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Introduction

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) fait partie des premieres especes fruitieres cultivées
dont la culture existe depuis la plus haute antiquité (Munier, 1973 ; Denis, 2013). C’est un arbre
d’un grand intérét non seulement par sa productivité élevée et la qualité de ses fruits tres recherchés,
mais également grace a ses facultés d’adaptation aux régions sahariennes, ou il permet de créer, au
milieu du désert des oasis & méso-climat favorables a la culture de plusieurs espéces arboricoles,
céréalieres, fourragéres et maraichéres, qui lui sont associées chaque fois que les disponibilités en
eau le permettent.

En Algérie cet écosysteme oasien est affecté en premier lieu par I’érosion génétique suivie par
la pression démographique, la désertification, la salinisation, et le vieillissement des palmeraies
(Bouguedoura et al., 2008).

Le dattier présente une importance économique considérable dans les pays arabes et ceux du
Maghreb, en particulier en Algérie et en Tunisie qui possedent les plantations de la meilleure variété
mondiale « Deglet Nour ».

Le monde arabo-musulman constitue 70% de cette production et 'Egypte étant le premier
pays producteur mondial avec environ 1 375 000 tonnes donc 18,5 de la production mondial (FAO,
2013 ; Yatta and Bougdoura, 2013).

La culture du palmier dattier est sujette a divers problémes phytosanitaires qui entravent son
développement et son extension. Le Bayoud : fusariose vasculaire causée par Fusarium oxysporum
tsp albedinis (Killian et Maire 1930), est la maladie la plus destructive et la plus menagante dans
I'Afrique du nord. Elle est répandue surtout au Maroc et dans une grande partie des palmeraies de
I’ Algérie (Pereau Leroy, 1958 ; Djerbi, 1982 ; Brac et Benkhalifa, 1991). En effet, au cours d’un
siecle, elle a détruit plus de dix millions de palmiers au Maroc (Sedra, 2005) et trois millions en
Algérie (Djerbi, 1982 ; Sedra, 2005).

Depuis que cette maladie fut connue, toutes les recherches ont été axées sur la lutte contre la
fusariose afin de protéger cette plante et d’assurer son développement normal : pratiques culturales,
techniques de luttes biologiques, chimiques ou intégrées. Ces méthodes ne feront que ralentir la
maladie mais ne pourrons jamais ’arréter (Djebri, 1988), en plus certaines sont non seulement
couteuses mais risquent d’engendrer des problemes environnementaux.

La lutte génétique, qui consiste en |’utilisation de variétés résistantes reste le moyen de lutte le
moins astreignant, le plus économique et le moins polluant (Messiaen, 1981). Par ailleurs
I’utilisation de I’outil biotechnologique fondé¢ sur les techniques de culture in vitro constitue sans
doute le moyen le plus prometteur pour la reconstitution des palmerais dévastées via une
multiplication massive du palmier dattier. Le principal intérét de la multiplication in vifro du
palmier dattier est de répondre aux besoins en plants beaucoup plus rapidement que par le recours
aux rejets (Ferry, 2008). La culture in vitro permet donc, soit la multiplication conforme, soit la
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création de variétés nouvelles (Yakoub-Bougdal, 1987, Bouguedoura, 1991 ; Yakoub-Bougdal,
2005 ; Yatta, 2007).

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche de la division du palmier dattier
de I'Institut National de la Recherche Agronomique d’Alger (INRA-A) qui a pour objectif
I’amélioration génétique du Palmier Dattier par voie biotechnologique.

La production de plantules in vitro par fusion de protoplaste issus de trois cultivars Tegaza,
Takerbucht, et Deglet Nour, pourrait résoudre le probléeme posé, il serait donc intéressant d’obtenir
des palmiers résistants au bayoud, avec une bonne qualité datticre.

Ainsi notre travail comporte les parties suivantes :

o L’établissement de la suspension cellulaire a partir des cals embryogenés de trois
cultivars (Deglet Nour, Tegaza, Tkarbouchet)
o Isolement des protoplastes.
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1. Origine et répartition géographique
1.1 Origine

Le palmier dattier a une origine anciénne. Il est connu depuis 1’antiquité : considéré par
les égyptiens comme un symbole de fertilité, il est représenté par les carthaginois sur les
pieces de monnaies et monuments, et utilisé par les grecs et latins comme ornements lors de

célébrations triomphales (Ouennoughi, 2005).

Les fossiles de palmiers a feuilles pennées ne remontent qu'au début du tertiaire. Ces
palmiers ont été rattachés par Brondniart au genre Phoenicites, qui peut €tre considéré
comme l'ancétre de genre phwnix actuel. C'est dans la roche datée du Miocene inférieur,
qu’ont été trouves les premiers vestiges du palmier fossile qui peuvent étre considérés
réellement, comme l'ancétre du dattier. Il fut décrit sous le nom de Phoenix pallavicinii. Au
début de quaternaire un fossile a été trouvé dans le dépot de pléistocene et a été décrit sous le

nom Phoenix dactylifera (Munier, 1973).

Le dattier (Phoenix dactylifera L.) est exploité puis cultivé depuis plusieurs millénaires
au Moyen-Orient et dans le nord de I'Afrique (Barrow, 1998 ; Zohary ef al., 2012). Inférer la
distribution naturelle peut se faire sur la base de restes végétaux antérieurs a la domestication
et a la diffusion de la culture. Il est généralement admis qu’elle se trouve au Moyen-Orient
(Zohary et al. 2012). 11 s'agit d'une plante pérenne dioique, dont les pieds femelles sont
pollinisées a la main en culture. C’est « ’arbre » emblématique des régions arides et semi-

arides de I’ Ancien Monde.

L’hypothése prépondérante sur 1’origine du dattier est aujourd’hui celle d’'une origine
située autour du golfe Persique suivie d’une diffusion a travers le nord de I’ Afrique jusqu’au
Sud de I’Espagne et vers ’Est pour atteindre la vallée de I'Indus et le Nord-Ouest de I'Inde.
Plusieurs espéces de Phoenix se trouvent dans les zones de culture du dattier (Henderson,
2009) (Figure 1). Bien qu’elles ne soient pas des progénitures sauvages, il n’est pas exclu
qu’elles aient contribué a l'amélioration variétale du dattier par le biais de I'hybridation
interspécifique, c'est-a-dire via l'introgression intentionnelle ou fortuite du dattier cultivé par

des génes d'une autre espece affine (Gros et Balthazard, 2013).

-



Données bibliographiques

L'origine du Palmier Dattier en Algérie, vient de la « péninsule arabique » ; a travers les
commergants qui ont propagé le Palmier autour de la Méditerranée, il était introduit
spécialement dans les lieux disposants d'eau dans le Sahara (Toutain, 1967). C'est ainsi que
sont apparues les premieres palmeraies de Oued Righ et des Ziban par le biais des bédouins

nomades arabes, venus d'Orient, pour le commerce (Jaradat, 2011).
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Figure 1 : Répartition de la distribution des différentes espéces du genre Phoenix '

dans le monde (Barrow, 1998 ; Henderson, 2009).

1.2. Répartition géographique dans le monde

L’aire de culture traditionnelle ou historique du palmier dattier potentielle se trouve
dans les zones arides et semi arides chaudes de I’Ancien Monde, a une latitude comprise
entre 15°N et 35°N (Figurel) (Zohary et al. 2012). L'Espagne reste le seul pays d'Europe a
produire des dattes principalement dans la célébre palmeraie d'Elche, située a 1'Ouest
d'Alicante a 39° Nord. Le palmier dattier est également cultivé a plus faible échelle au

Mexique, en Argentine, en Australie (Matallah, 2004), ‘ainsi qu’au Niger (Jahiel, 1996).

Iy
I 4
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Aux Etats-Unis d'Amérique, le palmier dattier fut introduit au XVIII*™¢ siécle mais sa
culture n'a débuté réellement que vers les années 1900 avec l'importation des variétés
algériennes, en particulier Deglet Nour, et des variétés Irakiennes (Hilgeman, 1972 ;

Bouguedoura, 1991 ; Matallah, 2004).
1.3. Répartition géographique en Algérie

Le Palmier dattier constitue une particularité écologique et agronomique tres
importante pour les régions du Sud Algérien, ou les autres cultures sont difficiles a pratiquer
en absence de cette arbre. Il est une source fondamentale pour 1’alimentation des populations

oasienes (Djouab, 2007).

Le Palmier dattier en Algérie est cultivé au niveau de 17 wilayas seulement, pour une
superficie del70000 hectares (FAOSTAT; 2012). Cependant 04 principales wilayas
représentent 83,6% du patrimoine phoenicicole national : Biskra 23%, Adrar 22%, El-oued

21% et Ouargla 15%.

Ce tableau montre que sur un nombre del13.50 millions de plantes cultivées, 69,4% sont

productives.

-
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Tableau 1: Le nombre de palmiers dattiers en Algérie. (FAOSTAT, 2012).

Wilayas Deglet Nour Ghars et analogue | Deglat Beida et | Total Palmier | Nombres de
(dattes finies) (dattes molles) analogues dattier palmier
(dattes séches)
Adrar 0 0 2 150 904 2904 150 2 860 071
Laghouat 87470 7 650 11580 27 700 12 580
Batna 700 3900 21270 25 870 25330
Biskra 1 964 640 436 530 748 200 3149 190 53802012
Bechar 5650 0 0 770 030 360 150
Tamanras 2 940 0 0 417 140 167 760
Tebessa 49 550 49 550 10 650 68 970 25200
Djelfa 2610 860 210 03 680 1610
M’sila 0 0 18 000 018 000 14 000
Ouargla 1 092 330 783 850 193 130 2 310 069 1 130 667
Illizi 2250 16 340 73 030 91 620 49 930
Tindouf 350 24 340 0 24 600 3200
El- Oued 1 884 030 703 330 296 300 2 660 883 2 580238
Khenchla 21290 44 8300 7370 73 460 51040
Naama 0 19 600 2 600 22 200 15250
Ghardaia 377 100 154 400 378 900 910 400 631 600
El- Bayadh 0 45 900 0 193 130 22 500
Total 3559930 1 660 761 4048 710 1350588 9300 330

-
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2. Importance socio-économique

Le Sahara représente 90% de la superficie d’ Algérie. Le secteur palmier dattier joue un
role trés important dans les oasis des régions désertiques tant sur le plan socio-économique
que sur le plan écologique. En conséquence, il est en quelque sorte 1’axe principal de
I’agriculture et assure la principale ressource financiere des oasiens. En effet les dattes ont
représenté¢ un fruit providentiel pour I’alimentation aussi bien humaine qu’animal. Leur
succes sur une aussi longue période s’explique par les qualités nutritionnelles de ces fruits
particuliérement riches en sucre et en minéraux (Benchelah et Maka, 2008). Plusieurs
produits sont confectionnés a base de dattes telles que la farine, le sucre, la confiture, le

vinaigre et I’alcool. ..

Les graines de dattes sont utilisées pour I’alimentation de bétail. Elles peuvent étre
utilisées comme source d’huile (qui a des propriétés antioxydantes de valeur en cosmétiques),
comme un substitut du café (Banat et a/., 2003; Barrevelt, 1993; Lecheb, 2010). Les matiéres
grasses des noyaux ont ¢té testés pour l’activité bactérienne contre certaines bactéries

pathogenes a gram négative et a gram positive (Metaoui et a/., 2013).

Les palmes (séches ou vertes) sont utilisées pour la confection des corbeilles, ou
comme palissades pour la délimitation des concessions. Pour lutter contre I’ensablement des
cuvettes des phoeniculteurs utilisent les palmes pour la réalisation de brises vent dans les

zones menacées (El Oued).

Aujourd’hui, le potentiel phoenicicole est évalué a plus de 18 millions de palmiers
dattiers sur une superficie de plus de 150 000 ha, assurant une production annuelle qui
dépasse les 7 millions de quintaux, sans oublier les produits dérivés du palmier qui

contribuent également au développement de 1'économie(INPV, 2014).
3. Importance écologique

Dans le Sahara Algérien, les écosystémes oasiens englobent une multitude de formes de
vies animales et végétales indispensables pour le maintien et la survie des populations dont le

palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) qui est une espéce arborescente connue pour son

-



Données bibliographiques

adaptation aux conditions climatiques tres séveres des régions chaudes et seéches (Ghazi et

Sahraoui ,2005).

