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RESUME
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les cals hétérotrophiques de haricot (Phaseolus vulgaris l.) sont
obtenus, en conditions axéniques, à partir de culture de méristèmes
caulinaires et racinaires sur le milieu nutritif de Murashige et Skoog (MS,
1962) complet sonce contenant une auxine (2,4-D) et une cytokinine
(Kinétine) à différentes concentrations molaires. Des cals à croissance
optimale ont été obtenus â partir d'explants de méristèmes caulinaires
cultivés en présence du 2,4·0 à 10-& M et de la kinétine à 10.5 M.

le norflurazon 4-chloro-5-méthyl-amino-2-trifluoro-méthyl-phényl 3 
(2 H) pyridazinone provoque chez les cals hètérotrophiques de haricot, une
diminution du poids de la matière végétale fralche, du poids de la matière
végétale sèche et de la teneur en protéines totales en fonction des doses
appliquées. le norflurazon est un herbicide qui agit fortement sur la
croissance des cals de haricot.

Mots clés : milieu MS, cals, haricot, croissance, norflurazon.



34 Annales de l'Inslilul l\ational Agrononnque • El-Hanech " Vo1.26, :"1 -\ t l 2, 2005

Phaseo/us vu/garis .l;l.,..,Wll.;~1 ",Ij .JP (cal) ~I
ri'-; ~1 J .)l..J1 ri'-;~1 t;j JiJo (F- w.... u J)ô .) J..= L,
(MS, 1962) Murashige el Skoog J ,,;I:WI J...JlI~ <,1 ;41

'.) (kinéline) ë>.flS~1 J (2,40) ~iil ~ ,,~I .,.L.oJ J.IS
• '1 ' ~ N I ' · " I .Je. .. _, '1 • ~ L 'i ',,' 1'~ __ ..,.. , .r= ..... Ir" u..>"""'" ~ , ..,; .,. Jr'.J'

10 .,. kln étine J ....; 'i.,. ·'10 .,. ( 2,40)' ....Ji ..,.-ül' .)'-ll
.<;;'1.,.

.~ - ",":K. -2 "...1- ~ ·5 -;JlS -4 ÙJj lJ!li »'lI~

.) ""w...;1 .l;l"..,wll.;j;;;J1",ljJl~ ,..~j 1"!J!i ( H2) -3~
l.;lsJ1 ':'~Jjill l.;.s .) J "'4JI <;''\ùll iJl.lI .<+jI.bll 44111i,W' üJ.J
~ i"i,):'; • i;...;.J1~'il ..".. • ü;jlJ!li~1 ,i l .., ,," j,S1J'l'l.l'i"!

.• l;l.,..,1.lJ1~I .)'Ü

AB5TRACT

The -heterotrophic cauus of bean (Phas8olus vulgaris L.) are
prcduced. under aseptic conditions, rrom stem and root explants cultlvated
on complete and solid Murashige· Skoog (MS,1962) medium supplemented
with drtterent levels of auxin (2,4-0 ) and cytokinin (kinetin). The optimum
growth of caUus have been obtained fram stem exptants cultivated on MS
medium with 10'&M 2,4·D and 10.5 M kinelin.

The norilurazon 4·chloro-5-methyl-amino-2-trifluoro-methyl·p henyl 3
- (2 H) pyridazinone causes in heterotrophic callus of bean a diminution of
the tresh weight, the dry weight and the total protems content in terms of the
hertncid dose. The ncrûurazcn is an herbicid wich affect strongly the growth
of bean callus.

Key words : MS medium, cajus, bean. growth, norflurazon.
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1. INTRODUCTION
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Les progrès spectaculaires réalisés depuis la seconde guerre
mondiale dans les domaines de ra physiologie végétale et de la génétique
sont pour beaucoup dans le développement des techniques de pointe
appliquées â l'agriculture. Les cultures in vitro et hors sol notamment ont su
apporter des réponses irremplaçables aux pressantes exigences de qualité
et de rentabilité de l'économie agricole. L'amélioration sanitaire des
conditions de culture et des végétaux, ainsi que les possibilités de
multiplication végétative s'en sont trouvées considérablement augmentées,
bouleversant en quelques années certains aspects de la production agricole.

