B
Effet des traitements testés
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modéle 3 24,5778 8,1926 11,2497 <0,0001
Erreur 32 23,3039 0,7282
Total corrigé | 35 47,8817
Analyse Type 11l Sum of Squares:
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Origines 1 16,9315 16,9315 23,2497 <0,0001
Traitements 1 0,4160 0,4160 0,5712 0,4553
Origines*Traitements | 1 7,2302 7,2302 9,9283 0,0035

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Origines

Modalité Moyenne Groupes

MEL/MES 7,9901 A

MES 6,6185 B
Traitements

Modalité Moyenne Groupes

0mg 7,4118 A

1 mg 7,1968 A
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Origines * traitements

Modalité Moyenne Groupes
Origines-MEL/MES*Traitements-1 mg 8,3308 A
Origines-MEL/MES*Traitements-0 mg 7,6494 A B
Origines-MES*Traitements-0 mg 7,1742 B
Origines-MES*Traitements-1 mg 6,0629 c
Effet des cultivars étudiés
Analyse de la variance :
Source DDL Som,me des Moy,enne des | F Pr>F
carrés carrés
Modéle 5 36,4551 7,2910 19,1423 <0,0001
Erreur 30 11,4265 0,3809
Total corrigé | 35 47,8817
Analyse Type 111 Sum of Squares:
Source DDL Som,me des Moylenne des | F Pr>F
carrés carrés
Origines 16,9315 16,9315 44,4532 <0,0001
Cultivars 2 1,8429 0,9214 2,4192 0,1062
Origines*Cultivars 17,6807 8,8403 23,2100 < 0,0001

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 7,9901 A
MES 6,6185 B
Cultivars
Modalité Moyenne Groupes
DNM 7,5554 A
K 7,3505 A B
DNF 7,0070 B
Origines * Cultivars
Modalité Moyenne Groupes
Origines-MEL/MES*Cultivars- 8,6014 A
DNF
Origines-MEL/MES*Cultivars- 7,9248 A B
TK
Origines-MES*Cultivars-DNM 7,6667 B
Origines-MEL/MES*Cultivars- 7,4441 B C
DNM
Origines-MES*Cultivars-TK 6,7762 C
Origines-MES*Cultivars-DNF 5,4126 D
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Effet des traitements testés au niveau des cultivars

DNF

Analyse de la variance :

Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modéle 3 32,6125 10,8708 101,4340 < 0,0001
Erreur 0,8574 0,1072
Total corrigé | 11 33,4699
Analyse Type 111 Sum of Squares:
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Origines 1 30,5058 30,5058 284,6451 < 0,0001
Traitements 1 0,6105 0,6105 5,6963 0,0441
Origines*Traitements | 1 1,4962 1,4962 13,9607 0,0057

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 8,6014 A
MES 5,4126 B
Traitements
Modalité Moyenne Groupes
1 mg 7,2326 A
0mg 6,7815 B
Origines * traitements
Modalité Moyenne Groupes
Origines-MEL/MES*Traitements-1 mg 9,1801 A
Origines-MEL/MES*Traitements-0 mg 8,0228 B
Origines-MES*Traitements-0 mg 5,5402 C
Origines-MES*Traitements-1 mg 5,2850 C
DNM
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modéle 5,5193 1,8398 73,8230 <0,0001
Erreur 0,1994 0,0249
Total corrigé | 11 5,7186
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Analyse Type 111 Sum of Squares:

Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés

Origines 1 0,1487 0,1487 5,9656 0,0404

Traitements 1 1,9507 1,9507 78,2740 <0,0001

Origines*Traitements | 1 3,4199 3,4199 137,2293 <0,0001

Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MES 7,6667 A
MEL/MES 7,4441 B
Traitements
Modalité Moyenne Groupes
0mg 7,9586 A
1mg 7,1522 B
Origines * traitements
Modalité Moyenne Groupes
Origines-MES*Traitements-0 mg 8,6038 A
Origines-MEL/MES*Traitements-1 mg 7,5748 B
Origines-MEL/MES*Traitements-0 mg 7,3135 B
Origines-MES*Traitements-1 mg 6,7297 Cc
TK
Analyse de la variance :
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Modéle 6,7212 2,2404 138,8826 <0,0001
Erreur 0,1291 0,0161
Total corrigé | 11 6,8503
Analyse Type Il Sum of Squares:
Source DDL Somme des Moyenne des | F Pr>F
carrés carrés
Origines 1 3,9577 3,9577 245,3395 < 0,0001
Traitements 1 0,2518 0,2518 15,6065 0,0042
Origines*Traitements | 1 2,5117 2,5117 155,7017 <0,0001
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Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (Ficher-LSD):

Origines
Modalité Moyenne Groupes
MEL/MES 7,9248 A
MES 6,7762 B
Traitements
Modalité Moyenne Groupes
0mg 7,4953 A
1mg 7,2056 B
Origines * traitements
Modalité Moyenne Groupes
Origines-MEL/MES*Traitements-1 mg 8,2374 A
Origines-MEL/MES*Traitements-0 mg 7,6121
Origines-MES*Traitements-0 mg 7,3785
Origines-MES*Traitements-1 mg 6,1738
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In the present study, we aim to develop a complete production scheme for the propagation of Alge-
rian date palm Phoenix dactylifera L. (cv. Degla Beida) by somatic embryogenesis. The scheme consists
of four main steps: induction of callus, multiplication of nodules on solid and liquid media, initiation
of somatic embryogenesis in agitated liquid medium and maturation and germination of proembryos
on solid media. Our results showed that hormonal treatments (10 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP) and (50 mg/L

g;y Wo,rdj" — 2,4-D, 1 mg/LBAP) combined with 300 and 1500 mg/L of activated charcoal, respectively, promoted initia-
Da(;?z)a(lrgcw ifera . tion and multiplication of nodular calli on solid media. The best multiplication factor (9.75) was obtained

from these calli when they were further cultivated in liquid medium containing 1 mg/L 2,4-D. More-
over, liquid medium without growth regulators promoted the development of relatively homogeneous
embryogenic suspensions. The return to solid medium without growth regulators during the maturation