L’importance qu’occupe le palmier dattier dans la société est dii au réle que joue cette
plante dans le systeme oasien, elle favorise le développement d’un microclimat propice a la
culture d’arbres fruitiers, maraichere, fourragere et céréaliere. Le palmier dattier constitue

ainsi, le pilier sur lequel repose tout le systéme oasien.

Le systéme de production phoenicicole permet de conserver les vallées en tant
qu’espace vivable pour les étres humains et pour les animaux grace a la capacité du palmier

de créer un ombrage et de protéger le sol d’un trés fort ensoleillement.

4. Taxonomie du palmier dattier

4.1. Position systématique

Le genre Phoenix appartient a la famille des Arecaceae (anciennement, Palmaceae)
comprend environ 2500 especes (Dransfied et al., 2008). Le Palmier Dattier est une espece
appartenant au genre Phoenix qui comprend douze (12) espéces botaniques selon (Munier,

1973) et (Moore, 1973). Sa position systématique €tait donnée comme suit :

Le palmier dattier a été dénommé Phoenix dactylifera par Linné en 1734 (Munier,
1973). Le terme Phoenix proviendrait de phoinix, nom du dattier chez les Grecs de
I’ Antiquité qui le considéraient comme I’arbre des Phéniciens (Munier, 1973 ; Linné, 1753).
Le terme dactylifera L. fait référence au doigt, dactylus en latin, dérivant de dachel en

hébreu, (Popenoe, 1938) en raison de la forme des fruits et a fero, « qui porte » en latin.

La classification botanique du palmier dattier d’apres Munier (1973), Cronquist (1981)
et L’APG IIL:

-



o Classification de MUNIER 1973

Embranchement
Sous-embranchement
Classe

Groupe

Famille

Sous-famille

Genre

Espece

e Classification de CRONQUIST 1981

Regne

Sous regne
Division
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Sous-famille
Genre
Espece

e Classification phylogénétique 2009

Regne
Clade
Clade
Clade
Clade
Clade
Clade
Clade
Genre
Espece
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Phanérogame.
Angiosperme.
Monocotylédones.
Phoenocoides.
Arecaceae.
Coryphoideae.
Phoenix.

Phoenix dactylifera L.

Plantea.
Tracheobionta.
Magnoliophyta.
Liliopsida.

Arecidae.

Arecales.

Arecaceae.
Coryphoideae.
Phoenix.

Phoenix dactylifera L.

Plantae.
Tracheobionta.
Magnoliophyta.
Liliopsida.

Arecidae.

Arecales.
Commelinidees.
Coryphoideae.
Phoenix.
Phoenixdactylifera L.
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4.2. Diversité Variétale

4.2.1 Genre Phoenix

Le Palmier dattier, bien que souvent considéré comme un arbre, est une
monocotylédone arborescente de la famille des Arecaceae (Palmae). Le genre Phoenix
comprend 14 especes réparties dans les régions tropicales et subtropicales de I’ Ancien Monde
(Figure 1) (Barrow, 1998 ; Govaerts and Dransfield, 2005 ; Henderson, 2009). Le dattier est
la seule espece du genre a étre cultivée pour ses fruits. Phoenix sylvestris est cultivé pour sa
séve transformée en sirop ou sucre (Chowdhury ef al., 2008 ; Newton et al., 2013) et d’autres
especes sont cultivées par ’industrie horticole (notamment P. canariensis et P. roebelenii)
toutes les autres sont exploitées pour I’alimentation humaine et animale et la construction

(Barrow, 1998).

Les especes du genre Phoenix sont proches morphologiquement, parfois difficiles a
distinguer (Pintaud ef al., 2010). Par exemple, il existe peu de caracteres permettants de
différencier P. dactylifera de P. theophrasti (Barrow 1998) et de P. atlantica (Henderson et
al,. 2006). 1l n’existe pas ou peu de barrieres reproductives entre les especes, leur intégrité
ayant €té maintenue par isolation géographique ou écologique. Le genre Phoenix forme donc
un complexe d’espéces qui peuvent s hybrider entre elles comme c’est souvent le cas chez les
arbres fruitiers le cerisier (Tavaud, 2004, amandier ; Kester, 1991). En culture, la plupart des
hybrides existent. Dans les zones de sympatrie, il existe également des hybrides
interspécifiques (Munier, 1973). Le dattier s’hybride en effet avec P. sy/vestris en Inde et au
Pakistan, avec P. reclinata au Sénégal (Munier, 1973) et avec P. canariensis dans les iles
Canaries (Gonzales et Pérez, 2004). Cependant, ces zones de sympatrie ne sont peut-étre pas
naturelles, mais plutt anthropiques du fait de la diffusion du dattier en dehors de son aire de
distribution originelle. Ainsi, on ne sait en fait que peu de choses sur I’hybridation

interspécifique dans les zones de sympatrie naturelle (Gros et Balthazard, 2013).
4.2.2. Espéce Phoenix dactylifera L

Le Palmier dattier est une espece hybride en effet, ce que ’on appelle variétés ne sont
en réalité¢ que des races non fixées ou phénotypes (Munier, 1973). Plusieurs définitions ont

été abordées sur la notion variété. Selon Bouguedoura (1991), la notion de variété repose
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essentiellement sur les caractéristiques du fruit, le concept ne peut s’appliquer qu’aux

individus femelles puisqu’ils sont les seuls a en produire.

Par contre Toutain (1972), définit le palmier comme une espece dioique comportant des
sujets males et femelles ne se reproduisant pas fidelement par graine ; les semis de noyaux
donnent des sujets femelles, les qualités du fruit, principalement, caractérisant la variété, par
contre le male ne portant pas de fruit, sa classification varictale est impossible. Par ailleurs,
Gaunand et Ndjondo (2009) ont défini la variété, comme la subdivision naturelle d’une
espece avec des caractéres morphologiques distincts sélectionnés sur la base de

I’homogénéité phénotypique (Absi, 2013).

Les travaux d'inventaire variétal, réalis€s sur 70 zones aupres 14 régions, ont montré
que les palmeraies algériennes conservent encore une diversité importante (Douani et

Khengaoui, 2007 in Absi, 2013).

Les variétés les plus importantes, sur le plan économique, sont :

A DEst la variété « Deglet Nour » dont la qualité des dattes dépasse les frontieres.
D’autres variétés dites communes sont de moindres importances «Ghars», «Degla Beida» et

«Méch-Degla» (Absi, 2013).

A I’Ouest la variété Takkerbucht », est la plus résistance a la fusariose de dattier ou
bayoud. A coté des cultivars femelles reconnus, il existe de nombreux francs issus de semis.
On leur donne le nom de khalt (mélange), Sair ou Dgouls selon la zone phoenicicole

(Bousdira, 2007 in Absi 2013).
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5. Morphologie palmier Dattier

Figure 2 : Représentation schématique du palmier dattier (Munier, 1973).

5.1. Appareil Végétatif
5.1.1. Systéme racinaire

Le systeme racinaire du dattier fasciculé (Figure 2), les racines ne se ramifient pas et
n'ont relativement que peu de radicelles. Le bulbe, ou plateau racinal, est volumineux et
émerge en partie au-dessus du niveau du sol (Munier, 1973). Selon Djerbi (1994), le systeme

racinaire du palmier dattier présente, en fonction de leur diametre, trois types de racines :

.
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Racines de ler ordre : ont un diametre entre 7 et12.5mm.
Racines de 2eme ordre : la moyenne de leur diamétre est de 3.5mm.
Racines de 3eme ordre : leur diametre est de quelques dixiemes de millimetres

al.Smm.

Mais, selon Peyron (2000), les racines du palmier dattier sont divisés en quatre zones
selon la profondeur : -
Zone 1 : Racine respiratoire (0-20cm). -
Zone 2 : Racine de nutrition (20-100cm). -

Zone 3: Racine d'absorption, qui peut atteindre une grande profondeur de 1 a 2 metres.

Zone4 : Racine du faisceau pivotant qui va au-dela de 2 métres.
5.1.2. Le stipe

Le tronc cylindrique appelé stipe est vertical de longueur variable, pouvant atteindre
30m de haut .1l est composé de paquets vasculaires durs et fibreux cimentés ensemble dans
une matrice de tissu cellulaire qui est beaucoup plus lignifié preés de la partie externe du

tronc, sa circonférence moyenne est comprise entre 1 et 1.10 m (Zaid et al., 2002).
5.1.3. Le rejet

Le rejet est une jeune pousse du végétal, qu’il est possible de planter pour obtenir un
nouveau palmier conforme au plant mere. Celui-ci sera choisi par ’homme parmi une

sélection des meilleurs palmiers (Sbiaia ,2011 in Berrichi, Azzoug, 2014).
5.1.4. Les gourmands

Un gourmand est une branche secondaire qui se développe sur la branche principale
d’une plante. 1l faut généralement les supprimer car comme leur nom l’indique, ils sont

gourmands et épuisent inutilement la plante.

.
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5.1.5. Les palmes

Ce sont des feuilles composées pennées. Les folioles sont régulierement disposées en
position oblique le long du rachis, les segments inférieurs sont transformés en épines. En
général, les premieres folioles situées au-dessus des épines sont plus longues que celles
situées a l'extrémité supérieure de la palme. A l'extrémité inférieure de la palme, le rachis
s'élargit pour former le pétiole s'insérant directement sur le tronc. Les palmes sont issus du
bourgeon terminal chaque année, les palmes en apparaissent de 10 a 20 jusqu'a 30 palmes.
Un palmier adulte, en bon état de végétation, peut avoir de 100 a 125 palmes (Munier, 1973).
Selon Djerbi (1994). Ce nombre peut arriver jusqu'a 150 palmes. Durant la vie du palmier
dattier, on divise les feuilles en trois types : feuilles juvéniles, semi juvéniles et adultes

(Bouguedoura, 1991).

5.2. Appareil reproducteur

5.2.1. Organes floraux

Le palmier dattier étant dioique, les fleurs males et femelles sont portées par des
individus différents, il est nécessaire d’attendre 6 a 8 ans I’induction des premieres floraisons
pour connaitre le sexe des plantes (Aberlenc-Bertossi, 2012). La différentiation
morphologique entre ces organes est extrémement précoce puisque celle-ci est déja marquée
lorsque I'inflorescence ne mesure que 10 mm de longueur, avant méme que n’intervienne la
différentiation sexuelle des fleurs (Daher, 2010). La différence entre pieds males et femelles

pourrait étre remarquée morphologiquement.

L’inflorescence femelle présent une élongation marquée du pédoncule ainsi qu’une

bilatéralisation. L’ inflorescence et les €pillet sont plus longs. (Figure 3).

L’inflorescence male a une forme conique (Figure 3) et le nombre de méristémes

floraux est plus élevé sur les épillets.

.
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(b)

Figures 3 : Inflorescences femelle (a) et male (b) du palmier-dattier (Bezato, 2013).
5.2.2. Le fruit

Ce sont des baies a une seule graine « noyau ». Il est constitu¢ d’un mésocarpe épais et
charmu recouvert d’un épicarpe tres fin. Aprés fécondation un seul carpelle se développe
pour donner le fruit. Ce dernier appelé¢ datte est une barre a baie a une seule graine
« Noyau ». La maturation est longue, elle débute vers les mois de mars-avril, tandis que la
récolte commence en octobre, dans le nord du Sahara. Dans les oasis du Sahara central on
cueille les premieres dattes, dés le mois d’aout, et méme en juillet. (Benchelah et Maka,

2006).