Les régulateurs de croissance sont à la base de toute manipulation in
vitro. En effet. les hormones jouent un rôte fondamental dans le contrOle de
la multiplication et de la différenciation cellulaire, dans le contrôle de
l'organogenése et ce la croissance des plantes. Leur action est finement
modulée par leur ccncentraton . l es combinaisons d'auxines et de
cytokmmes se sont révélées être nécessaires pour une induction et une
prolifération optimale des cals (LAPICHIND et al, 1991 : NAWA ET OHTANI,
1992), massifs cellulaires inorganisés ti caractère méristématique se divisant
activement

Les herbicides ou produits désherbants sont des substances
chimiques couramment utilisées en agriculture pour détruire les adventices
ou paralyser leur développement.

Les adventices (souvent qualifiées de mauvaises herbes) entrent en
compétition avec les plantes cultivées pour l'eau, les éléments minéraux,
l'espace, le dioxyde de carbone, ainsi que pour la tumière. ce qui diminue
considérablement la qualité et la quantité des récoltes. Ainsi, l'introduction
des herbicides dans la pratique agricole contribue ti assurer une meilleure
rentabilité des cultures. Néanmoins, pour protéger d'une manière efficace
une culture contre diverses adventices, un herbicide doit être capable
d'éliminer les adventices sans porter préjudice aux plantes cultivées
(FREYSSINET, 1999). Parmi les nombreux travaux réalisés sur le mode
d'action des herbicides, beaucoup ont été effectués sur des plantes ennêres ;
fi nous a paru donc intéressant d'étudier l'effet d'un herbicide sur des cultures
de cals. Au cours de ce travail, nous nous sommes proposées d'étudier
l'effet du :

};o 2,4·0 et de la kinétme sur les cals produits par des méristèmes
de Phaseo fus vulgaris L.. en recherchant la balance hormonale
qui serait â l'origine d'une caucçenese optimale.

};o norflurazon sur la croissance, en mesurant le poids de ta
matière végétale fratcne. sèche et la teneur en protéines totales.
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2 . MATERIELS ET METHODES

2.1. Obtention des ca ls

Les graines de PhaseoJus vulgaris L. , variété Tendergreen , sont
mises a imbiber dans de l'eau distillée pendant trois heures. puis
d ésinfectées dans de reau de Javel (1%) Elles snnt ensu ite rincées
abondamment avec de l'eau distillée stérile La germination des graines. en
conditions axéniques. s'effectue dans des ertenmeyers contenant de la
vemcchte imbibée d'eau distillée et obtu rés par du co ton cardé. stéri lisés au
préa lable a l'autoclave pendant 20 mn a 12Q·C (photo lA).

Les vitrcse mis sont ensuite placés dans une étuve a 26°C et une
pnotopénode de 16heures, jusqu'au stade quatre feuilles (pho to 18).
Les cals de har icot sont obtenus, en conditions axéniques, a partir de culture
de méristèmes intercalaires et racinaires sur le milieu nutritif de Murashige et
Skoog (MS. 1962) complet çéio se (12gr ') con tenant une auxine ~2 .4 -0) et
une c~tokinine (kmetme) â différe ntes concentrations : 10'" M ; 10' M , 10~
M, 10' M.

Les explants enseme ncés sont placés dans une chambre de culture
à une température de 26°C et une obctooenoc e de 16 heures. Les cals
obtenus sont repiqués tous les mois sûr un milieu stérile neuf de même
composition.