Growth regulators
Somatic embryogenesis

phase improved the yield of somatic embryos and their subsequent germination.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The date palm tree (Phoenix dactylifera L.) is a perennial mono-
cotyledonous species adapted to the local conditions of arid and
semiarid areas. Date palm cultivation in Algeria is exclusively done
for the harvest of date fruit, and is considered to be a highly impor-
tant socioeconomic and ecological activity. However, the Algerian
phoenicicol heritage (characterized by a wide diversity of varieties)
is subject to many threats, the most ominous one being Bayoud dis-
ease, caused by a telluric fungus, Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
W.L. Gordon. Appearing in Algeria in1898, this disease has already
destroyed more than three million palm trees in south-western
Algeria and continues to progress toward healthy palm groves of
the southeast region of the country (Benkhalifa, 2006). This situa-
tion is compounded by genetic erosion caused by the extension of
monovarietal cultivation imposed by market demand for high qual-
ity commercial varieties like Deglet Nour, which is unfortunately

Abbreviations: 2,4-D, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; BAP,
6-benzylaminopurine.
* Corresponding author.
E-mail address: khelifi.lakhdar@gmail.com (L. Khelifi).

http://dx.doi.org/10.1016/j.scienta.2014.04.001
0304-4238/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

sensitive to Bayoud (Acourene et al., 2007). Current measures for
controlling Bayoud disease rely exclusively on preventive measures
since no effective curative control method has been developed yet.
Given this fact, genetic control is the best option to slow down and
to stop the spreading of the Bayoud’s agent from infected areas
to non-infected ones (Zaid and Arias-Jimenez, 2002; El Hadrami
et al., 2005; Sedra, 2005; Benkhalifa, 2006). The use of in vitro cul-
ture techniques can play a crucial role in Bayoud control. Indeed,
in vitro plant regeneration via somatic embryogenesis is a powerful
tool for arapid large-scale production of healthy true-to-type clonal
plants thus allowing the preserving of existing natural variability
but also the micropropagation of variability outcome of genetic
improvement programs (crossing, somaclonal variation, mutagen-
esisand somatic hybridization) (Jainetal.,2011). However, the date
palm remains a recalcitrant species to in vitro techniques because
of the influence of genotype factors that affect the responsiveness
of explants in culture and the frequency of maturation and ger-
mination of embryos, thus hindering the establishment of simple,
reliable, and reproducible protocols (Zaid and Arias-Jimenez, 2002;
Jain et al., 2011).

The present study was carried out to optimize somatic embryo
production from Algerian date palm cultivar “Degla Beida”,
which is sensitive to Bayoud but produces dried dates of good
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nutritional and commercial value (Acourene et al., 2007; Mimouni
and Siboubakeur, 2011). The approach adopted consists of making
changes to the growing medium composition during the different
steps of in vitro plant production.

2. Materials and methods
2.1. Initiation of callogenesis

The source of starting plant material was an offshoot of P.
dactylifera L. cv. Degla Beida. The offshoot, weighing 6 kg, was har-
vested from a palm grove of El Méniaa (north central region of
Algerian Sahara). Only the apical part of the offshoot core was
used to randomly collect explants of 0.5cm?3. This part include
the apical meristem, the leaf primordia, axillary buds and the
base of young leaves. The explants were disinfected with a solu-
tion of HgCl, (150 mg/L for one hour), rinsed 3 times with sterile
distilled water and placed on the initiation solid medium (M)
(Fig. 1). The growth regulators (mg/mL) were added in com-
bined form: 2,4-D/BAP. Seven growth regulator combinations were
applied: 0/0, 1/1, 5/1, 10/1, 50/1, 100/1 and 5/5. For each mg
of 2,4-D, 30 mg of activated charcoal was added to the culture
medium (Table 1). Each treatment done using in 12 replicates of
explants. The cultures were incubated for 2 months at 25 °Cin total
darkness.

2.2. Calli maintenance and multiplication

Two media were tested for calli multiplication:

Solid medium “M”: This medium is identical to the callogenesis
initiation medium (Table 1). The explants of the previous step with
or without callogenesis, were subcultured on fresh media every
two months. The cultures were submitted to the same growing
and environmental conditions of the callogenesis initiation phase.
Observations were carried out over a period of 20 months (10 sub-
culture periods) (Fig. 1).
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Liquid medium “MM”: After ten months of culture on the solid
medium, liquid medium (MM) was used to multiply the mass
of nodular calli (Table 1). During this step, only growth regu-
lator combinations that resulted in callus on solid medium (M)
(2,4-D/BAP: 5/1, 10/1, 50/1, 100/1 (mg/L)) and intense nodular
callogenesis were selected. In addition, a new growth regula-
tor combination (1/0) was introduced (Table 1). Nodular callus
weighing 0.5 g were slightly fragmented and placed into 650 mL
rectangular flasks Corning® Costar® each containing 150 mL of lig-
uid medium MM. Four flasks/treatment were used. The medium
was renewed every month. The liquid medium cultures were incu-
bated on a rotary shaker (100rpm) at 25+2°C under a 16h,
fluorescent light, 2000 Lx/8 h dark. For a more intense multiplica-
tion, callus produced on the medium MM were re-transferred again
to the solid culture medium (M) at the end of the second month of
culture in MM (Fig. 1).

2.3. Induction of embryogenesis, maturation and germination of
somatic embryos

For the induction of embryogenesis and proembryo matu-
ration, somatic embryogenesis was induced in liquid medium
(ME) devoid of growth regulators and with a half mineral frac-
tion (Table 1). The suspension preparation step consists of slight
fragmentation and crushing with a scalpel 0.4g of nodular cal-
lus in the presence of 150mL of liquid medium followed by
filtration through a sieve of 500 wm mesh size. Cell suspen-
sions thus obtained into 500 mL Erlenmeyer flasks (3 suspensions)
were placed on a rotary shaker (100rpm). After decanting
the cell suspension, the liquid culture medium was renewed
every month. At this stage, the formation of somatic proem-
bryos was accomplished through one of two ways: directly in
the liquid medium, or after plating out the fraction of cells
from suspension cultures that did not yield structured somatic
embryos on a new solid (MGy) or semi-solid (MG;) medium
(150mL per 500mL Erlenmeyer flask) to allow maturation
(Table 1).

4 Months

Initiation of callogenesis on solid media (M)

Calli multiplication in liquid media (MM)
2 Months

|>

Multiplication of nodular calli on solid media (M)
During 20 Months

!

1Month

Induction of somatic embryos in liquid medium(ME)

!

‘ Maturation of somatic embryos ‘

Maturation in liquid medium (ME)
3 Month

Maturation in agar media (MG)
1 Month

Solid (MG1)

| | Semi-solid (MG»)

Germination of structured somatic
embryos on (MG) or (MGy)
Observed beyond 8 days

A

Fig. 1. Schematic representation of the experimental protocol.
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Fig. 2. Linear regression trend lines for the best nodular callus formation during the 20 performed subcultures noted on solid media M5 (10 mg/L 2.4-D, 1 mg/L BAP) and M4
(50 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP). The plot shows that the difference between the two treatments was significant after the 5th subculture (10 months).