6. Bayoud

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.), malgré sa résistance a tous les facteurs
abiotiques, est menacé par la fusariose vasculaire (le Bayoud), une maladie cryptogamique
causée par le champignon tellurique Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis (Killian et Maire,
1930). Cette maladie existe depuis plus d’un siécle en Afrique du nord, elle est apparue avant
1870 dans la Draa, une grande palmeraie qui s’étend sur 300 km dans le sud du Maroc. Les
données épidémiologiques (Toutain, 1965) montrent de nouvelles occurrences de la maladie
tant dans les parties occidentales et orientales du Maroc quelques années plus tard, 1’oasis

occidentale de I’ Algérie a été atteinte des 1898 (Tantaoui et al., 1996). Elle a détruit plus de
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12 millions de palmiers au Maroc, parmi les variétés les plus nobles de bonne qualité dattiere
destinées essentiellement a la commercialisation (Tantaoui et Fernandez, 1993).En Algérie,
elle a ravagé 3 millions d’individus (Djerbi, 1998) et se propage d’Ouest a ’Est d’une fagon
inexodde. Ce fléau épidémique continue toujours de sévir et touche 4% a 8% de la population

phoenicicole (Djerbi, 1982 ; Djerbi et al., /985 ; Hakkou et Bouakka, 2004).

Les palmeraies de ’Est Algérien et de la Tunisie se trouvent aujourd’hui menacées
d’autant plus que ce sont les centres de production de la Deglet Nour (Idder-Ighlili et al.,

2013).

Un des premiers symptdmes externes typiques d’une attaque de Bayoud est un
dessechement et un blanchiment unilatéral d’une ou plusieurs palmes (Figure 4 a), (folioles et
rachis) au niveau de la couronne moyenne du palmier. Ce symptdme est a I’origine du nom
de la maladie, Bayoud dérivant du mot arabe abyed qui veut dire blanc, et de la ‘forme
spéciale du Fusarium oxysporum qui en est responsable, albedinis, tiré du latin albus (blanc).
Le dessechement se généralise ensuite a toute la palme qui prend un aspect typique de
« plume mouillée » et s’incline vers le stipe. Les mémes symptdmes apparaissent ensuite sur
les palmes voisines, puis I’attaque se généralise a I’ensemble du palmier qui dépérit
rapidement (Figure 4 b). Mais les symptdmes ne sont pas toujours aussi typiques et il est déja
arrivé de confondre une attaque de Bayoud avec un dessechement da a un stress hydrique. 11
faut donc procéder a ’examen approfondi des plants malades pour localiser et identifier le

parasite.

.
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Figure 4 : Les ravages du Bayoud sur le palmier dattier

(a) - Premiers symptdmes du Bayoud.
(b)- Stade final de la maladie.

L’agent responsable est le Fusarium oxyporum f.sp albedinis, champignon imparfait. 1l
se trouve dans le sol est fait partie de la mycoflore. Il pénétre dans la plante et migre dans les
vaisseaux libéro-ligneux. Il se maintien trés longtemps dans les palmiers bayoudés, méme

morts. Il n’a pas de traitement curatif (Bounaga et Djerbi, 2009).

Les méthodes de lutte, qu’elles soit chimique (traitement par des fongicides
systémiques) ou culturales, sont révélées inefficaces. Seules des mesures prophylactiques et
une surveillance phytosanitaire ont permis de ralentir la progression de la maladie (Aid et a/
1994 ; Tirichine, 2006).ainsi que 1’utilisation de cultivars résistants pour le repeuplement des
palmeraies décimées (Benkhalifa, 2006) mais des études ont montré que la plupart des
variétés présentant un niveau €levé de résistance produisent, hélas, des dattes de qualité
médiocre. Un trés important travail de sélection doit donc étre entrepris afin d’obtenir des
palmiers réunissant a la fois de bonnes aptitudes agronomiques, une production dattiere de

qualité et une résistance au Bayoud satisfaisante.
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7. Mode de multiplication du palmier dattier

Le palmier dattier peut étre propagé naturellement par deux maniéres : la multiplication
par semis (voie sexuée) et la plantation de rejets (voie asexuée). L utilisation des techniques
de culture de tissu est une troisieme méthode récemment développée, qui est maintenant

adoptée par les laboratoires commerciaux avancés (R. Raj Bhansail, 2010).
7.1. Multiplication par semis

La technique de multiplication par semis est la méthode ancestrale, utilisées par les
phoeniculteurs qui a permis d’obtenir les variétés existantes, cependant cette multiplication
est infidele vu que il y a disjonction des caractéres des parents, donc elle ne permet pas de

reproduire les qualités du pied mére (Bouguedoura, 1991).

La culture de semis donne une méme proportion de descendants males et femelles.
Indiscernable avant la floraison soit 10 ans de culture aprés le premier semis (Nixon et fur,
1965, Tisserat, 1979 ; Barton et Blake, 1989) alors on sait que dans une palmeraie en

production, un seul arbre male suffit pour féconder 50 arbres femelles (Bouguedoura, 1991).

Cette technique de multiplication est utilisée comme méthode traditionnelle dans les
programmes d’amélioration génétique, en vue de créer de nouveaux hybrides et comme outil

pour étudier les descendants des croisements et évaluer 1’hérédité des caracteres.
7.2. Multiplication par rejet

La multiplication des palmiers dans une palmeraie se fait presque exclusivement de
facon végétative, par bouturage a partir des rejets qui se forment spontanément a la base des
stipes. Ces rejets sont identiques aux palmiers meres du point de vue génétique — ils en
constituent des clones et sont par conséquent choisis selon les caractéristiques des premiers.
Naturellement, les criteres de sé€lection concernent le plus souvent la qualité des fruits mais
peut également considérer d’autres traits comme la résistance aux maladies ou I’adaptation
aux conditions agro-écologiques locales. Une palmeraie traditionnelle constitue de nouveaux

cultivars et ainsi augmente la diversité génétique de la plantation.

.
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7.3. Multiplication de la pheencultur in vitro

C’est le botaniste autrichien. Haberlandt qui en 1902 formule le premier les idées sur
lesquelles reposent les cultures de tissus. Il s’est demand¢ si les cellules somatiques étaient
véritablement vouées a la mort ou si celles-ci n’étaient pas dues a une sorte d’intoxication
que les cellules subissent a I'intérieur de I"organisme. 11 était donc nécessaire d’isoler les
cellules et de rechercher si on pouvait ainsi leur permettre de survivre et méme de se

multiplier.

La multiplication in vitro trouve son fondement dans le concept de totipotence
cellulaire, énoncé par Haberlandt : la cellule, unité morphologique et physiologique de 1’étre
vivant est capable d’autonomie. Elle posséde toute I’information génétique nécessaire pour
régénérer la plante entiére, a condition de créer les conditions favorables a son

développement.

En 1902, Haberlandt avait mis en culture des cellules végétales (quelques petits amas)
mais il avait échoué a les faire se diviser. Il faudra attendre 1935 pour que, grace aux travaux
de Went et Thiman sur 1’auxine, le professeur Gautheret obtienne en France pendant
quelques mois la multiplication de cellules cambiales de saule en introduisant des auxines
dans le milieu. En 1939, White aux Etats-Unis obtient des cultures indéfinies de tabac, de
méme Gautheret (1945) d’une part et Nobecourt (1943) d’autre part, publiaient en France
leurs travaux sur les cultures de tissus indéfinies, c¢’est-a-dire de cals non différenciés en

organes, sur les tissus de carotte.

Une nouvelle étape, tres importante, de la multiplication végétative in vitro consistera
ensuite a régénérer des plantules a partir d’apex mis en culture. En 1946, partant d’apex, Ball
(Ball, 1949) aux Etats-Unis obtient quelques plants de lupin et de capucine, tandis que
Wetmore et Morel régénerent des fougeres en 1949. A la méme époque, les travaux de
Limasset et Cornuet (1949) en France démontrent ’absence de particules virales dans les
méristémes d’apex de tabac virosé. En 1952, Morel et Martin (1952) réussissent la culture de
méristémes apicaux de tiges leur permettant d’obtenir la régénération de plantes entieres
saines. Ils travaillent sur le dahlia. Ce premier succes sera confirmé peu apres par Morel sur

la pomme de terre en 1955.

.
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Une troisieme étape de la multiplication in vitro est franchie lorsqu’en 1958, Steward et
ses collaborateurs obtiennent des plantes entieres a partir de suspension cellulaire de carotte
et signalent également I’initiation et le développement d’embryons somatiques a partir de

cellules de carotte cultivées in vitro.

Une meilleure connaissance du réle des hormones de croissance dans les phénomenes
d’organisation de cultures cellulaires permettra aux techniques de multiplication in vitro
d’acquérir d’importants développements (Went, 1927 ; Sussex, 2008). Grace a une balance
hormonale adaptée. 1l est possible d’induire une organogenese déterminée a partir d’explants

trés différents.

La preuve irréfutable de la possibilité de régénération a partir de cellules végétales
somatiques fut, sans aucun doute I’obtention en 1965 d’une plante entiére a partir d’une
cellule isolée de culture de tissus par Vasil et Hildebrandt. En 1971, Takebe, Labib et
Melchers obtiennent une plante entiere a partir d’'un protoplaste isolé de mésophile de

feuilles.

Dés lors, toutes les données de base sont connues ou du moins maitrisées, pour
multiplier a I’infini n’importe quelle plante. Ainsi peu avant 1970, les premiers laboratoires
commerciaux voient le jour aux Etats-Unis et en Europe. Leur capacité de quelques dizaines
de milliers de plantes par an suffit pour satisfaire les besoins horticoles. Ces premiers
laboratoires artisanaux consacrés a des plantes de haute valeur ajoutée, se transformeront
quelques années plus tard en usines a fabriquer des plants de faible valeur. Le réle de
I’Europe dans cette évolution fut primordial. La technique représente donc sans contexte un
outil puissant aux perspectives industrielles et économiques importantes (Margara, 1982 ;

Boxus, 1995; Semal, 1998; Skirvin et al., 2000) .

Actuellement de nombreux laboratoires privés de micropropagation existent
principalement dans les pays d’Amérique latine et d’Asie. La multiplication végétative par
culture in-vitro ou micropropagation présente plusieurs avantages sur les méthodes classiques
dites " conventionnelles "de propagation. Cette technique a rendu possible la multiplication
d'especes chez lesquelles les semences sont rares, ou présentant des difficultés de
germination et/ou dont les techniques de bouturage ou de greffage sont inapplicables, ce qui a

conduit a une plus grande diversité des plantes commercialisées.

.
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Drira (1983) est le premier auteur obtenant une organogenese directe par
développement des bourgeons adventifs et des bourgeons auxiliaires en plantules mais le taux
demeure extrémement faible: puis viennent d’autres travaux dont ceux de Drira et Benbadis
(1985) et Lotfi (1989) sur les jeunes feuilles scoarnec (1991) sur les jeunes feuilles et les
bourgeons végétatifs ainsi que les travaux d’Anjarne et Ziad (1993) sur les bases des jeunes

feuilles.

Deux méthodes sont utilisées a 1’échelle internationale pour la propagation végétative

des espéces végétales notamment le palmier dattier:
7.3.1. L’organogenése

C’est une voie qui permet la production de bourgeons qui sont multipliés et enracinés.

Cette technique est décrite dans les travaux de poulain et a/, avec Rhiss (1979).

Elle consiste a induire la formation et le développement des bourgeons et pousses
adventives sur les tissus de plusieurs types d’explants, elle peut étre directe ou indirecte (El

Hadrami, 1997).

Selon Ait chitt (1989), I’organogenese donne des grevarieter quant a la conformité

génétique de plantes obtenues par rapport a la plante mere.

Cependant elle demeure une technique inefficace sur le faible taux de conformité et la
difficulté d’obtenir des bourgeons sans passer par le cal (Rhiss et al., 1979) Obtiennent les

premiers plantules par organogenese a partir du cceur de rejet.
7.3.2. Embryogenése somatique

L’embryogenese somatique est 1’induction des cellules ou des agrégats de cellules
somatique a se développer en une structure semblable a un embryon a partir duquel se

développe une pousse et une racine (John E et Smith, 2004).