A B

L,

Planche 1 : Germination des semences de haricot en cond itions axéniques.
A : Mise en culture des graines de haricot sur vermculue.
B . Cultures axéniq ues de plantules de haricot sur vermicuüte
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2.2, Traitement des cals
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Le norflurazon appelé également San 9769 est d'origine suisse. Il
appartient à la famille des pyridazinones ; sa formule chimique est le 4
chloro-méthyl-amino-2-tnfiuoro-méthyl-phényl 3 - (2 H) pyridazinone et sa
masse moléculaire èst de 303,7 g. Il se présente sous forme d'une poudre
cristalline de couleur marron ; sa solubilité dans l'eau est de 26 mg.r l è 23·C.

Le traitement a été appliqué sur des cals en phase exponentielle de
croissance. Les cals sont prélevés aseptiquement et transférés dans des
milieux identiques au milieu de cutture additionné du norflurazon è différentes
concentrations molaires : 10-1 M, 10-6 M, 10-5 Mt 10.... M. Ces cals sont
maintenus en croissance pendant quatre jours dans des erlenmeyers en
chambre de culture dans les mêmes conditions (température de 16·C et une
photopériode de 16 heures). Au-delà de ce temps, la toxicité du produit
entralne un brunissement et la mortalité des cellules du cal pour "ensemble
des traitements.

2.3. Déterm ination de la matière fraiche et sèche

l a matière végétale fraIche est déterminée par pesée des cals (6
individus) è l'aide d'une balance de précision.
la matière sèche est déterminée après une dessiccation totale des cals
pendant 48 heures dans une étuve réglée è 55·C. Les cals desséchés sont
alors pes és è l'aide de la même balance.
Le pourcentage d'eau des cals est calculé par la différence entre les masses
fraiche et sèche.

2.4. Dosage des protéines

La teneur en protéines est déterminée par la technique de Bradford
(1976) .

3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Description des cals

Pour toutes les combinaisons hormonales utilisées, les cals
provenant des méristèmes caulinaires sont au départ chlorophylliens,
compacts, fermes et denses (photo 2 A).

l es cals obtenus perdent cependant. progressivement ou rapidement
leur verdissement~ devenir crèmes (dits h étérotrophfques). légèrement
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transl ucides et friables (photo 2 B). Cette dépigmentation est fonction de la
concentration en 2,4·0 . En effet, tes cals cultivés sur un milieu riche en
auxine ( 1 0~ et 10.5 M) perdent leur ch lorophylle après 10 jours de
cro issa nce. Quant aux cals cultivés en présenc e des doses plus faibles en
auxine (10-6 el 10.1 M), ils ne deviennent crèmes Qu'après le 20eme jour de
cro issa nce.

Planche 2 : Cals issus des méristèmes cau lînaires de PhaseoJus vu/garis L

A : cals photomixolrophiques (verts) après 20 jours de culture.
B : cals hélérotrophiques (crèmes) après 50 jours de culture.

l a coloration verte des cals indique un développeme nt des structures
ctrloroptastiquee

(WILLIAMS et al, 1991) el la présence de chlorophylle (AIO et al,
1996). Ces cals sont qualifiés alors de phctornixotrophfques (Manoharan et
al, 1987 ; FITCH et MOORE, 1990). Le 2,4-0 est une auxine de synthése
aux propriétés similaires a un herbicide. A fortes doses, le 2,4-0 provoque
des perturbations dans le fonctionnement des membranes thylekoktales et
des changements dans la morphologie du chloroplaste (ASHTON el
CRAfTS, 1973 ; SCALLA, 1991 ; WILL1AMS et al, 199:3) Par ailleurs.
l'obtention des cals hétérotrophiques chez Lemna minar (FRICK, 1991) et
Acacia auricuJiformis (RANGA - RAO et PRASAO, 1991) a ét é reliée avec la
ccncentraüon de la source carbonée utilisée dans le milieu nutritif. La
richesse du milieu de culture en sucre induit une synthèse accrue d'amidon
dans les chloroplastes qui se transformeraient en amy'cplastes.