For the germination and development of somatic embryos,
structured somatic embryos obtained directly from cell suspen-
sions were germinated on one of the two agar media MG and MG,
while those derived through maturation in agar media were iso-
lated and transferred to the same media for germination (Fig. 1).
Somatic embryos obtained (all origins) were placed in test tubes
containing 20 mL of agar media (Table 1) renewed every 15 days.
The induction of embryogenesis, maturation and germination of
somatic embryos were finalized at 25 4+ 2 °C under 16 h, fluorescent
light, 2000 Lx/8 h dark.

3. Results
3.1. Initiation of callogenesis

The reactivity of explants was manifested from the 10th day
of culture and resulted in a total or partial swelling of explants.

Table 1

Starting from the 20th day, whitish structures on the reactive
explants were observed, indicating the initiation of cell dediffer-
entiation that subsequently developed into callus.

Induced callogenesis was manifested in the form of hyperhy-
dric, compact or friable (Plate 1-A). The response time of explants
and callogenesis intensity differ depending on the growth reg-
ulator treatments applied. Indeed, the treatments M, (0mg/L
2,4-D, 0mg/L BAP), M; (1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP), M, (5mg/L
2,4-D, 1mg/L BAP) and Mg (5mg/L 2,4-D, 5mg/L BAP) were
the first to induce a primary callogenesis. These treatments
generated (37.5%+18.29), (69.23% +13.32), (54.54% + 15.74) and
(58.33%+14.86) callogenesis, respectively, at the end of the first
two months of culture. The lowest rates were noted at the level of
the treatments M5 (100 mg/L 2.4-D, 1 mg/LBAP), M3 (10 mg/L2,4-D,
1 mg/L BAP) and M4 (50 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP) with respectively
33.33%+£14.08, (27.27%+13.05) and (25%+14.21) of induced
callogenesis.

Culture media used for each stage of culture of Phoenix dactylifera L. cv. Degla Beida in vitro.

Composition of culture Solid medium (M)

Liquid medium

Liquid medium Solid medium Semi-solid

medium (MM) (ME) (MGy) medium (MG)
Macroelements MS' x1 x1/2 x1/2 x1/2 x1/2
Microelements MS x1 x1/2 x1/2 x1/2 x1/2
Fe-EDTA MS x1 x1/2 x1/2 x1/2 x1/2
Vitamins MS x1 x1 x1 x1 x1
Mineral

additives

o NH4 NO; (350 mg/L) x1 x1/2 x1/2 x1/2 x1/2
e Na HyPO4 (170 mg/L)

« K2PO, (100 mg/L)

Organic additives

eMyo-inositol x1 x1 x1 x1 x1
(100 mg/L)

o L-Glutamine

(100 mg/L)

o Adenine (40 mg/L)

Diverse

eSucrose (g/L) 45 30 30 30 30

e Agar 7 0 0 7 35
(Sigma-Aldrich®) (g/L)

o Activated charcoal 30 mg/Lmg/L (2,4-D) 300 300 300 300
Growth regulators 0/0, 1/1,5/1, 5/1,10/1, 50/1, 0/0 0/0 0/0

(mg/L)
2,4 D/BAP

10/1, 50/1, 100/1 and
5/5

100/1,1/0

1 MS: Murashige and Skoog culture medium (based on Murashige and Skoog, 1962); 2,4 D, 2,4-dichlorophenoxy acetic acid; BAP, 6-benzylaminopurine.
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Plate 1. Illustration of the different somatic embryogenesis phases in Degla Beida, from primary callus to in vitro plantets. (A) Primary calli (compact calli) after 8weeks
on medium “M”. (B) Nodular calli, after 16 weeks on medium “M". (C) Secondary calli derived from primary calli after 40 weeks on medium “M”. (D) General appearance
of suspensions after three months of culture in liquid medium “ME". (E) Development of embryos on solid medium, after 4 weeks on solid medium “MG;". F: Cluster of
proembryos isolated from solid media. (G) Structured somatic embryos after maturation on solid media. (H) Development of somatic embryos into in vitroplants. A, B and

—C:8x;D:1/2x; E: 1x; F: 2x; G: 1x; H: 1/2x.

3.2. Nodular callogenesis on solid media

Resulting from the development of more or less compact pri-
mary callogenesis, the nodular callogenesis was observed from the
4th month (2nd subculture) and continued throughout the subse-
quent 18 months (Plate 1-B and C). In this phase of culture, the
estimation of the hormonal balances effect on the evolution of

nodular callogenesis was based on the number of explants show-
ing a nodular callogenesis during the 10 carried subcultures (20
months).

All the growth regulator combinations tested except the exper-
imental control without growth regulator induced a nodular
callogenesis. The time required for initiation and the intensity
of subsequent nodular callogenesis development depends on the
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Table 2

Callus characteristics after transferring from liquid media (MM) onto the solid medium (M).

Solid media My M,
(M)

M M, Ms

Growth 1/0 5/1
regulators
(mgfl)
2,4 D/BAP

Browning ++ +
intensity’

Nodular ++ ++
callogenesis
intensity?

10/1 50/1 100/1

1 : +Browning of callus, ++ Browning callus and media.

2 : +presence of at least one nodule, ++nodules cover at least half of the callus, +++ nodules cover the entire callus volume.

applied treatments. The appearance of the first nodules was
recorded at low concentrations of 2,4-D, but at the end of 20th
month of culture the largest numbers of nodular callus (61 and
44 nodular calli) were noted at the treatment levels M3 (10 mg/L
2.4-D, 1mg/L BAP) and M, (50 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP) where a
linear increase has been observed in the formation of nodular calli
through progressive subcultures (Fig. 2).

3.3. Nodular callogenesis in liquid media

The use of rectangular cell culture flasks was used to observe
the behavior of nodular callus in agitated liquid media during the 2
months of culture. A latency period of 9 days was observed. There-
after, a rapid increase or regression of calli volume was recorded
with the appearance of signs of hyperhydricity. The mean mul-
tiplication factor obtained based on the weight gain of nodular
calli in liquid medium for all treatments at the end of the 2nd
month of culture was 3.57. The best multiplication factor (9.75) was
obtained with the treatment MMy (1 mg/L 2,4-D, 0 mg/L BAP). For
MM, treatment (5 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP), MM3 (10 mg/L 2,4-D,
1 mg/LBAP), MM4 (50 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP) and MMj5 (100 mg/L
2,4-D, 1 mg/L BAP), the multiplication factors were lower: 1.04,
2.22, 2.70 and 2.15, respectively, after two months of culture
(Fig. 3).