Il existe deux voies pour I'embryogenése somatique:

.
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La premiere est I'embryogenese dite directe ou les embryons sont initiés a partir de
tissus en absence de prolifération de cal. Ceux-ci se produisent a partir des cellules pré-
embryogéniques déterminées (P.ED.C) ou les cellules sont déja engagées dans un
développement embryogene et elles ont besoin seulement d'étre libérées (Piatti, 1988 ;
Rouget, 1989). Elles semblent préexister dans les tissus de certains explants comme les

embryons immatures ou les fragments de trés jeunes plantes (Saadi, 1991).

La seconde est I'embryogenése somatique dite indirecte, qui est induite apres une phase
de multiplication cellulaire. Cette prolifération permet la formation de cals ou de suspensions
cellulaires embryogenes qui induiront la néoformation des embryons somatiques. Se sont ces

derniers qui se développent en plants (Khelifi, 2012).

Chez le palmier dattier la recherche entreprise dans les années 70; Schroeder (1970),
Reuveni et al 1972, Bougdoura (1979) sur les fragments de cceur de rejet n’ont pas permis la
formation d’embryons somatiques. Ce n’est qu’a partir de "année 1979 que Lissernd obtient
les premiers résultats d’embryogenése somatique a partir de bourgeons latéraux de cceurs de
rejets. Puis de nombreux travaux utilisant divers méthodes furent rapporté (Shorma et a/.,
1984 ; Yakoub- Bougdal, 1984 ; Abotnil, 1986 ; Mater, 1986 ; Lachqer Sillou, 1989 ; Saka et
Abed, 1989 ; Fergani, 1998 ; Yatta, 2007 ; Mousouni, 2008) sur le fragment de coeur de rejet,

le tableau 2 représente les travaux les plus importants :

.
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Tableau 2 : Les principaux travaux de culture in vitro (embryogenese somatique) sur

le palmier dattier

Auteurs

Explants

Résultats

Reuveniet al., 1979

Embryons zygotyques entiers

Obtention de cals embryogenes

Bouguedoura, 1979

Apex, bourgeons axillaires, stipe, et

Formation de plantules

rachis
Reynolds et Embryons excisés de noyaux Proembryon
murachige, 1979 immatures

Tisserat, 1979

Embryons excisés de graines apex,
bourgeons axillaires, fragment de
rachis ainsi que des inflorescences

Formation de plantules

Embryons zygotiques immatures,

Formation de plantules

Mater, 1986 )
fragments, de coeur de rejets
Sharma et al., 1984 et | Apex, bourgeons axillaires, explants Formation de plantules
1987 foliaires de vitro plants
Yakoub-bougdal 1984 Ape'xz bourgeons auxillaires ,Formatlon d’inflorescences et
Meritémes, Apex, bourgeons étude des phytochromes, dosage
et 1986 Dt .
axilaires de ’ADN
Daikh et demarly, Explants foliaires de vitro-plants Formation de plantules
1987

Daguin et letouze,
1987

Tissus de coeur de rejet

Formation de plantules

Lachger sillou, 1989

Tissus de coeur de rejets, Embryons
zygotiques

Formation de plantules

Loutfi, 1989

Jeunes inflorescence male et
femelles

Formation de plantules

Scoarnec, 1991

Tissus de coeurs de rejets

Formation de plantules

Chabane, 1995

Apex, bourgeons axilliaire, stipe, et
rachis, feuilles de cceur de rejets

Formation des plantules a partir
d’apex, et de feuilles de coeur
de rejets

El Hadrami et baaziz,
1995

Tissus de coeur de rejets

Formation de plantules

Fergani, 1998

Apex, bourgoens axilliaire, stipe,
jeunes feuilles

Formation de plantules

Yakoub-bougdal,
2005

Apex, bourgeons axillaires

Formation d’inflorescences et
étude comparative entre le
Palmier Dattier voir Deglet

Nour et une dicotylédone
I’olivier Chamlal

Chukwuemeka et al .,
2005

Tissus de coeur de rejets

Formation de plantules

Yatta, 2007

Tissus de coeur de rejets

Formation de plantules

Moussouni, 2008

Etude de I’embryogénése zygotique

Formation de plantules

.
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7.3.2.1 Variation Somaclonale

Le terme de variation somaclonale a été évoqué pour la premiére fois par Larkin et
Scowcroft (1981). Ces deux auteurs, lors de la mise au point d’un test de résistance de la
canne a sucre a un pathogene, faute de plants sensibles disponibles, utiliserent des clones
régénérés in vitro a partir de parents sensibles. Ils constatérent alors que certains des plants
s’avéraient résistants, alors qu’ils n’avaient précédemment pas été en contact avec le
pathogene. Apres avoir remis en cause la fiabilité de leur test, puis, a la suite de nombreux
contrdles, ils durent admettre que la résistance des vitroplants avait été acquise au cours du
processus de régénération a partir de cultures cellulaires. Ils démontrerent ainsi que la culture
de tissus végétaux induisait des modifications phénotypiques a une fréquence beaucoup plus
élevée que celle observée naturellement et baptiserent ce phénomene variation somaclonale.
Depuis, ce concept a été élargi a ’ensemble des altérations génotypiques et phénotypiques
intervenant lors des processus de propagation tissulaire (Kaeppler ez al., 2000).

De tels phénoménes ont été décrits chez la plupart des especes régénérées par culture in
vitro, comme le café (Etienne et Bertrand, 2003), la pomme de terre (Joyce et Cassells,
2002), le bégonia (Bouman et De Kler K, 2001), la banane (Peraza-Echeverria ef al., 2001)
ou bien encore le pin de Norvege (Fourré ef al., 1997) ou le concombre (Filipecki ef al., 2006
; Ladyzynski ef al., 2002). En effet, la régénération d'individu complet a partir d'un simple
échantillon tissulaire (l'explant) est une caractéristique des plantes. Cette “ totipotence ” des
cellules végétales (concept proposé par Haberlandt au début du 20éme siecle) a largement été
employée par I'homme depuis l'apparition de l'agriculture (bouturage, greffage...), mais la
maitrise des procédés biotechnologiques a permis de l'exploiter sur un trés grand nombre
d’especes jusque-la réfractaires. Cependant, ces techniques, en réorientant la destinée
cellulaire entrainent des déreglements d'ordre génétique, cytogénétique ou bien moléculaire
(Peschke et Phillips, 1992), se traduisant généralement par des altérations phénotypiques
chez les individus régénérés ou plus tardivement dans la descendance.

Dans un contexte d'amélioration variétale, ces mutants peuvent, s'ils s'averent stables
dans le temps, présenter de nouvelles caractéristiques pouvant intéresser les sélectionneurs,
comme une meilleure adaptation a des conditions environnementales extrémes (sécheresse,
basses températures, salinité) ou bien encore des résistances a certains pathogenes (insectes,

champignons, bactéries), (Jain, 2001 ; Duncan, 1997). Cependant I'utilisation des variations
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somaclonales comme source de diversité reste limitée, du fait de la rareté des variantes a

performance agronomique accrue.

8. Culture de cellules et de protoplastes

8.1. Suspension cellulaire

Le terme suspension cellulaire est souvent utilis¢é pour décrire les cultures en

suspension de cellules individuelles et d’agrégats cellulaires (Augé et al., 1989).

Les suspensions constituent un outil de choix : pour toutes les études physiologiques
biochimiques et enzymologiques sur la nutrition et le métabolisme de cellules privées de
corrélation, pour la production de métabolites secondaires (Steck et Pétiard, 1985) et pour la

micropropagation des especes.

La suspension cellulaire est utilisée pour faire croitre des cellules hors de leur
organisme (ex vivo) ou de leur milieu d'origine, mais de maniere a conserver les fonctions
spécifiques de chaque tissu, dans un but d'expérimentation scientifique ou de fécondation in

Vitro.

Les suspensions cellulaires en milieu liquide furent 1’objet d’une description précise
pour la premiére fois dont le brevet est déposé par I’entreprise Pfizer et Co, en 1956, sur
I’obtention de suspensions cellulaires végétales a partir de différents types d’explants et de

différentes especes (Donnez et al., 2010).

C’est a partir d’'une suspension de carotte que Steward et al., (1958) et Reinert (1958)
ont mis en évidence le phénomene d’embryogenese somatique. Cette voie permet maintenant
de régénérer de nombreuses especes d’angiospermes et de gymnospermes en milieu liquide
et/ou en milieu gélosé (revues d’Ammirato (1983a) et de Thorpe (1988)). Parmi les
monocotylédones dont la régénération a partir de suspensions a été réalisée avec succes , on
peut citer asperge (Asparagus ossicimalis) (Steward et Mapes, 1971) I'igname (Dioscorea
sspp) (Ammirato, 1978) et le lys (Liluim arboricola) (Krikorian et Kann, 1981) ; chez les
graminges : le millet (Fennistum americanum) (Vasil et Vasil, 1981), le Panicum (Panicum

maximum) (Lu et Vasil, 1981) la canne a sucre (Saccharum officinarum L.) (Ho et Vasil,

.
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1983) le dactyle (Dacylis glomefata) (Gray et al., 1984), le mais (Zea mays) (Vasil et Vasil,
1986), le riz (Oryza sativa L.)(Ozawa et Komamine, 1989) la fétuque (Zaghmout et Torello,
1989) et le blé (Triticum aesfiwum) (Vasil et al, 1999) ; et chez les monocotylédones
pérennes : le bananier (Novak et al., 1989) et le palmier a huile (Elaeis guineesis) (Touchet et

al., 1990 ; Sondhal, 1991).

L’initiation de ces suspensions cellulaires est difficile et requiert beaucoup de temps,
quel que soit le matériel de départ utilisé¢ (fleurs males immatures, embryons zygotiques
immatures ou méristémes en prolifération active in vitro). Une fois établies, ces précieuses
suspensions cellulaires sont sujettes a la variation somaclonale et aux contaminations
microbiennes. De plus, une durée de culture prolongée peut résulter en une diminution, voire
la perte totale, des capacités morphogénétiques des suspensions (Strosse et al., 2003 ; Strosse
et al., 2006). En 1990, une technique de cryoconservation pour des suspensions cellulaires
“idéales” a €té mise au point, comprenant un traitement cryoprotecteur avec 7,5% (v/v) de
DMSO (diméthyl sulfoxyde) pendant 1 heure a 0°C, suivi d’un refroidissement lent (1°C/min
jusqu’a atteindre -40°C) puis de I’'immersion dans 1’azote liquide. Une suspension cellulaire
“idéale” contient une proportion ¢€levée de cellules isodiamétriques, caractérisées par un
noyau relativement grand, de multiples petites vacuoles et de petits granules protéiques et
amylacés. Les suspensions moins “idéales sont plus hétérogenes et contiennent, en plus des
massifs embryogenes, des cellules treés vacuolisées et allongées, ou des cellules a cytoplasme
tres dense mais granuleux ou des cellules avec de gros grains d’amidon et des globules

organisés . Elles sont a fort pouvoir de régénération (Panis et a/., 2000a).

De nombreuses suspensions, notamment de monocotylédones, ont été initiées en vue de
développer les techniques de génie génétique. Vasil et Vasil (1981 et 1991) affirment que les
suspensions embryogénes fournissent les seules cellules dont les protoplastes sont totipotents
chez les graminées, et que les plantes régénérées a partir de protoplastes proviennent des
especes pour lesquelles une suspension embryogene a été préalablement établie. D’autre part,
la souplesse du systeme et la promesse de rendements élevés d’individus génétiquement
identiques ont permis d’envisager la production a grande échelle d’embryons de plantes
difficiles a reproduire par voie sexuée ou pour lesquelles le colt de la micropropagation in
vitro classique est trop élevé (Lutz et al., 1985 ; Nouaille et Pétiard, 1988). Des embryons

somatiques de luzerne ont été produits en bioréacteur, mais leur taux de conversion en plante
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est dix fois plus faible que lorsqu’ils sont issus d’une culture en erlenmeyer (Stuart et al.,
1987). Preil (1991) a cultivé une suspension embryogene de Poinsettia en bioréacteur. Un
nombre important d’embryons d’aspect normal a été produit et la conversion des embryons a
été réalisée avec succes. Toutefois, ’auteur constate que le manque de reproductibilité de la
plupart des procédés de micropropagation embryogene en milieu liquide implique que les

recherches doivent continuer pour leur mise au point.