Les cals provenant des méristèmes racinaires sont toujours de
couleur crème. friables et légèrement lranslucides (photo 3)
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Planche 3 : Cals de Phaseo/us vulgans L issus des ménstèmes racinaires.

.
Après deux mois de croissance, sans repiquage, les cals produits à

partir des deux types de méristèmes (intercalaires et racinaires) présentent
un brunissement suivi d'un dessèchement general de leur surface ; c'est la
phase de sénescence (photo 4). Selon RANGA - RAO et PRA5AD, (1991),
le brunissement des cultures rèsulteran d'une accumulation excessive des
substances phénoliques.

( ~d" bruns
.;;
•
'!
.~•

Planche 4 : Cals de Pneseotus vutqensL sénescents (bruns)
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;; "",; ~. 1 .~ ., . l n duction de la croissance des cals par .Ies hormones

3.1.1.1. Méristèmes caulinaires

Les courbes de croîssance des cals produits par les méristèmes
intercalaires en fonction des concentrations hormonales présentent toutes
une allure sigmoJde caractérisée par trois phases principales (Fig.1).

Une première phase, ou phase accélérée de croissance, couvre les
35 premiers jours pendant laquelle l'augmentation du poids de la matière
végétale tralche est importante. Une deuxième phase appelée phase de
ralentissement va jusqu'au 55Wfte jour ; l'accumulation est plus lente. Enfin
une dernière phase ou phase stationnaire est marquée par une stabilisation
du poids frais. Elle se situe entre le 60~ et le 80.... jour de croissance.

la prolifération cellulaire et la croissance mesurée par le poids frais
sont dépendantes de la concentration en 2,4·0 et kinétine. Les courbes de
croissance ont été regroupées en quatre lots par ordre décroissant :

l e lot A (Fig.1A) est formé par les faibles doses de 2,4-0 combinées
aux fertes doses de kinétine (10-6/10.5 ; 10.1/10.5 : 10.6/10-4 ; 10.1/1 0-4 M : 2,4
O/Kin) : nous. remarquons une forte accumulation de la matière végétale
tratche. Toutefois, le 2,4-0 è 10-& M et la kinètine ~ 10.5 M se sont révélés les
concentrations adéquates è une croissance optimum des cals : le poids de
manère fratche passe de 263 ± 76 mg le 5..... jour à 3460 1: 135 mg le 60tme

jour de culture.

le lot B (Fig.1B) constitué par les faibles doses de 2,4-0 combinées
aux faibles doses de kinèüne ( 1 0~/ 1 0·1 : 10.1/10-6 M : 2,4-D/Kin) ou les fortes
doses de 2,4-0 combinées aux fortes doses de kmètine (10-4/10.5 : 10.5/10-4
M : 2,4. D/Kin) : une croissance nettement plus faible est enregistrée en
présence de ces différentes concentrations hormonales. En effet, pour toutes
ces doses, le poids frais varie entre 660 :1: 36 mg et 1020 :t 12 mg au 60·.....
jour.

l e lot C (Fig.1C) comprend les fortes doses de 2,4-0 combinées aux
faibles doses de kmètine ( 1 0·~/ 1 0-6 : 10-4/10'7 ; 10.5/10.15 ; 10.5/10.7 M : 2,4
D/Kin) : j'accumulation de la matière fraTche est beaucoup plus faible pour
ces différents traitements hormonaux. Ainsi, les valeurs finales des poids
frais sont comprises seulement entre 545 :1: 19 mg et 605 t 52 mg au 60&mc
jour de culture.

l e lot 0 ( Fi~ . 1 0~ regroupe les combinaisons de même rapport
molaire (10.15/10" ; 10' /10' .
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10.5/10.5 ; 10"'/10"' : 2,4-D/Kin ) : quelque soit la concentration hormonale, la
croissance est encore plus faible. En effet, le poids de matière fraTche varie
entre 265 ± 2 mg et 380 :t 11mg au G06me jour.