After retransferring back to solid medium, all callus derived from
liquid medium showed a latency period of 3-4 weeks during which
a slight browning of the culture media was observed. Under these
new conditions, nodulation resumes after the 4th month, wherein
the development of new nodules was faster on media containing
the lowest 2,4-D concentrations. Three treatments have shown a
good recovery of nodulation with low browning intensity: Mr, M,
and M3 (Table 2).

12 a

.

= After 01 month of culture

After 02 months of culture

b
L,
MM3

Multiplication factor
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0 B wom
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Fig. 3. Multiplication of nodular callus in liquid media (Fc=4,31; n=4 replicates;
p=0.016; *). The ANOVA test was performed at the end of two months of culture, and
was completed by the least significant difference (LSD) at p <0.05. Fc = Calculated
F-ratio; n=level of replication; p = calculated p-value; *significant effect of the callo-
genesis multiplication liquid media. Letters on the histograms indicate homogenous
groups and vertical bars represent standard error.

3.4. Initiation of somatic embryogenesis

For carrying out this step, the starting material was selected
at the level of the treatments with the highest number of viable
nodular callus at the 10th month (4th subculture), i.e. strains
of reactive nodular callus more or less friable, white or beige
(exhibiting no browning). In our culture conditions, the average
number of somatic embryos produced per gram of fresh nodular
calli was 122 £ 14.24.

The use of a liquid medium without growth regulator (ME)
under agitation has resulted in the observation of a latency period of
7-10 days after the establishment of suspensions. Thereafter and
during the 2nd month of culture the appearance of the different
stages of somatic embryogenesis has noted (nodular stage, globu-
lar stage, post-globular stage = spherical shapes slightly flattened).
During this subculture the appearance of the secondary somatic
embryogenesis has manifested itself through the neoformation of
new small embryogenic nodules accompanying the various stages
of proembryos. These nodules develop separately thereafter into
structured somatic embryos (Plate 1-D), The development of sus-
pensions continued until the formation of perfectly structured
embryos of approximately 6-7 mm of an elongated shape that is
slightly curved on one side and pointed on the other. All structured
somatic embryos at the end of 3 months of culture have showed
signs of hyperhydricity.

3.5. Maturation of proembryos

The proembryos that had not developed completely into struc-
tured embryos (an average of 101.2 g/g of introduced nodular calli)
were again plated out on agar culture media.

At the end of one month in these new conditions, a large number
of structured somatic embryos with slight signs of hyperhydric-
ity have invaded the total area of the solid media (Plate 1-E-G).
The reactivity of proembryos and average number of structured
somatic embryos differs depending on the maturation medium.
Indeed, on solid maturation medium MG, the reactivity of plated
proembryos was visible from the 3rd day of culture leading to an
average of 1300 +£450.33 structured somatic embryos per gram of
nodular calli, whereas on semi-solid medium MG,, the reactivity
was visible only from the 15th day and leading to an average of
727 +371.18 structured somatic embryos per gram of nodular calli.

3.6. Germination of somatic embryo structures

The germination of structured somatic embryos was detected
from the 1st week of culture. It was manifested by the emergence
of the aerial part (cotyledonary leaf) followed by the appearance of
a radicle that will develop later into the taproot system.

The two agar media used during this phase led to the germina-
tion of a number of structured somatic embryos and promoted their
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Fig. 4. Germination percentage obtained as a function of the maturation medium
(Fc=4.22; n=3 replicates; p=0.046; *). The ANOVA test is completed by the least
significant difference (LSD) at p < 0.05. Fc = Calculated F-ratio; n = level of replication;
p=calculated p-value; *significant effect of the maturation culture media. Letters on
the histograms indicate homogenous groups and vertical bars represent standard
error.
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development into vigorous plantlets (Plate 1-H). The differences
were observed depending on the origin of maturation medium
of structured somatic embryos (maturation medium/germination
medium).

At the end of eight weeks of observations, the highest rate of ger-
mination is to 35.2% 4 6.82. It was recorded with embryos derived
from the maturation on solid medium and placed for germination
on the same medium (MG{/MG;) followed by embryos from the
maturation in liquid medium and placed for germination on the
solid medium (ME/MG; ) with a rate of 27.43% + 2.34. The lowest
germination rates were observed with embryos derived from the
maturation on semi-solid medium for germination and put on the
same medium (MG;,/MG,;) and embryos derived from maturation
in liquid medium and placed for the germination on the semi-solid
medium (ME/MG,) with germination rates of 14.72% +8.31 and
8.66% + 4 respectively (Fig. 4).

4. Discussion

The appearance of the first calli occurred after the 20th day.
The primary calli were of different kinds: hyperhydric, compact or
friable. This corroborates the observations made by many authors
(Tisserat, 1979; Sharma et al., 1980; Mater, 1986; Chabane, 1995;
Zaid and Tisserat, 1983; Veramendi and Navarro, 1997; Eke et al.,
2005). The existence of endogenous auxins at low doses is the rea-
son for the fast callogenesis induction (Mujib and Samaj, 2005;
Zouine et al., 2005). Similar results have been reported in other
studies. For example, El Hadrami et al. (1995) obtained high levels
of callogenesis in the presence of 5mg/L 2,4-D. By contrast, Sané
etal.(2006) and Chabane (2007)and Chabane et al. (2007) obtained
callogenesis in presence of only 2 mg/L 2,4-D. Similarly, Fki et al.
(2003) were able to initiate good callogenesis in the presence of
even lower doses of 2,4-D (less than 0.5 mg|/L).