Les suspensions cellulaires embryogenes sont toutefois d’ores et déja utilisées pour la
transformation génétique ou la fusion de protoplastes de Bananiers (Hannelore Strosse et a/.,
2003). De méme chez le palmier dattier, des plantes ont été obtenues par fusion de

protoplastes de deux cultivars issus des suspensions cellulaires (Chabane et al., 2007).
8.2. Culture de protoplastes

Un protoplaste est une cellule végétale, ou bactérienne, dont la paroi a disparu. Chez les
végétaux, une cellule est normalement composée d'une paroi pecto-cellulosique. Le
protoplaste en lui-méme est limité par sa seule membrane plasmique. Les protoplastes sont
souvent utilis€és en expérimentation végétale. Ils conservent les potentialités des cellules
végétales entieres, en particulier la capacité de reformer la paroi cellulaire voir de régénérer
des plantes par culture in vitro, ’absence de la paroi facilite les manipulations impossibles a
réaliser avec des cellules entieres (Ducreux, 2002). Ils participent activement a la mise en
ceuvre de protocoles visant a élargir la viabilité (Haicour et Sihachakr 1996). L’intérét des
protoplastes, réside dans le fait que ce sont des cellules libres isolées pouvant étre soumises a
des traitements mutagenes permettant de réaliser des modifications génétiques, en vue de

I’amélioration de plantes.

De plus ils ont des domaines d'application tres divers car ils sont obtenus facilement et
l'absence de paroi permet une grande variété de traitements. Toutefois, il est souvent tres

difficile de régénérer une plante compléte a partir de protoplastes.

L'obtention de protoplastes se fait habituellement par digestion enzymatique de la
paroi, grace notamment a des enzymes telles que la pectinase, la cellulase I’hémicellulase. Du
fait de la pression osmotique, les cellules végétales ont normalement une forme spherique. La

suppression de la paroi permet aux protoplastes d'adopter une forme sphérique.
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La digestion a lieu en milieu hypertonique car les cellules végétales, privées de leur
"armature" pecto-cellulosique risquent 1'éclatement. Le milieu d'obtention (liquide) est donc
généralement enrichi en glucides non-métabolisables tels que le mannitol ou l'inositol.
D'autres glucides ou sels minéraux peuvent étre utilisés pour diminuer l'activité de l'eau (voir
également osmose) du milieu extra-cellulaire avec le milieu intracellulaire. La plasmolyse
des cellules végétales permet également de "décoller" la membrane plasmique des cellules de
la paroi. Ceci protege les cellules des fragments de cellulose pouvant perforer le protoplaste

pendant la digestion.

Les cellules ainsi obtenues sont excessivement fragiles. La suspension de protoplastes
est manipulée avec beaucoup de délicatesse car le simple fait d'appliquer un choc sur la boite
ou d'en aspirer le contenu avec une pipette provoque la mort des cellules par déchirement de
la membrane plasmique. Il est possible d'estimer le nombre de protoplastes obtenus dans la

solution grace a un comptage au microscope optique a l'aide d'une cellule de Malassez.

Les protoplastes sont un outil de valeur inestimable pour des études sur la perméabilité
des ions et des solutés (Cornel et al., 1983 ; Rahat et al., 1983), la photosynthése (Chapman
et al, 1983), les phytohormones (Chang et al., 1983), le phytochrome (Kim et a/., 1981) et

I’entretien de la totipotence (Assani et al., 2001).

Les potentialités de I'outil protoplastes sont immenses. L’intérét des protoplastes le
plus cité est leur possibilité de fusionner, de produire des hybrides et des cybrides (Haicour et
Sihachakr, 1996). Ils ont aussi I’avantage de produire des fusions asymétriques (Sihachakr et
al, 1993). C'est-a-dire des hybrides par transfert de génomes cytoplasmiques (mitochondries
et/ou chloroplastes) pour la production des plantes males stériles cytoplasmiques ou pour la
correction d’une déficience chloroplastique. En plus, les protoplastes sont un excellent
systéme pour des études sur la génétique des cellules et méme pour la virologie végétale

(Haicour et al., 2004).
8.3. Isolement de protoplastes

Elle a été mise en point en 1960 sur les racines de plantules de Tomate (Lycopersicum
esculeutun). Néanmoins, c’est en 1968 que I’isolement des protoplastes a partir des plantes a

¢été réalisé sur les parenchymes foliaires du Tabac (Takebe et al., 1968).
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Nagata et Takebe, (1970) ont pu induire la division des protoplastes en culture chez

Nicotiana.

Ultérieurement (Takebe et al., 1971) ont pu obtenir la néoformation de plantes issues
de protoplastes de feuille de Tabac. Ils ont pu ainsi démontré que le fait de priver
momentanément la cellule végétale de sa paroi n’altére aucune de ses capacités totipotentes,
puisqu’il était possible de régénérer des plantes a partir de protoplastes. Depuis cette
obtention s’¢largit a d’autres modeles : la Pomme de terre (Lycopersicum esculeutun)

(Shepard et Toutain 1977 ; Binding et al, 1978).

En ce qui concerne les monocotylédones herbacées, des protoplastes ont été obtenus a
partir de suspensions embryogénes de cellules de riz (Oryza sativa L) (Kyozuka et al., 1987)
de mais(Zea mays) (Prioli et Sondahl, 1989) et de Bl¢ (7riticum aesfiwum) (Vasil et al.,
1990 ; Chang et al., 1991).

Pour les Bananiers, la premiere tentative d’isolement de protoplastes a été réalisée par
Bakery (1984) ; chen et ku (1985). Ce n’est qu’en 1992 que Megia et al, obtiennent une
callogeénese et la régénération de plantes de Bananier & partir de protoplastes isolés d’une

suspension cellulaire est issue d’embryons zygotiques.

En ce qui concerne, la famille des Arecaceae, des protoplastes de cocotier sont isolés
pour la premiére fois par Eeuwens et Blake, 1977. En 1982 Haibon et Kovoor ont réussi a

isoler des protoplastes et a obtenir de micro cals. Ces derniers n’ont pas survécu.

Chez le Palmier a huile (Elaeis guineensis), des protoplastes issus des fragments de
feuilles et des rachis jeunes ou adultes sont isolés pour la premiere fois par Vouyouklis
(1981). 1l a obtenu des protoplastes de bonne qualité sur les rachis et un faible rendement sur
les fragments de feuilles. Cependant il n’a pas obtenu de régénération. Bass et Huges (1984)
ont isolé des protoplastes a partir de suspensions cellulaires de Palmier a huile. Ils ont

mentionné la formation de colonies cellulaires mais n’ont pas parlé de morphogenése.

Quant au palmier dattier (Phoenix dactylifera L.), des protoplastes ont été isolés a partir

d’apex de tiges, de méristemes apicaux ainsi que de cals embryogenes. Les protoplastes issus
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de ces cals ont formé des colonies sur milieu gélos¢. Ces derniéres ont redonné naissance a

des cals, qui n’ont pas survécus (Gabr et Tisserat, 1984).

Chabane et Bouguedoura, (2006) ont isolé des protoplastes a partir des suspensions
cellulaires et de cals nodulaires. Leur étude a permis la production de protoplastes viables en
quantité significative: le rendement moyen et la taille des protoplastes varient selon les

explants et les génotypes.

En Egypte, Aida. Rizkalla et a/., (2007) ont isolé¢ des protoplastes a partir des jeunes
feuilles issues de ramifications des génotypes du cultivar Barhee et Zagloul, a I’issues de ces
travaux ils ont induit les premieres divisions cellulaires, la formation de micro-cals, ’effet de
tolérance a la salinité et la formation de cals avec un meilleur rendement a partir du palmier
dattier. Bougedoura et al., 2008, ont également obtenu des protoplastes viables, qui se sont
divisés en micro cals et en cals mais avec un faible taux de fusion. Yatta D et a/.,, (2013,

2014) ont isolé et cultivé des protoplastes de deux cultivars du palmier dattier.
8.4. Fusion de protoplastes

Ils permettent par exemple de faire fusionner des cellules issues de deux variétés
différentes de la méme espece. Une telle opération permet d'obtenir des hybrides. Par
exemple, la fusion d'une espéce sauvage dite "rustique" (résistante a un stress) avec une
espece d'intérét agronomique permet d'obtenir des individus regroupant les caractéristiques
de résistance et de productivité. Cette stratégie est trés souvent réalisée chez les plantes de la
famille des Solanacées et des Brassicacées. La fusion peut étre favorisée par des agents
chimiques (par exemple le PEG) qui permetent de réduire les répulsions électrostatiques entre

les protoplastes ou par application d'un champ électrique a la suspension de cellules.

La fusion de deux ou de plusieurs protoplastes aboutit a 1’addition totale de trois
compartiments héréditaires : nucléaire, mitochondrial et chloroplastique. Cette addition
accroit le niveau de ploidie (Gleba et al, 1980 ; Melchers et al., 1978 in Demerly, 1985). 1l
existe deux stratégies efficaces de fusion des protoplastes: les méthodes chimiques et la
méthode é€lectrique. La PEG est la substance chimique la plus utilisée pour réaliser la fusion

des protoplastes (Sihachakr, 2002).
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La fusion de protoplastes permet donc la création d’une nouvelle variabilité aprés
réaménagement ou recombinaison des génomes d’especes différentes, parfois trés €loignées
ou incapables de se croiser. Cette méthode est particulierement intéressante dans le cas des
bananiers puisqu’elle permet de contourner les barrieres de fertilité existantes chez cette

plante.
8.4.1. Méthode chimique

La fusion des protoplastes est réalisée par des agents de nature chimique tels que les sels
minéraux ou le polyéthylene glycol: (PEG). La capacité du polyéthyléne glycol (PEG) a
induire la fusion cellulaire a été simultanément découverte par deux groupes de chercheurs en
1974: Kao et Michayluk (1974) au Canada et I’équipe du professeur Erickson (Wallin et al.,
1974) en Suéde (Haicour, 2004). Cette substance « surface active » non ionisée provoque
I’accolement des protoplastes en neutralisant les charges négatives présentes a la surface de la
membrane, conduisant ainsi au contact membranaire. La dilution de cette substance induit des
perturbations au niveau moléculaire provoquant ainsi la fusion des protoplastes (Haicour et
Sihachakr, 1996, Sihachakr, 2002).

Cette méthode est la plus utilisée car elle est simple et efficace ne nécessitant aucun

équipement sophistiqué. Le PEG induit la fusion des cellules d’une maniere non spécifique.
8.4.2. Méthode électrique

L’accolement des protoplastes par voie €lectrique a été mis au point par le groupe
Zimmermann (Zemmermann et Scheurich, 1981). Les protoplastes, placés dans un milieu de
tres faible conductivité, sont soumis par un champ électrique induit par un courant sinusoidal
de haute fréquence (0,5 a 1,5 MHz) et non uniforme crée entre deux électrodes asymétriques,
la répulsion naturelle qui s’exerce entre les protoplastes en raison de leurs charges négatives
de surface, est levée. D’autre part, dans un champ é€lectrique non uniforme les protoplastes se
comportent comme des dipdles électriques et migrent vers les régions de plus forte intensité,
c’est-a-dire au voisinage des électrodes. Cet effet appelé¢ dielectophorese, provoque leur
attraction mutuelle et la formation de chaines de protoplaste entre les €lectrodes, ensuite la

fusion est obtenue par l’application d’un champ électrique, qui est induit par 1’envoi
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d’impulsion de courant continu de fort voltage (1 a 3 Kv/cm), mais pendant une trés breéve

durée de I’ordre de la microseconde (Sihachakr et al., 1994)

.



Materiels et Methodes



Matériels et méthodes

1. Méthodologie

1.1. Entretien et conditions de culture

Durant notre expérimentation, nous avons entretenu des cals embryogene par des
repiquages dans les milieux Py 5 et Myq0. (Figure 5).