Nos résultats corroborent ceux de MALIK et SAXENA, (1991) ayant
travaillé sur la même espèce véqétate et ceux de AL·KHAYRI et al, (1991 ;
1992) utilisan! tes cals de Spinacia oIaracea L

le 2,4-0 uti lisé a faibles doses de l'ordre de 10'" a 10'" M, est
l'auxine de synthèse nécessaire pour l'obtention des cals (DAVIS et OLSON,
1993) Néanmoins, les combinaisons d'auxines (en partiCulier le 2,4-0) et de
cytokinines. hormo nes favorisa nt les mitoses , stimuleraient davantage la
callogenése (LAPICHINO et al, 1991 ; NAWA et OHTANI, 1992).

A B

Temps e n Jour.
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Figure 1 : Effets des différentes concentrations en 2,4·0 et kmétine sur
l'évolution du poids de la mat ière végétale frarche (A, B) des cals
de haricot issus des méristèmes intercalaires . (Chaque point est
la moyenne de 6 mesures)
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Fig ure l' : Effets des différentes co ncentrations en 2,4-0 et kiné tine sur
l'évolution du poids de la matière végéta le fralche (C. 0 ) des cals
de haricot issus des mér istèmes interca laires (Chaque point est
la moyenne de 6 mesures)

3.1.1.2. Méris tèmes racina ires

Les' courbes de croissance des cals provenant des méristèmes
racinaires présentent également une allure sigmofde (Fig.2).

Seules les faibles doses en 2,4-0 combinées aux fortes doses en
kinétine (10-6110.5 ; 10.1,10-5 ; 10.6,10." ; 10.1,10." : 2,4-DIKin) se sont révélées
efficaces pour l'obtention des cals mais leur croissance demeure réduite par
rapport à celle observée pour les cals issus des m érist èmes intercalaires.

Les autres concentrations hormonales n'ont pas d'effets sur la
callogenèse. L'obtention des cals .a partir des méristèmes caulinaires est
généralement favorisée par un apport d'auxine exogène à doses
relativement élevées (2,4-D de 10" à 10.5 M), par contre la croissance des
méristèmes racinalres nécessite un apport d'auxine très faible (MARGARA.
1989 ; AL-KHAYRI et al.. 1992).
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Figu re 2 : Effets des différentes concentrations en 2.4-0 et kinétine sur
l'évolution du poids de ta matière végétale fralche des cals de
haricot issus des méristémes racinaires. (Chaque point est la
moyenne de 6 mesures)

3.1.2. Etude de la croissance

L'ensemble des résultats obtenus au cours de la première partie du
travail. nous ont permis de déterminer à la fois les concentrations
hormonales (2,4-0 et kinétine) et la nature de l'expiant favorisant une
caUogenése optimum, Nous avons choisi pour cette étude, des cals
provenant des mérist èmes ceuhnaires (intercalaireS\ cultivés sur des milieux
pauvres en ;2,4-0 et riches en kmètine (10·6/10·~ : 10' /10.5 ; 10-8/10'" M).

La croissance des cals est déterminée par l'évaluation de la masse
de la matière végétale fralche, de la matière végétale sèche et de la teneur
en protéines totales.

3.1 .2.1. Poids de la matière vègètale fraiche

Nous constatons que la croissance des cals est importante dès les
premiers jours de culture pour tes trois traitements hormonaux sélectionnés
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(Fig.3A). En ette t. le poids de matière frarche augme nte très rapidemen t pour
atteindre au ;3S&rne jour 2562 ± 304 mg pour la combinaison hormonale 10'
6/10's M, 1980± 85 mg pour la combinaison 10.7/10.$M et 1360 ± 99 mg pour
la 1 0~110'" M (2,4-D/Kin). Au-delà du 35'- jour, la croissance ralentit et se
stabilise a partir du 55tme jour pour atteindre un maximum au 60"" jour ;
3400 :t 240 mg, 2400 ± 148 mg et 1740 ± 132 mg pour les combinaisons
respectives 1 0~/1 0·S. 10.710-5 et 10-6/10'" M (2,4-0 /Kin). Ces valeurs
demeurent inchangées entre le 60...... et le 80·..... jour.