Nodular callogenesis was developed on more or less compact
primary calli. It appears in the 4th month of culture and continues
beyond 20 months. These results are consistent with those obtained
by other studies (Tisserat, 1979; Sharma et al., 1980; Tisserat, 1982;
Zaid and Tisserat, 1983; Mater, 1986; Chabane, 1995; Veramendi
and Navarro, 1997; Eke et al., 2005). All the hormonal balances
tested except the experimental control without growth regula-
tor induced a nodular callogenesis. However, the time required
for initiation and the intensity of subsequent nodular callogenesis
development differed from one treatment to another. The appear-
ance of the first nodules was observed at low concentrations of
2,4-D,but at the end of 20 months the largest numbers of nodular
callus were noted at the treatment levels (10 mg/L 2.4-D, 1 mg/L
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BAP) and (50 mg/L 2,4-D,1 mg/L BAP). Indeed, according to Jiménez
(2005)and Zouine et al.(2005), obtaining good nodular callogenesis
requires auxinic pressure in order to maintain a high intra cellular
concentration in endogenous auxin. Thus, the combination of high
doses of 2,4-D (10, 50 mg/L) with high doses of activated charcoal
(300, 1500 mg/L) has been suitable for the conversion of primary
callus into nodular callus. Many authors have reached similar con-
clusions (Tisserat, 1979; Sharma et al., 1980; Tisserat, 1982; Zaid
and Tisserat, 1983; Mater, 1986; Chabane, 1995; Veramendi and
Navarro, 1997; Gueye et al., 2009a,b).

Agitation of liquid medium has allowed a faster multiplication
of nodular calli previously obtained on solid media. In fact, one of
the major interests of the culture in liquid medium was the ease of
nutrient assimilation, therefore ensuring an optimal growth of the
cells placed in culture (Margara, 1989; Augé et al., 1989; Hvoslef-
Eide and Preil, 2005; Othmani et al., 2009; Jain et al., 2011). During
this step, the best multiplication factor was obtained after two
months of culture with the treatment (1 mg/L 2,4-D, 0 mg/L BAP)
recommended for the cultivar Deglet Nour by Fki (1998 and 2003).

After retransferring back to solid medium, nodulation has
resumed after the fourth month, wherein the development of new
nodules was faster on media containing the lowest 2,4-D concen-
trations. The alternation of liquid and solid culture media helps to
maintain a good level of nodular callus development, preferentially
in the presence of low auxin concentrations (Fki, 1998; Mujib and
Samayj, 2005; Othmani et al., 2009).

The initiation of somatic embryogenesis was achieved after
the transfer of nodular calli (more or less friable before being
hand chopped and filtered on a sieve of 500 wm mesh) into liquid
medium with agitation. This result has supported those obtained
by several authors (Veramendi and Navarro, 1996; Fki et al., 2003;
Zouine and El Hadrami, 2004; Sané et al., 2006; Saker et al., 2007;
Zouine and El Hadrami, 2007). Moreover, Tisserat (1979), Tisserat
(1982), Bekheet et al. (2001), Mujib and Samaj (2005), Hvoslef-Eide
and Preil (2005) and Jiménez (2005) consider that the initiation
of somatic embryogenesis is a result of the reaction of calli in
suspension to auxinic and nutritional stress exerted by the liquid
medium. Our results have supported this hypothesis in so far as
the best expression of embryogenic potential of calli obtained
have been observed in growth regulator free liquid medium and
those that had the mineral fraction reduced by half. Also, according
to Othmani et al. (2009) the hashing and filtering of calli have
allowed the physical separation of fragments, and broke links or
existing physiological and biochemical interactions between cells,
inducing de novo biosynthesis of molecules and thus ensuring
the completion of the somatic embryogenesis cycle: maturation
followed by the germination.

During the agitated liquid medium treatment the following
somatic embryo developmental stages were observed: nodular
stage, globular stage, post-globular stage and structured somatic
embryo stage. These date palm (monocotyledonous species) char-
acteristic stages have previously been described by Fki et al. (2003),
Sané et al. (2006) and Sghaier et al. (2008). Our results have
shown that the callus fragments (diameter less than or equal to
500 pm) placed in suspension have developed as follows: For the
first seven to ten days after the establishment of the suspensions,
no change in morphology could be detected. This stage corre-
sponds to the latency phase of the date palm proembryos growth
curve in agitated liquid medium described by Al-Khayri (2012). The
appearance of the secondary somatic embryogenesis, manifested
by the neoformation of new small embryogenic nodules accom-
panying the various stages of proembryos development. These
nodules developed separately thereafter into structured somatic
embryos. This phenomenon is promoted by the agitated liquid
medium (Veramendi and Navarro, 1996; Hvoslef-Eide and Preil,
2005; Sané et al., 2006).
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Generally, even if the use of agitated liquid medium was
advantageous, the emergence and development of embryos in
cell suspensions was not synchronized, which is to say that
from the second month all stages of somatic embryogenesis
were simultaneously present in the same suspension. This lack
of synchronization is amplified by the phenomenon of secondary
embryogenesis. However, this asynchronization can be solved
by the regular filtration during the renewal of culture medium
(Veramendi and Navarro, 1997; Hvoslef-Eide and Preil, 2005).

After three months of culture, the proembryos that had not
developed completely into structured embryos in a liquid medium
were plated out on agar culture media. At the end of one month
in these new conditions, a large number of structured somatic
embryos were present throughout the total area of the agar
medium.

These results have confirmed those of Hvoslef-Eide and Preil
(2005) who have shown that returning proembryos obtained in
liquid medium onto agar medium have helped to complete their
maturation. Our results also confirm those of Taha et al. (2001) who
have shown that the reduction of the mineral fraction of the culture
medium by half and the use of agar promotes embryogenesis and
maturation of somatic embryos. For our cultivar Degla Beida the
solid medium was more efficient than the liquid and semi-solid
medium,

All embryos (all origins) have showed signs of hyperhydricity.
This phenomenon is inherent in the use of liquid medium and is due
to culture conditions of low light, lack of ventilation, deficiency or
imbalance of the mineral composition of the medium (Hvoslef-Eide
and Preil, 2005).

The embryos that had completed their maturation and germi-
nation on solid medium have presented the highest germination
percentage. It appears from this result that the transfer of cell
suspensions to agar medium during the maturation phase has
promoted reactivity and germination of the structured embryos
obtained, as well as their subsequent development. Indeed, the
alteration between liquid and solid media is an efficient way to
optimize the maturation of somatic embryos and to reduce the neg-
ative impact of hyperhydricity on the germination and subsequent
development of plantlets (Veramendi and Navarro, 1997; Hvoslef-
Eide and Preil, 2005; Jain et al., 2011). Hyperhydricity could be
further circumvented by dehydration of the embryos. For exam-
ple, Fki et al. (2003) partially desiccated their embryos to reduce
the level of hydration in structured embryos derived from liquid
medium. According to the same authors, a 75-90% decrease in the
water content of the embryos would raise the germination rate
from 25 to 90%.