Ces cals issus des explants de cceur de rejets déja mis en culture des cultivars Deglet
Nour, Tegaza et Takerboucht, sont utilisés comme matériel végétal (Figure 6). Ces cultivars
ont été sélectionnés par rapport a leur comportement vis- a -vis de la maladie du bayoud:

o Le cultivar «Deglet Nour» sensible au bayoud et réputé dans le marché
mondial pour sa qualité organoleptique. 1l est originaire de Touggourt.

o Le cultivar «Takerboucht» résistant au bayoud et de qualité dattiere moyenne,
provenant de la station INRAA d’Adrar.

o Le cultivar «Tegaza» sensible au bayoud et de bonne qualité dattiere,
provenant de la station INRAA d’Adrar.

L’entretien des cals embryogenes s’effectue sur les milieux nutritifs de base MS (1962)
modifié et additionnés de substances de croissance dont la concentration en 2,4-D est de 100
mg.1", et de picloram a Pios mg.1". Le charbon actif est associé a des concentrations de 200
a3gl". Ces deux milieux (Py2,5 et Mqq0) ont été mis au point par I’équipe palmier dattier du
laboratoire de physiologie végétale de 'INRAA.

S

(@) (b)
Figure S: Repiquage des cals sous la hotte a flux laminaire.
a : Repiquage dans les tubes a essais.

b : Mise en culture dans la chambre de culture.
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1.2. Protocole expérimental

1.2.1 Stérilisation du matériel de culture

Lavage de la verrerie (tube a essai, Erlenmeyer, Eprouvette) avec de I’eau et a ’aide
des produits hygiéniques (détergent, eau de javel), puis ringage avec de ’eau distillée. Ils
sont ensuite stérilisés a ’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

Les instruments a utiliser au cours de la manipulation (pinces, bistouri, scalpel, spatule)
sont stérilisés dans 1’étuve a 180°C pendant 24h puis dans le stérilisateur a bille.

1.2.2 Préparation des milieux de culture (M99, P12 5, Ps)

Les milieux de culture contiennent les éléments nécessaires au développement des
tissus végétaux comme les éléments minéraux, €léments organiques, des régulateurs de
croissance (hormones) et du charbon actif (Annexe 4).

° Les éléments minéraux

Les macroéléments: Il s’agit de six éléments qui interviennent a des concentrations
élevées tels que 'azote (), le calcium (Ca), le potassium (K), le soufre (), le magnésium
(Mg) et le phosphore (P).Ils interviennent dans le maintien de I’équilibre entre les anions et
cations. L’ion F* joue un réle important dans la pression osmotique et 1’équilibre acido-
basique de la plante. Le Mg** entre dans la composition de la chlorophylle .Le Ca* est un
antagoniste des ions K+ et F2*.

Les microéléments: Appelés parfois les oligo-¢léments, leur role est essentiel dans les
mécanismes enzymatiques. Les principaux d’entre eux sont le fer (Fe), le cuivre (Cu), le zinc
(Zn), le manganese (Mn), le molybdene (Mo), le bore (B) et le chlore (Cl), le cobalt (Co), le
nickel (Ni), etc...

o Les éléments organiques

Le sucre : Dans le cas des tissus végétaux placés en culture in vitro, 1’assimilation
chlorophyllienne est insuffisante pour assurer la survie et le développement de I’explant. Dés
lors, on rajoute des sucres, le plus souvent du saccharose aux milieux de culture pour fournir
a D'explant une source de carbone. Ces sucres ont une forte action sur I’embryogenése
somatique de méme que sur la rhizogénése.

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

Les acides aminés : la glutamine et I’adénine sont ajoutés au milieu de culture. Ils ont
un effet sur la prolifération des cals embryogenes et la germination des embryons somatiques.

Le charbon actif: il a la propriété d’absorber les composés phénoliques excrétés par
I’explant et diffusés dans le milieu.
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e Les régulateurs de croissance
Appelés généralement hormones végétales, ils induisent les phénomenes de croissance

et de néoformation des organes. La réussite de la culture in vitro est basée essentiellement sur
un bon équilibre entre les cytokinines et les auxines dans le milieu.

o Agent gélifiant

Les milieux de culture sont solidifiés par I’ajout d’un gélifiant tel que 1’agar et le
phytagel qui jouent un réle dans 1’évolution de la culture.

1.2.3. Stérilisation de milieu de culture (Mo et Py, 5)

Les milieux de culture sont distribués dans des tubes de pyrex de 25x160 mm a raison
de 15 ml de milieu nutritif par tube avec un distributeur automatique (Figure 6) et le P
(liquide) s’effectue de la méme maniere que les milieux solides mais dans des erlens de 250
ml a raison de 25 ml de milieu pour chaque erlenmeyer. Le pH des milieux est ajusté a 5,8
avant leur stérilisation par autoclavage a une température de 120°C et une pression de 1 bar
pendant 20 min.

(@) (b) (c)
Figure 6 : Distribution et stérilisation de milieu de culture.

a : Préparation du milieu de culture.
b : Distribution du milieu de culture.
¢ : Stérilisation du milieu de culture.
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2. Initiation des suspensions cellulaires

2.1. Matériel végétal

Des souches de cals embryogenes de trois cultivars Tegaza (Tgz), Takerbucht (TKB) et
Deglet-Nour (DN) de cals issus des explants de cceur de rejets prélevées des milieux
d’induction (P;; 5 et Myq0) , sont utilisées comme une source végétale pour l'obtention de la
suspension cellulaire.

Tableau 3 : Origine et nature du matériel végétal.

Nombre de Origine Milieu de Nature des cals

souche culture
Aspect et texture Couleur prolifération

DNpqg Touggourt M100 Compact Beige brin ++
DNpqq Touggourt P12.5 Compact Brun foncé +
DNyy, Touggourt M 100 Compact Beige +++
Tgzge Adrar M 100 Compact Beige +
Tgzgg Adrar P 125 Compact Blanche +
Tgzsio Adrar P 125 Compact Blanche +++
TKBgg Adrar M 100 Compact Beige +
TKBg, Adrar M 100 Compact Blanche ++
TKBgg Adrar P 125 Compact Beige +++
TKBg; Adrar P 125 Compact Blanche ++

Prolifération : + faible ++ moyenne +++ rapide.

DN : Deglet Nour, Tgz : Tegaza, TKB : Takerbucht

2.2. Protocole expérimental

2.2.1. Préparation de milieu du culture liquide

L’établissement de la suspension cellulaire nécessite la préparation du milieu liquide Ps
(annexe 4) de base MS contenant 1’auxine picloram a une concentration Smg/l associée a
Img/l de thiamine (vitamine), IPA (cytokinine) et I’ajustement du pH du milieu a 5,8.

2.2.2. Conditions de culture

La suspension cellulaire est réalisée sous la hotte a flux laminaire dont les cals
sélectionnés sont écrasés a 1’aide d’un pilon stérile (Figure7) puis repiqués dans le milieu
liquide. Les érlens sont ensuite placés a ’obscurité a une température de 27°C sur un
agitateur rotatif horizontal a 100 rotations /min. Les cultures sont repiquées tous les 7 a 10
jours sur un milieu liquide frais jusqu’a I’obtention de la suspension.
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(a) (b) (c)
Figure 7 : Les différentes étapes de la Suspensions cellulaires.
a : Mise en culture des suspensions.

b : Placement des cultures sous agitateur et dans 1’obscurité a 28°C.
¢ : Suspension apres 15jours de mise en culture.

3. Isolement des protoplastes

Le procédé d’isolement de protoplastes suivi, est celui du bananier avec certaines
modifications (Assani et al, 2002). Apres macération enzymatique du matériel végétal
utilisé, les protoplastes libérés sont purifiés puis cultivés pour leur régénération en plantes.

3.1. Matériel végétal

Durant notre expérimentation, la suspension cellulaire de trois cultivars Tegaza,
Tekerbucht et Deglet Nour constitue le matériel végétal pour ’isolement de protoplastes.

3.2. Protocole expérimental

3.2.1. Préparation de la solution de la macération

Nous avons entrepris de définir un complexe enzymatique a différentes concentrations
spécifiquement adapté au matériel végétal expérimenté, cela nous a conduit a tester
I’influence de différentes enzymes (cellulase, pectolyase, pectinase, et Hémicellulase) dans
deux solutions enzymatiques a différentes concentrations (SE1, SE2,) afin de solubiliser la
paroi pectocellulosique. Les enzymes sont conservées sous forme de solution congelée a (-
20°C).

Sachant que la paroi des cellules végétales est constituée de pectine et cellulose, la
solution enzymatique doit renfermer au moins une pectinase et une cellulase.

@
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Nous avons préparé deux solutions enzymatiques. Le tableau 4 résume la composition
de ces solutions et met en exergue la concentration des différentes enzymes employées.

Chaque solution est agitée, et ajustée a pH 5,6 puis stérilisée sous la hotte a I’aide d’un

filtre millipore (0,22um) (Figure 8).

Tableau 4 :Composition des solutions enzymatiques testées (mg/l qsp 100ml).

Produits SE1 SE2
Cellulase RS 1,5% | e
Hémicellulase 2% 3%
Pectinase | - 20
Pectolyase Y23 05% | e
CaCl, 0,05% 0.05%
Kcl 3% 3%
MES 0,5g/1 0,5g /1

Figure 8 : Stérilisation de la solution enzymatique sous la hotte a I’aide d’une pompe

millipore (0,22um).

3.2.2. Macération enzymatique

La macération enzymatique est réalisée sous la hotte a flux laminaire. Nous avons pris
15 ml de chaque solution enzymatique a 1’aide d’une pipette, additionnée de Sml de

suspension cellulaire des trois cultivars dans des erlenmeyer fermés avec de I’aluminium

stérile et entourés de parafilm ensuite elles sont incubées a I’obscurité a 27 C a différents
temps (20 h, 36h) avec et sans agitation.
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Figure 9: Les différentes étapes de la macération enzymatique.

3.2.3. Purification des protoplastes

Aprés macération enzymatique le contenu des erlenmeyers est filtré sur une passoire
stérile a travers un tamis métallique (80um). Le filtrat contenant les protoplastes est rincé
avec 15 ml de solution CPW Man-NaCl (annexe 6).

La suspension de protoplastes est ensuite transférée dans des tubes coniques et
centrifugés a 50 g pendant 5 minutes. Le surnageant est jeté, le culot est repris dans 2ml
(10ml) de solution de rincage CPW Man-NaCl. Apres la centrifugation a 50g pendant 5
minutes, le surnageant est éliminé, le culot est repris dans 12 ml de solution de ringage de
saccharose 21%.

Apres la centrifugation a 100g pendant 10 minutes, le ménisque est récupéré en
I’aspirant a ’aide d’une pipette. Apres avoir rincé le culot dans (15ml) de solution de ringage
nous centrifugeons a 50g pendant 5 minutes pour récupérer le culot, ce dernier sera mis dans
Iml de milieu liquide (Ps).

(a) b - (©
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Figure 10: Les différentes étapes de la purification.
a : Filtration des suspensions a travers un tamis métallique (80pm).
b : Ringage des suspensions.
¢ : Centrifugation a 50 g pendant 5 minutes
d : Formation du culot de protoplstes.
e : Pipetages du surnageant.
f : Rajout de ringage de saccharose 21%.

g : Centrifugation a 100g pendant 10 minutes.
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4. Culture des protoplastes

Les protoplastes sont mis en culture dans un milieu nutritif & une concentration de 5 a
8.10° protoplastes/ml. Les protoplastes sont des structures fragiles qui nécessitent des
conditions particulieres pour leur culture. Les protoplastes ainsi isolés sont cultivés sur un
milieu solide Pc M, (couche nourrice).

La préparation de la couche nourrice se fait de la méme maniere que celui du PS5
(annexe 7). Le milieu liquide MS modifié¢ est stérilis€¢ par filtration sous la hotte puis on
ajoute le phytagel a 2g/l aprés stérilisation par autoclave (120°C pendant 20min). Apres
homogénéisation doucement par agitation manuelle et ajustement du pH a 5,7 le mélange est
coulé dans des boites de Pétri (5,5cm de diamétre) a raison de 15ml par boite. La couche
nourriciére se prépare 1 a 2 jours avant la mise en culture des protoplastes. Elle est conservée
a 26 °C al’obscurité.