3.1.2.2. Po ids de la matière vég étale sèche

l 'évolution de la matière végétale sèche montre une cinétique
similaire a celle observ ée par la matière végétale fraiche (Fig.3B). Le poids
sec est important durant les 35 premie rs jours où il atteint 132 1: 18 mg pour
la concentration 10-8/ 10.5. 102 1: 10 mg pour la 10.7/10 .5 et 65 1: 8 mg pour la
10-8110'" M (2,4· 0 fKin). Après le 35- jour on constate un ralentissement de
croissance~ tend a se stabiliser a partir du SSMlejour et atteint une valeur
finale au 60 jour ; 1701: 15 mg pour la 10"'1 0.5 , 128 1: 12 mg pour la 10'
7/10.$ et 82 t 8 mg pour la 10-6/10" M.

Nous remarquons que l'évo lutio n du poids frais et du poids sec est
identique. ën-etret. le pourcentage d'ea u est constant dans les cals pour les
différents traitements hormonaux. Ce qui indique que l'accumulation de la
matière végétale fta rche n'est pas da a une hyperhydncit è des tissus mais
bien a une augmentation de croissance.

3.1.2.3. Protéines totales

Pendant res 20 premiers jours de culture, l'accumulation des
protéines est faible (Fig.3C). Durant cette période dite phase de latence, les
cals élaborent probablement des systèmes enzyma tiques intervenant dans la
proté o;.enè se. Puis, cette accumulation aupmente fortement entre le 20...... et
le 35· • jour en passant de 164 1:. 36 I-Ig ,g' MVF a 447 ± 65 I-Ig,g" MVF pour
la combinaison 10.6/10.5 M. Cette augmentation est moindre pour la 10.7/10.5

M puisqu'elle passe de 103 ± 221-19.9
01

MVF à 310 t 34 jJg.g" MVF alors que
pour la combinaison 10.6/10.4 M, on enre gistre une augmentation encore plus
faible (de 60 t 14 1-19 .9·1 MVF à 210 t 22 1-19.9.1 MVF ). Au-dela du 35· "'" jo ur,
l'accumulation des protéines ralentit et tend à se stabiliser à partir du 5S6ml

jour pour atteindre son optimum au 60''''' jour pour les trois combinaisons
hormonales .

La phase exponentielle marquée par une augm entat ion importante
de la matière fretche . de la matiè re sèche et de la quantité en proté ines
totales se situe entre le 20· ..... et re 3Solme jo ur de culture. Ainsi, la masse
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fraîche. sèche et la teneur en protéines acquises pendant cette phase sont la
conséquence d'une 'prolifération et d'une croissance active des cellules du
cal. Puis la croissance des cals ralentit et tend a se stabiliser li partir du 55....
jour pour atteindre un optimum au 60~ jour, En effet. une stabilisation de la
croissance est marquée par l'apparition d'un plateau entre le 60tfN et le 80......
jour de croissance. Ceci est peut être le résultat d'un arrêt de la multiplication
cellulaire qui résulterait probablement d'un épuisement en éléments nutritifs
dans le milieu de culture puis d'un épuisement des réserves cellulaires
entralnant ainsi la mort de la cellule. En effet. l'accroissement rapide acquis
durant la phase exponentielle de croissance induit une augmentation des
besoins et pose des problèmes d'approvisionnement du milieu
(JOUANNEAU, 1973), Nos résultats ont mentionné une réduction de la
synthèse protéique pendant la phase stationnaire de la croissance. Par
ailleurs, il a été démontré que les activités biochimiques, notamment la
synthése des phospholipides, diminuent durant la phase stationnaire (DA
SILVA el FOWLER. 1976; MOORE. 1977 ; BOULAHIA, 1997). La
stabilisation de la croissance des cals pourrait étre due également a
l'augmentation des substances toxiques (ex : tanins, polyphénols, alcalol'des)
élaborées par le Végétal (MARGARA. 1989)

3.1.3.. Effets du norflurazon sur la croissance des cals

le traitement au norf1urazon (10.1 M ; 10-.6 M ; 10·$ M et 10'" M) a été
réalisé sur des cals agées de 28 jours. période qui correspond a la phase
exponentielle de croissance.