Similarly, Al-Khateeb (2006) suggests that improved the ger-
mination rates could be obtained by the incorporation to the
culture media of osmotic agents such as polyethylene glycol.
During the initiation and development of somatic embryogenesis,
hyperhydratation is a restraining factor for the viability of somatic
embryos, which can be explained by a lack of desiccation but
also by a low endogenous rate of ABA (abscisic acid). This growth
regulator plays an important role as it promotes the accumulation
and storage of sugars, proteins and lipids during embryogenesis,
thus significantly improving the germination of somatic embryos
and their development into vigorous in vitro plants (Jiménez, 2005;
Zouine et al., 2005; Sghaier et al., 2009; Sghaier-Hammami et al.,
2010; Rai et al,, 2011).

5. Conclusions
This study led to the proposal of a scheme for somatic embryo

production of the Algerian date palm cultivar Degla Beida based on
variation of the applied growth regulators and alternating culture

media nature (solid-liquid-solid) during the somatic embryogen-
esis process.

Our experimental conditions permitted reducing the average
time to obtain structured somatic embryos to 10 months, and five
months for nodular callus induction. The precocious selection of
calli based on their responsiveness speed and the intensity of the
induced primary callogenesis during the first two months of culture
might substantially reduce the required time for embryo forma-
tion even further. The use of liquid media theoretically allows
the initiation of an undefined number of proembryos. Transferring
proembryos to solid agar media for maturation enhances the yield
of structured somatic embryos, germination rate and subsequent
development into vigorous in vitro plants.

More genomic studies have been conducted on Phoenix dactylif-
era L. such as the complete chloroplast genome sequence (Yang
et al.,, 2010), the complete sequence and transcriptomic analyses
of the mitochondrial genome (Fang et al., 2012), the identification
of small subset of polymorphisms that could distinguish multi-
ple cultivars and a region of the genome linked to gender (XY
system of gender inheritance) (Al-Dous et al., 2011). Recently, Al-
Mssallem et al. (2013) published the sequence of the genome, as
well as a genomic study of stress resistance (LEA family) and sugar
metabolism-related genes. These new genetic tools will help in the
selection of genes for analysis and incorporation into new cultivars-
for crop improvement. Our somatic embryogenesis system could
also be used for transgenic or mutagenesis (EMS) programs, and
in combination with the available genomic data, to target some
specific genes involved in immune system and its response to F.
oxysporum f. sp. albedinis to obtain new and more resistant cultivars.

The results of this study could contribute to the implementation
of simple and reliable protocol of improved regeneration repro-
ducibility, via somatic embryogenesis, of the Algerian date palm,
thereby responding to the need for diversity preservation and pro-
viding a key tool for biotechnology breeding programs and the
sustainability of induced genetic variability.
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Chapter 10

Desiccation-Enhanced Maturation and Germination
of Date Palm Somatic Embryos Derived from Cell
Suspension Culture

Nazim Boufis, Khayreddine Titouh, and Lakhdar Khelifi

Abstract

In vitro plant regeneration via somatic embryogenesis is a powerful tool for rapid, large-scale production of
healthy true-to-type plants. This approach is suitable to preserve existing natural genetic variability and
propagation of variability generated from genetic improvement programs, including crossing, somaclonal
variation, mutagenesis, and somatic hybridization. This chapter outlines a simplified protocol for date palm
regeneration via somatic embryogenesis induced in cell suspension cultures. In this protocol, culture
medium composition is manipulated, including plant growth regulators and solid (addition of agar) and
liquid media to achieve reduction of production cycle of somatic embryogenesis, which increases the
multiplication rate of embryogenic callus and improves the quantity and quality of somatic embryos.

Key words Cell suspension culture, Embryogenic callogenesis, In vitro regeneration, Phoenix dacty-
lifera, Somatic embryogenesis

1 Introduction

The date palm (Phoenix dactylifera L.) is among the most impor-
tant economic species in the Palm family (Arecaceae). It is a long-
lived dioecious monocotyledon adapted to local conditions of arid
and semiarid regions and represents a cornerstone of the economy
in North Africa and the Middle East [1]. The world’s date palm
heritage is characterized by a wide diversity of cultivars, over 5000
cultivars more or less described [2 ], and the palm is subject to many
biotic and abiotic threats. This situation is compounded by genetic
erosion and likely exacerbated by global climate change [1, 3-5].
Therefore, in order to preserve and/or improve this varietal diver-
sity, control of the date palm propagation is preeminent. This
objective can be achieved using plant tissue culture techniques to
overcome the deficiencies in conventional propagation methods
using either seeds or offshoots [4, 6].

Jameel M. Al-Khayri et al. (eds.), Date Palm Biotechnology Protocols Volume 1: Tissue Culture Applications,
Methods in Molecular Biology, vol. 1637, DOI 10.1007/978-1-4939-7156-5_10, © Springer Science+Business Media LLC 2017
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Plant tissue culture techniques allow a rapid large-scale produc-
tion of healthy true-to-type plants, regardless of the season of the
year [7]. Two techniques of in vitro propagation are used for date
palm regeneration. The direct-organogenesis based on shoot for-
mation ability of different types of explants and somatic embryos
formation from somatic cells [8]. Between these techniques,
somatic embryogenesis is the most advantageous because it is
time-saving and low in cost and gives high rates of regeneration
despite a risk of somaclonal variation [9, 10]. However, date palm
remains a recalcitrant species to in vitro regeneration because of
genotypic factors that affect the explant response in vitro culture
and the poor germination rate of somatic embryos [4, 6]. However,
significant improvement was made in date palm somatic embryo-
genesis by using embryogenic cell suspension cultures [11-15],
which has an advantage to promote the uniform absorption of
nutrients and reduce the inhibitory effect of polyphenols on cell
growth. It improves considerably the yield of viable somatic
embryos [16] by maintaining genetic fidelity of regenerated plants
and is useful in breeding programs [17-19].

This chapter describes a simplified protocol for date palm plant
regeneration through somatic embryogenesis by using embryo-
genic cell suspension culture of Algerian date palm cultivars. The
protocol consists of five main steps: induction and maintenance of
embryogenic callus, multiplication of embryogenic cultures in agi-
tated liquid medium, initiation of somatic embryogenesis in liquid
medium, maturation, and germination of proembryos on solid
media.

2 Materials
2.1 Plant Material

and Surface
Sterilization

2.2 Equipment

1. Offshoots of date palm having an average weight 4-6 kg
(Fig. 1a).
2. Disinfection solution: Mercuric chloride (HgCl,), 150 mg/L.