5. Fusion des protoplastes

Pour réaliser la fusion des protoplastes, nous avons utilisé la méthode chimique au PEG
car elle est simple, efficace, et ne nécessite pas un équipement sophistiqué. L’addition du
PEG provoque une adhérence mutuelle et une agglutination intense.

Un mélange de 150 ul de chaque suspension de protoplaste des trois cultivars est
déposé dans des eppendorf, on ajoute 15ul de solution de fusion PEG (Annexe 7) (a). Apres
décantation de 15 minutes, on rajoute 50ul de solution de mannitol, on centrifuge a 100 rpm
pendant 2min et enfin on dispose le contenu des eppendorf sur couche nourrice.

(a) (©) (d)



(d)

Figure 11 : Etapes de la fusion avec le PEG.

a : Ajout du PEG.

b : Décantation de 15 minutes.

¢ : Rajoute 50ul de solution de mannitol.

d : Centrifuge a 100 rpm pendant 2min.
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Résultats et discussion

chez les trois cultivars Tegaza, Deglet-Nour et Takerbucht.

1. Résultats des suspensions cellulaires

1.1. Production de suspensions cellulaires

1.1.1. Etablissement et évolution des cultures

Les suspensions cellulaires sont établies en milieu liquide Ps (5mg.1" de picloram associé
a 1 mg.I" d’IPA) sous agitation continue & une vitesse de 100 tour/min. Les cultures consistent
alors en une suspension de petits agrégats cellulaires ou de cellules isolées de couleur blanche

Les cultures sont repiquées tous les 08 jours sur un milieu liquide frais jusqu’a I’obtention

de la suspension. Des pesées sont effectuées régulierement avant et aprés chaque subculture;
nous ont permis de suivre et d’estimer I’accroissement de la matiere fraiche des suspensions

(tableau 5).

Tableau S : Diftérentes étapes appliquées tout au long de la période de culture et
prolifération des cals.

Souches Poids Poids aprées 9
Nombre de semaines au départ semaines
S1 | S2 | S3 | S4|S5|S6 | S7| S8 S9 | S10

DNg + X - - SC 2¢g 15
DN, + X + 2¢g 14
DN, + X | - + 2¢g 15.30
DN, + X | -] - + 2¢g 12,5
TKB, + X + 2g 11
TKB, + X | - + 2g 14
TKB, + X | - | - + 2g 15
TKB, + X | - + 2g 13
Tgz, + X - + 2g 14,27
Tgz, + X + 2g 11,33
Tgz, + X - + 2g 5,20
Tgzg + X - + 2g 11,33

+ : apparition de cals secondaires, X : répartition des classes I et I, - : premiere filtration

sur tamis de 380um, SC : obtention de suspension cellulaire de taille (comprise entre 50 et 100
um), S : semaine
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Figure 12: Etablissement de suspensions cellulaires.

(a) et (b) mises en culture de cal en milieu liquide agité, (c¢) suspension cellulaire, (d)
Microcals.

Il ressort du tableau (5) que toutes les souches ont été retenues pour I’établissement des
différentes classes des cals sauf Tgz; et Tgzg qui montrent une diminution dans le taux de
multiplication des agrégats cellulaires et Tgz; qui ne présente aucune prolifération.
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A la huitieme semaine, I’ensemble des souches sauf DNg, DNy et TKB7; sont filtrées a
travers un filtre de 380 um.

Les souches ont une bonne prolifération pour la souche DN; est passé de 2 g a 15,30g
apres neuf semaines ainsi que pour les souches DNy etTK B, le poids des cals est passé de 2g a
15g.

Pour pouvoir étudier les différentes étapes de prolifération de la suspension cellulaire des
cultivars de Tegaza, Takerbucht et Deglet-Nour, nous avons établi une courbe de croissance et
en fonction du poids frais des suspensions cellulaires, nous avons pris des mesures au cours des
repiquages (Tableau 6).

Tableau 6 : Variation du poids frais des suspensions cellulaires en fonction du repiquage.

Semaines | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

DN, 2 6 8 10 12 13.90 | 14 13,5 | 13,8 |14

2 2

TKBg 2 6 9 12 14 15,66 | 15,9 16 16.25 | 17

2

Tgz, |2 5 9 9,5 12 12,94 |13 13.5 |14 15

2

La figure 13 montre des courbes de croissance de suspension cellulaire de trois souchesDN;,
TKBg et Tgz, qui se traduit essentiellement par trois phases :

e La phase de latence: celle-ci n’est pas observable en raison du temps de repiquage.

e La phase exponentielle de croissance: comprise entre la 1°° et 5™ subculture ou la
multiplication cellulaire est a son maximum.

e La phase stationnaire : débute a partir de la 5 semaine pour le cultivar Tegaza, et
pour les cultivars Takarbucht et Deglet-Nour a partir de la 6™ subculture. A ce stade
la croissance apparait nulle, cela est di a une perte d’activit¢ ou le taux de
multiplication équivaut a celui de la mortalité.
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Figure 13: Courbe de croissance de la suspension cellulaire des cultivars Tegaza,
Takerbucht et Deglet-Nour.

Nous notons é€galement que les suspensions cellulaires du cultivar Takerbucht présente
une plus forte prolifération par rapport a celles de Tegaza et Deglet-Nour. Nous observons
qu’apres la 5™ semaine, le poids frais de la suspension cellulaire est multiplié par 7 chez le
cultivar Takerbucht, et 5 chez le cultivar Tegaza et Deglet-Nour.

1.1.3. Les observations microscopiques

En premier lieu, nous observons que cette suspension est granulaire fine de couleur
jaunatre (Figure 14). Examinée directement sous microscope avec camera intégrée, cette
suspension montre de rares cellules isolées vacuolisées. Ces cellules sont généralement
allongées, en forme de « banane » (Figure 14 C). On observe aussi un grand nombre de massifs
cellulaires de taille variable formés de petites cellules isodiamétriques a cytoplasme tres denses
et cohérentes. Ces cellules qui ont des caractéres typiquement embryogenes (Figure 14 A et B)
sont toujours agrégées en colonies compactes. Ces agrégats se multiplient en formant a leur
périphérie des petits bourgeonnements capables de s’individualiser, puis de croitre en produisant
a leur tour d’autres bourgeonnements (Figure. 14 A et B).
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() (b)

Figure 14 : Type de cellules retrouvées dans la suspension cellulaire (GX40).

A et B : Cellules embryogénes. C  : Cellules vacuolisées allongées, en
forme de « banane ».

1.1.4. Mesure de la viabilité par la coloration a la Fluorescéine Di
Acétate (FDA)

Les tests de viabilité par la coloration au FDA reposent sur la détection de l'activité
estérase spécifiquement présente dans les cellules vivantes. Le FDA pénétre dans la cellule, les
résidus acétates sont coupés par l'activité estérase et la fluorescéine est libérée, conférant aux
cellules vivantes une coloration verte sous excitation bleue.

L’observation microscopique des suspensions cellulaires par 1’ajout du FDA sous
microscope avec camera intégrée, montre des massifs cellulaires de taille variable forme de
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cellules isodiamétriques (Figurel5), on observe aussi des cellules isolées de forme allongée non
amylifiés (Figure 15).

Figure 15 : Different Type de cellules colorees par la Fluorescéine Di Acétate (FDA) avec
le microscope a camera intégrée (G>40).

2. Discussion

La bonne qualit¢ des cals de départ est la premiere garantie pour la croissance et
I'évolution des suspensions. Au cours de notre expérimentation, nous avons observe des cals de
texture plus ou moins compacte, qui ont donné naissance a des agrégats de cellules amyliferes
capables de se diviser, mélées a des cellules allongées non amyliféres. Notons que L'efficacité
des cals friables s'est révélée par la possibilité de donner facilement naissance a des agrégats de
cellules et par la capacité de multiplication des suspensions obtenues chez les trois cultivars. Ces
observations concordent avec celles de (Fki et a/., 2003);(Sane et al., 2006);(Chabane et al.,
2007); (Yatta et al, 2013) chez d'autre cultivars. On a constaté qu’aprés sept semaines de
culture dans un milieu liquide (Ps) les cals embryogenes se sont multipliées, la capacité de
multiplication varie selon le type du cultivar dont le taux de multiplication était de 7 fois chez le
cultivar Takerbucht, et de 5 fois chez le cultivar Tegeza et Deglet-Nour. Ce résultat est constaté
par Yatta et al., 2006 et Yatta 2007 qui ont obtenu un taux de multiplication des cals apres 6
mois de subculture, de vingt-neuf fois dans le milieu M4, et de trente-quatre fois dans le milieu
P,, 5. La mutiplication des cals est différente suivant le cultivar et le milieu de culture. Plusieurs
auteurs ont remarqué cette spécifité de comportement en culture in-vitro (Mater, 1986 ; Daguin
et Letouzé, 1988 ; Saka et al., 1997 ; Abed et al., 2006 ; Yatta et al., 2006).

Le suivi de la croissance cellulaire est arrété apres dix semaines de culture. Ce résultat
concorde avec ceux de Fki et al, 2003; Yatta et al., 2013 et 2014. Aprés 3 mois a 4 mois de
culture ces auteurs ont tracé des courbes de croissance pour déterminer les paramétres essentiels
de la croissance de suspension cellulaires (le temps de multiplication et la croissance
maximum). Ces courbes montrent qu’une croissance en phase exponentielle s’arréte apres 5 a 7
semaines quel que soit le milieu utilisé et quel que soit le cultivar. Panis et a/, 1993 montrent

E
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que les courbes de croissance ont une allure conventionnelle, une phase de latence qui dure une
semaine suivie par une phase exponentielle.

Les suspensions cellulaires en milieu liquide furent I’objet d’une description précise pour
la premiere fois dans le brevet déposé qu’est par D'entreprise Pfizer et Co, en 1956, sur
I’obtention de suspensions cellulaires végétales a partir de différents types d’explants et de
différentes especes. Pour maintenir une suspension cellulaire, plusieurs facteurs entrent en jeux
dont la nature du génotype testé, le temps de repiquage et la nature du cal de départ. La
compétence morphogene des suspensions diminue habituellement aprés une période prolongée
de subcultures successives (Abe, et Futsuhara, 1991), dans notre étude nous 1’avons observé a
partir de la 7°™ semaine ou débute la phase stationnaire de méme elle nous a permis de
déterminer une phase exponentielle de croissance et de la localiser dans le temps; de suivre la

croissance des cultures et d’établir des suspensions cellulaires et de les maintenir en culture.

La température d’incubation des tissus dans le milieu conditionne le maintien de la
suspension cellulaire. Une bonne température favorise le maintien d'une suspension cellulaire.
La densité d'inoculum influe de fagcon décisive sur le taux de croissance des suspensions. Les
cellules demeurent petites et rondes et conservent leurs propriétés embryogenes, ce qui est de la
plus grande importance pour le maintien de leur capacité de régénération (Panis et Swennen R,
2003).

L’une des étapes cruciales pour ’obtention d’une suspension cellulaire stable chez le
palmier dattier est le temps de repiquage. Lors de notre expérimentation nous avons constaté que
la suspension repiquée une fois par mois, les agrégats blancs de cellules produites paraissent
bruns, le milieu brunit par la libération des polyphénols, la croissance de la suspension est plus
lente, par rapport a celles repiquées chaque deux semaines. Ces derniéres montrent une
croissance rapide et conservent une couleur blanche.

La maintenance du stock de culture peut étre assurée par un repiquage régulier d’une
culture de prolifération sur un milieu frais. Ce mode de maintenance impliquant des subcultures
fréquentes au désavantage d’étre laborieux et peut entrainer a un grand risque de variation
somaclonale Lakrin et al., (1981), Scowcroft et al., (1987), Hannelore Strosse et al., (2003) ont
démontré la conséquence de cette variation somaclonale son incidence sur le matériel est si
¢levée qu’elle peut devenir un obstacle sur la régénération ultérieure des plantes.