L'effet de l'herbicide sur la croissance a été étudié par j'évolution du
poids de la matière végétale fraîche, de la matiére végétale sèche et de la
teneur en protéines totales en fonction du temps.

Sous l'effet du norflurazon, les cals hétèrct-cpn tques de haricot
maintiennent la couleur crème pendant les quatre premiers jours du stress.
Au-delà de ce temps, un brunissement et un desséchement général des
cellules du cal sont observés.
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3.1.3.1. Poids de la matière végétale fraîche
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le poids de la matière végétale fraîche des cals témoins augmente
en fonction du temps, il passe de 2219 ± 25 mg te 2- jour li 2376 ± 49 mg
le 4

6tne
jour de culture (Fig.4A). l es cals traités montrent une diminution

importante du poids frais pendant les deux premiers jours du stress, suivi
d'une tendance è la stabilisation entre le 2~me et le 4*"'" jours. Cette réduction
de croissance est d'autant plus prononcée que la dose en herbicide est
élevée. En effet, pendant le 2~"" jour du traitement, le poids de matière
fralche passe de 2219 ± 25 mg dans les cals témoins è 740 ± 33 mg dans les
ca ls traités par la forte dose 10·· M. l es pourcentages de réduction du poids
frais par rapport au témoin sont 27,7 ; 36,8 ; 4 1,4 et 66,6 % pour les doses
respectives 10-7, 10.&, 10-5 et 10·· M.

3.1.3.2. Poids de la matière végétale sèche

l 'évolution de la matière végétale Sèche (Fig.4B) montre une
cinétique similaire é celle observée par la matière Végétale fraTche. Ainsi , au
2..... jour du traitement, le poids sec des cals témoins est de 119 ± 8 mg et au
fur et è mesure que les concentrations augmentent. le poids de la matière
sèche diminue ; il passe à 89 t: 6 mg pour la dose 10.7 M et 41 t 3 mg pour la
dose élevée 10" M, soit une baisse de 25,2 et 65,5 % pour les doses
respectives.

Nous remarquons que la diminution du poids frais et du poids sec est
identique. ce qui signifie que J'herbicide n'intervient pas dans les
mouvements d'eau. En effet, le pourcentage d'eau est constant dans tes cals
pour les différents traitements d'herbicides. la diminution du poids de la
matière végéta le fraîche par le norflurazon n'est donc pas due à une
déshydratation cellulaire, mais serait le résultat d'un arrêt des activités
métaboliques et surtout li des processus intenses de dégradation.

3.1.3.3. Protéines totales

Oans les cals témoins . la quantité de protéines augmente
régulièrement en fonction du temps, elle est de 359 ± 16 1J9.9-1 le 2,m. jour et
de 406 ± 17 1Jg.g-1 le 4~me jour de croissance (Fig.4C). Sous t'effet du
norflurazon, une baisse importante de la teneur en protéines totales est
enregistrèe pendant les deux premiers jours du traitement : cette baisse est
fonction de la dose administrée. Au-delà de ce temps, une stabilisation de
croissance est enregistrèe. Contrairement aux plantes entières, le cal étant
un amas de cellules. l'herbicide atteint donc rapidement les sites sensibles.
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Figure 4 : Effe ts du norfl urazon sur l'évolution du poids de ta matière
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haricot (Chaque point est la moyenne de 6 mesures).
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Ains i, durant le 2..... jour du stress , la teneur en protéines varie de 359 :t: 16
!Jg.g" MVF chez les cals témoins à 151 :t: 12 ~g.g- ' MVF chez les cals traités
avec la 10" M. Le pourcentage de réduction, comparativement au témoin, va
de 23,9 % pour la faible dose 10-7 M à 57,9 % pour la forte dose 10" M.