1. Explant isolation tools: Tree saw and hand pruner.
2. Surgical tools: Scalpels, forceps, and spatulas.

3. Glassware and culture vessels: Beakers, Erlenmeyer flasks, boil-
ing flasks, graduated cylinders, glass laboratory bottles, glass
funnels, graduated pipettes, test tubes (160 x 24 x 1.2 mm),
sterile rectangular flasks (650 mL), glass, and sterile plastic
Petri dishes (# 9 cm).

4. Instruments: Water distillation unit, autoclave, dry-heat steril-
izer, laboratory ice machine, refrigerator, analytical balance,
magnetic stirrer with heating, pH meter, rotary shaker, laminar
flow bench, gas burners, and strainers (with sieves of 500 pm
mesh size).
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Fig. 1 lllustration of the different date palm regeneration stages via somatic embryogenesis induced in cell
suspension culture: (a) offshoot of date palm, (b) offshoot core, (c) sterilization of offshoot core with HgCl,, (d)
the sterilized apical part of offshoot, (e) explant in test tube cultures for callogenesis initiation, (f) initiation of
embryogenic callogenesis, (g) embryogenic calli maintained on solid medium, (h) embryogenic calli after
8 weeks of multiplication in liquid medium, (i) general appearance of suspensions in liquid medium, (j) clusters
of proembryos obtained in liquid medium, (k) development of somatic embryos on solid medium, (I) structured
somatic embryos after maturation on solid media, (m) development of somatic embryos into in vitro plants.
Source: Photos f, g, i, k, I, and m are taken from Boufis et al. [15]

5. Supplies: Absorbent paper, stretch cling film or parafilm, cot-
ton, and aluminum foil.

6. Plant tissue culture room set at 25 °C £ 2 and 16 h photope-
riod provided by fluorescent lamps (28 pmol/m?/s).
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2.3 Culture Medium

Table 1

. Basal culture medium: Stock solutions of inorganic salts and

organic elements of modified MS medium (Murashige and
Skoog [20]) (see Table 1).

Hormonal stock solutions: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D) and 6-benzylaminopurine (BAP), each at 1 mg/mL.

. Culture medium additives: Myoinositol, L-glutamine, adenine,

sucrose, activated charcoal, polyphenols, and agar (see Table 2).

Culture media additives for each culture stage: Initiation and
maintenance of embryogenic callus (CM), multiplication of
embryogenic callus (AM), induction of embryogenesis (EM),
maturation of proembryos (MM), and germination of somatic
embryos (GM) (see Table 2).

. pH adjustment solutions: 1 M NaOH and 1 M HCI.

Composition of stock solutions based on modified Murashige and Skoog (MS) medium [20]

Final concentration

Stock solution Concentration of

Components of culture medium (mg/L) strength® the stock solutions (mg/L)
Macroelements x 20

KNO;3 1900 38,000
NH,/NO; 2000 40,000
CaCl,, 2H,0 440 8800
MgSO., 7H,0 370 7400
KH,PO, 270 5400
Na H,PO, 170 3400
Microelements x 100

MnSO,, 4H,O 22.3 2230
ZnSO4, 4H,0 8.6 860
H;BO; 6.2 620
K1 0.83 83
Na,MoOy, 2H,0 0.25 25
CuSOy4, 5H,0 0.025 2.5
CoCl,, 6H,O 0.025 2.5
Fe-EDTA x 100

Na,EDTA 37.25 3725
FeSO,, 7H,O 27.85 2785
Vitamins x 100

Glycine 2 200
Pyridoxine 0.5 50
Nicotinic acid 0.5 50
Thiamine HCI 0.1 10

*All stock solutions are prepared with distilled water and are stored at 4 °C in total darkness
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Table 2

Culture media and additives used for each stage of date palm tissue culture (amounts are per final

volume to 1 L medium)

Initiation and

maintenance Multiplication Induction Maturation  Germination
of of of somatic of of somatic
embryogenic embryogenic embryogenesis proembryos embryos
Components callus (CM) callus (AM) (EM) (MM) (GM)
Macroelements 50 25 25 25 25
(mL/L)
Microelements 10 5 5 5 5
(mL/L)
Fe-EDTA (mL/L) 10 5 5 5 5
Vitamins (mL/L) 10 10 10 10 10
Myoinositol (mg/L) 100 100 100 100 100
L-Glutamine (mg/L) 100 100 100 100 100
Adenine (mg/L) 40 40 40 40 40
Sucrose (g/L) 45 30 30 30 30
Activated charcoal 300 300 300 300 300
(mg/L)
2,4-D (mg/L) 10 1 0 0 0
BAP (mg/L) 1 0 0 0 0
Agar (g/L) 7 0 0 7 7
3 Methods

3.1 Preparation
of Culture Medium

All plant tissue culture steps are carried out under aseptic condi-
tions by sterilization of the culture media, containers and instru-
ments, and surface disinfection under a laminar flow bench with
70% ethanol before use.

1. Prepare the culture media in distilled water as described in

Table 2. The composition of the culture media used depends
on culture stages: initiation and maintenance of embryogenic
callus (CM), multiplication of embryogenic callus (AM),
induction of embryogenesis (EM), maturation of proembryos
(MM), and germination of somatic embryos (GM) (Table 2).

2. Adjust the pH of the media to 5.6-5.8 with either 1 M NaOH

or 1 M HCI.

. Distribute the media into suitable containers for each culture

stage of the described protocol (Table 3) (see Note 1).
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3.2 Dissection
and Disinfection
of Plant Material

3.3 Initiation
and Maintenance
of Embryogenic Callus

3.4 Multiplication
of Embryogenic Callus

4.

Sterilize the media by autoclaving at 121 °C for 20 min (see
Note 2).

. Store the culture medium at 25 °C in the dark for a few days or

at 4 °C for a prolonged storage time (see Note 3).

. Use a tree saw and a hand pruner to remove the root parts, the

spiny palm leaves, and their fibrous sheaths until the last two
layers that protect the fleshy parts of the offshoot core (the
meristematic area) (see Note 4).

Rinse extracted offshoot core with tap water (Fig. 1b).

Prepare the disinfection solution containing 150 mg/L HgCl,
in sterile distilled water under a laminar flow bench (see Note 5).

. Immerse the offshoot core in the sterilizing solution for 1 h on

a laminar flow bench (Fig. 1c¢).

. Clean and remove the last two apparent meristem layers with

sterile forceps and scalpel.