La diminution de la croissance (poids frais, poids sec et protéines
tota les) des cals par le norflurazon est très importante pendant les deux
premiers jours du stress. Contrairement au x plantes entières, le cal étant un
amas de cellules. l'herbicide atteint donc rapidemen t les sites sensibles.

La réduction de la croissance des cals serait due à une diminution de
la synthèse protéique evcu à une hydrolyse des protéines provoquée par le
norflurazon. D'après GRONWALD (1991), l'emploi des herbicides provoq ue
généralement une baisse du taux de protéines qui est souvent un effet
secondaire .a des blocages primaires de certains compartiments de la ceûute
(chloroplaste, mitochondr ie. noyau). Pa r ailleurs. SAGAR et al, (1988) et
OELM ULLER (1989) ont montré que les protéines chloroplastiques codées
par le génome nucléaire sont sensibles aux pyridaz inones. Plus récemment,
OAHLIN et FRANZEN (1997) et YURINA et KLOPPSTECH (2001) ont
signalé que le norllurazon inhibe l'importat ion des protéines par les plastes.

4. CONCLU SION

La culture de méristèmes caulinaires et racinaires de Phaseolus
vufgaris L., en milieu nutritif de MS complet gé losé additionné d'auxine (2,4.
0 ) et de cytckmine {kinètinë] à différentes concentrations a permis l'induction
et ra prolifération des cals provenant des deux types de m èrrstèmes.

Toutefois, les cals cauüneires ont été obtenu pour toutes les
combinaisons hormonales utilisées , alors que pour les cals racinaires. ce
sont les concen trations faibles en auxine qui se sont révélées efficaces.
l 'in itiation des m éristèmes caulinaires est généra lement favorisée par un
apport d'auxine exogéne à concentrations relativement élevées (10-7 a 10's

M), tandis que la croissance des méristème s racinaires demande un apport
d'auxine très faible,

Les cals de couleur crème, dits hètérotrophiques sont issues de la
dép igmentation totale des cals verts, due à l'accumulation du 2,4·0 dans les
cellule s. l e 2,4·0 entratne à fortes doses , la dégradation de la chlorophylle
et l'altération des systèmes thytakcidaux. le milieu étant riche en
saccharose , les chloroplastes peuvent évoluer en amyloplastes.



50 Annales de l'In ';IIM National AgronomIque · El-Harrech -, Vol 26, W I cl 2, 2005

Au cours de ce travail. nous avons montré également qu'une
croissance optimale des ca ls de haricot a été obtenue à partir de frag ments
de méristèmes cauünajres cultivés sur des milieux pauvres en 2,4-0 (10·7 et
10-8 M) et riches en kinétine (10.5 et 10'· M). La faible croissance des cals
cultivés sur un milieu riche en 2,4-0 (' 0.5 et 10'· M) peut être expliquée par le
fait que le 2,4-0. à fortes concentrations, est qualifié d'herbicide auxmïque.
Ainsi, sen accumulation dans les tissus entraTnerait des phénomènes de
toxicité.

Le norflurazon diminue considéra blement la croissance des cals de
haricot. En effet. nos résultats montrent une réduction du poids de la matière
végétale traTche, de la matière végétale sèche et de la teneur en protéines
totales d'autant plus prononcée que la dose appliquée est élevée . Cette
rèëuctron de croissance est très importante pendant tes deux premiers jours
du stress et se stabilise entre le 2~ et le 4..... jour. La baisse de croissance
sera it due éventuellement à une diminution de la synthèse des protéines
et/ou a: une protéolyse intense due au traitement par le norflurazon.
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