. Immerse the offshoot core in the sterilizing solution a second

time for 1 h.

Rinse three consecutive times with sterile distilled water.

. Remove necrotic tissue with forceps and scalpel, which is

caused by HgCl, (see Note 6).

. Divide the sterilized apical part of offshoot core in small

explants, 0.5 cm? size, with forceps and scalpel (Fig. 1d).

. Place the explants 0.5 cm? with forceps in test tubes containing

20 mL solid medium (CM) containing 10 mg/L 2,4-D and
1 mg/L BAP (see Note 7). The explants are cultured separately
(1 explant per test tube) (Fig. le; see Note 8).

. Incubate cultures in total darkness for the entire period of the

initiation and maintenance of embryogenic callus at 25 °C + 2.

Subculture explants on a fresh medium at 8-week intervals.

. Eliminate brown or necrotic parts of explants during the sub-

culture (see Note 9).

. Excise explants showing prolific embryogenic callus growth dur-

ing the renewal of solid medium (CM) (Fig. 11, g; se¢ Note 10).

. Take 0.5 g explants embryogenic callus, and cut it into small

pieces on a sterile Petri dish with a scalpel.

Transfer fragmented callus into sterile rectangular flasks
(650 mL) containing 150 mL liquid medium (AM).

Incubate the suspension cultures on a rotary shaker, 100 rpm,
at 25 + 2 °C and 16 h photoperiod (28 pmol,/m?/s).
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3.5 Induction
of Somatic
Embryogenesis

3.6 Maturation
of Proembryos

3.7 Germination
of Somatic Embryos

. Renew the liquid medium (AM) every 4 weeks of culture, after

cell decanting.

. After 8 weeks of culture, re-transfer embryogenic calli on the

solid medium (CM) (Fig. 1h), and incubate at 25 °C in total
darkness, after partial drying for 2 h under a laminar flow
bench.

. Cut 0.4 g embryogenic calli (see Note 11) into small pieces in a

sterile Petri dish using a sterile scalpel.

. Place a funnel over a sterile Erlenmeyer 500 mL flask.
. Place over the funnel a sieve, 500 pm mesh size.

. Transfer and crush the chopped embryogenic callus on the

sieve with a spatula.

. Add gradually 150 mL liquid medium (EM) in order to

retrieve all cell aggregates.

. Incubate the suspensions of cell aggregates in a rotary shaker

set at a speed of 100 rpm, at 25 °C £ 2 and 16 h photoperiod
(28 pmol/m?/s).

. Renew the liquid medium (EM) at each 4-week interval after

decanting the cell suspension cultures for 2 h.

. The achievement of this stage requires 12 weeks of culture

(Fig. 1i).

. Collect the proembryos after decanting (see Note 12).

. Eliminate the excessive liquid medium (EM) using a sterile

absorbent paper, and transfer proembryos onto a sterile Petri
dish containing sterile absorbing paper (Fig. 1j).

. Incubate the closed Petri dish for 24 h for desiccation in total

darkness at 25 °C £ 2.

. Collect and plate with a spatula the desiccated proembryos into

500 mL Erlenmeyer flasks containing 150 mL maturation solid
medium (MM).

. Incubate the plated proembryos at 25 °C + 2, 16-h provided

by fluorescent lamps (28 pmol/m?/s) for 4 weeks (Fig. 1k;
see Note 13).

. Desiccate well-developed somatic embryos (sec Note 14) with

sterile absorbing paper for 2 h under a laminar flow bench
(Fig. 11).

. Put the somatic embryos with forceps into test tubes contain-

ing 20 mL solid medium (GM).

. Incubate the somatic embryos at 25 °C + 2 and a 16 h photo-

period (28 pmol/m?/s) (sec Note 15).
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4.

Transfer the cultured somatic embryos after 4 weeks to a fresh
medium (Fig. 1m; see Note 16).

4 Notes

10.

11.

. The test tubes and Erlenmeyer flasks are capped with cotton

plugs and aluminum foil.

. Autoclaved solid culture media contained in test tubes or

Erlenmeyer flasks are stirred then cooled in ice to maintain
the uniformity of activated charcoal in the solid culture media.

. The storage of culture media in the dark at low temperature

prevents the modification of their composition before use.

. Only the apical part of the offshoot core is used. This part

includes the apical meristem, leaf primordia, axillary buds,
and base of young leaves.

. As HgCl, is highly toxic to human health, while handling, take

all appropriate precautions: glasses, mask, and gloves.

. A good physiological and phytosanitary status of date palm

offshoots is necessary for the success of callus initiation since
the surface or contact sterilization is achieved gradually with
apical part isolation.

. For cultivars containing high levels of polyphenols, it is neces-

sary to increase the quantity of activated charcoal in the culture
medium. Thus, a culture medium containing 1.5 g/L activated
charcoal combined with 50 mg/L 2,4-D and 1 mg/L BAP is
most appropriate.

. The explants derived from the apical part of the offshoot core

are grown separately in test tubes to reduce the risk of
contamination.

. The secretion of polyphenols induces browning of explants and

culture media. This phenomenon occurs within the first week
of culture. The unfavorable impact of polyphenols in the first
step can be reduced by removing brown or necrotic portions of
explants.

The initial response of explants is either complete or partial
swelling followed by the appearance of the primary callus,
which is hyperhydric, compact, or friable. The nodular or
embryogenic callus is the result of the development of compact
primary callus. The required time for obtaining embryogenic
callus is around 16 weeks but may take even longer than
48 weeks for recalcitrant cultivars.

Nodular callus is a potentially embryogenic callus. Its texture is
more or less friable, and its color is white without browning.
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12.

13.

14.

15.

16.

After 12 weeks in the liquid culture medium (EM), a number
of structured somatic embryos are produced together with a
large number of proembryos: somatic embryos at the globular
and post-globular stage of somatic embryogenesis.

The plated proembryos are preliminarily incubated in total
darkness during the first 48 h to promote adaptation to new
growing conditions.

Well-developed somatic embryos have elongated and bipolar
torms, approximately 6—7 mm long and a slightly curved shape
on one side and pointed on the other.

Well-developed somatic embryo germination is manifested by
the emergence of the aerial part (cotyledonary leaf) followed by
the appearance of a radicle that will develop later into the
taproot system. The germination somatic embryos can be
observed from the first week of culture.

Transfer germinated somatic embryos to the same
composition solid medium (GM) with reduced gelling agent
concentration (3.5 g/L agar) to promote rooted in vitro plant

growth.
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