Pour réduire les problemes liés aux repiquages, un protocole de cryoconservation a été
développé afin de stocker les suspensions durant une période infinie (Panis et Thinh, 2001).

L’établissement de la suspension cellulaire a partir des cals friables nécessite une longue
période pour la dissociation des cals et le degré de multiplication des agrégats cellulaires élevé.
La suspension cellulaire agée de 6 a 7 semaines peut étre le matériel de base pour 1’isolement
des protoplastes. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Chabane et a/., (2007) Yatta et
al., (2009). Le rapport volume cytoplasme /volume noyau nous renseigne sur 1’age des cellules.
En effet, chez les cellules arrondies la présence de noyau volumineux dénote leur état juvénile
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tandis que pour les cellules allongées la petite taille du noyaux et le volume important du
cytoplasme indique qu’elles sont plus agées (Panis et al., 1993).

D’apres Georges et al.,, 2002, La qualité d’une suspension cellulaire diminue avec le
nombre de repiquage. Ceci se traduit par un risque plus élevé de contaminations et une
diminution de taux de croissance et du potentiel de régénération, en raison, par exemple, de la
prédominance de cellules denses riches en amidon dont la croissance est rapide.

La suspension cellulaire est le matériel nécessaire pour la biotechnologie de la plupart des
monocotylédones. Elle a servi a I’obtention des protoplastes avec succes chez de nombreuses
plantes en particulier le bananier (Megia et al., 1992 ; Assani et al., 2005) , ainsi, elle est tres
utilisée en culture in vitro du palmier pour l'isolement des protoplastes. Certains auteurs (Assani
et al., 2005), (Chabane et al., 2007),(Yatta et al., 2012), (Yatta et a/., 2013) ont rapporté que la
suspension cellulaire pourrait étre le point initial pour les fusions somatiques et la production de
dattiers résistants aux maladies dans le futur.

2. Résultats de I’isolement des protoplastes

Le terme protoplaste désigne la partie de la cellule qui se trouve entourée par la paroi
pectocellulosique et que I'on peut plasmolyser et isoler par de moyens mécaniques ou
enzymatiques. L’absence de la paroi cellulaire dans les protoplastes est le motif essentiel dans
leur emploi comme modele et outil de travail en amélioration génétique des plantes. Le succes
de I'isolement des protoplastes dépend spécialement des conditions de culture des tissus et de la
combinaison des enzymes utilisées.

Le but de notre étude est de déterminer les meilleures conditions en terme de solution
enzymatique et de condition d’incubation pour Il’isolement de protoplastes a partir de
suspensions cellulaires dgées de trois semaines a sept semaines. Le cal friable et les suspensions
cellulaires constituent le matériel de choix pour I'isolement de protoplastes chez les
monocotylédones comme chez le bananier (Assani et al., 2002).

2.1. Source du matériel végétal

L’obtention d’un meilleur rendement et d’un plus grand pourcentage de viabilité chez les
prtoplastes est li¢e au matériel végétal utilisé et les conditions, dans lesquelles il a été entretenu.
L’importance de ces derniers (I’age, la nature du matériel, son stade de développement et sa
vitesse de croissance) joue un role trés important dans 1’isolement de protoplastes.

2.2. Effet de la solution enzymatique

L’obtention de protoplaste nécessite I’élimination des parois pectocellulosique tout en
préservant I’intégrité de la cellule. Cet objectif ne sera atteint qu’en optimisant les choix des
enzymes et leurs concentrations. La paroi des cellules végétales est divisée en trois composantes
structurellement et fonctionnellement indépendantes : la lamelle mitoyenne (formée
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principalement de pectines), la paroi primaire (formée de pectines et de celluloses) et la paroi
secondaire (formée de cellulose) (Noat ef al., 1996). La complexité de la structure de la paroi
végétale et la multiplicité des liaisons covalentes qu’il faut rompre pour libérer le protoplaste,
rendent souvent difficile I’optimisation des combinaisons d’enzymes aptes a la dégrader.

Afin de produire des protoplastes a partir de suspension cellulaire ou de cal friable nous
avons déterminé deux différentes combinaisons d’enzymes; Cellulase RS, Pectolyase Y-23,
Hémicellulase, et Pectinase a différentes concentrations.

2.3. Effet des conditions d’incubation

En vue d’avoir une meilleur rentabilité en protoplastes et avoir un meilleur taux de
viabilité, nous avons entrepris d’étudier I’effet et I’influence de certains facteurs de
I’environnement physique notamment 1’agitation et le temps d’incubation.

2.3.1. Effet de I’agitation

L’agitation joue un réle tres important et influence de maniere tres forte sur le rendement
en protoplaste et ceci quel que soit la nature et la concentration de la solution enzymatique et le
temps d’incubation.

Des incubations a I’état agité ou non ont été conduites aux fréquences de va et vient
suivant : 0,50 100 tours/minutes. Il ressort qu’une forte agitation conduit a un éclatement des
protoplastes libérés. En effet, leur sensibilité a 1’égard de 1’agitation est telle qu’a partir de 100
tour/minutes, on observe pratiquement plus de protoplastes intacts et structurés a cause de la
forte pression de I’agitation.

2.3.2 Effet de temps d’incubation

Le temps d’incubation des tissus dans un milieu enzymatique conditionne le rendement en
protoplastes.

Dans notre cas l'influence de la durée d’incubation est en fonction de la solution
enzymatique utilisée, pour la premiere solution enzymatique SE1 (Cellulase RS 1,5%,
Pectolyase Y-23 0,5% et Hémicellulase 2%) la réponse optimal est obtenue apreés un temps
d’incubation de 21h. En ce qui concerne la solution enzymatique ES2 (Hémicellulase 3% et
Pectinase 2%) il s’avere que la réponse optimale est obtenue aprés une durée d’incubation de
36h.
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2.4. Variation du rendement des protoplastes

Au cours de notre expérimentation nous avons constaté que le rendement en protoplaste
varie en fonction du cultivar, de la solution enzymatique employée ainsi que les conditions
d’incubation mais surtout du matériel de base utilisé.

L’analyse du tableau 7 a permis de constater que les meilleurs rendements sont obtenus
chez le cultivar Deglet Nour aussi bien chez les suspensions cellulaires que les cals par rapport
au cultivar Takerbucht.

Tableau 7: Influence du génotype, du matériel de base et de la solution enzymatique sur
le rendement en protoplastes (x10°) chez Deglet-Nour ; Takerbucht et Tegaza.

Génotype Matériel de base SE1 SE2
DegletNour Cals friables 3,9x105 0,70x10°
Suspension cellulaire | 5,2x105 2,80x10°
Takerbucht Cals friables 3,1x10° 0,62x105
Suspension cellulaire | 5x10° 2,20x10°
Tegaza Cals friables 3,2x105 0,70x10°
Suspension cellulaire | 5x10° 2,30x10°

En ce qui concerne I'influence du matériel de base (suspension cellulaire, cal friable) sur
le rendement en protoplastes, le rendement le plus €levé a été obtenu chez les suspensions
cellulaires, soit 5,2 x10°par gramme de cellule chez le génotype Deglet Nour, de méme pour les
génotypes Takerbucht et Tegaza, un haut rendement en protoplastes a été obtenu avec les
suspensions cellulaires a savoir 5x10%par gramme de cellule. Nous notons aussi un fort taux de
protoplastes chez les cals friables, il est de 3,9x10° par gramme de cal chez Deglet-Nour,
3,1x10° par gramme de cal chez le cultivar Takerbucht et 3,2x10°chez le Tegaza.

Cependant, en ce qui concerne ’influence de la solution enzymatique sur le matériel de
base chez les trois génotypes, nous constatons un rendement plus élevé en protoplastes avec la
solution enzymatique ES1. La combinaison enzymatique qui s’est révélée la plus efficace pour
I’isolement d’un nombre important de protoplastes que ce soit avec la suspension cellulaire ou
bien les cals fiables des deux cultivars est la solution contenant 1,5% de Cellulase RS, 0,5% de
Pectolyase Y-23 et 2% d’Hémicellulase. Les rendements respectifs obtenus chez les suspensions
cellulaires sont de 5,2x10%protoplaste chez Deglet Nour et de 5x105protoplaste chez

Takerbucht et Tegaza.
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En ce qui concerne la solution enzymatique ES2 qui est composée de 3% Hémicellulase et
2% de Pectinase, le taux de protoplastes obtenu est faible chez les trois génotypes car il y’a
absence de cellulase.

Concernant la durée de I’incubation de la macération enzymatique, il s’avere que chaque
solution a une réponse optimale avec une durée d’incubation spécifique pour chaque solution
pour la premiere solution enzymatique SE1 est de 21h. Cependant la deuxiéme solution
enzymatique ES2 le meilleur temps d’incubation de la macération est de 36h. Le nombre de
protoplastes libérés diminue en fonction du temps chez la solution enzymatique SE1 par contre
chez la solution enzymatique ES2 le nombre de protoplastes libérés augmente en fonction du
temps.

2.5. Purification

A la fin de la macération, apreés une dissociation mécanique ménagée la suspension
composée de protoplastes et de débris cellulaires est tamisée successivement sur des filtres dont
les mailles mesurent 80um, dans le but d’éliminer les gros débris et ne laisser passer que les
protoplastes.

Le filtrat obtenue est rincé par une solution de ringage (CaCl,- Mannitol). Apres la
centrifugation a 50g pendant Smin, le culot est mis dans une solution contenant le saccharose a
21%, pour I’élimination des débris qui sont plus denses que le saccharose et qui sédimentent au
fond du tube. Une autre centrifugation est effectuée pour accélérer la formation du ménisque de
protoplastes purifiés a la surface de la solution de saccharose.

2.6. Observation des protoplastes

Au cours de la digestion dans le milieu concentré en Mannitol, les cellules se plasmolyses.
Puis les parois sont progressivement digérées. Les protoplastes se détachent du tissu et sont
libérés dans le milieu. En absence de tout reste de paroi, ils prennent une forme absolument
sphérique, de tailles différentes avec un rendement variable d’un génotype a un autre et d’un
matériel de base a un autre.

Nous avons observé a I’aide d’un microscope le contenu cytoplasmique des protoplastes
issus de de suspensions cellulaires et de cal friable.

La suspension cellulaire de Deglet Nour a donné plus de protoplastes de petite taille avec
un cytoplasme dense.On note aussi que les protoplastes du cultivar Tegaza ont le plus souvent
une taille plus grande et un cytoplasme plus vacuolisé. Par contre celle du cultivar Takerbucht
font apparaitre les deux types. Une quantité importante de protoplastes est observée chez le
cultivar Takerbucht (Figurel6).

Il parait donc que la morphologie des protoplastes dépend du génotype. Notons qu’a
I’exception des tailles qui différent, les protoplastes isolés sont caractérisés par des couleurs
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différentes, les protoplastes du cultivar Deglet Nour sont de couleur jaune pale par rapport a
ceux du cultivar Takerbucht, qui sont de couleur marron foncé.

(a) (b)

(©)

Figure 16 : Suspension de protoplastes chez les cultivars Deglet-Nour, Takerboucht et Tegaza
(Gx40).

2.7. Culture de protoplaste

La culture de protoplastes nécessite un milieu qui va stimuler la division cellulaire et la
régénération de la paroi pectocelulosique, chez plusieurs espéces dicotylédones le
développement des protoplastes est assuré dans un milieu liquide (Ellouz, 1995) par contre chez
les monocotylédones cette méthode n’a pas permis la régénération des protoplastes. La culture
des protoplastes issus de chaque cultivar indépendamment les uns des autres sur la couche
nourrice permet la régénération de leur paroi des 24h de culture.

La composition de la couche nourrice est identique au milieu de culture de la suspension
cellulaire source de protoplastes a base de MS, mais elle est solidifiée avec 2g de phytagel, elle
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contient également des cals embryogenes. Les protoplastes régénérent leur paroi sur la couche
nourrice.

Au cours de la formation de la paroi, les cellules perdent la forme sphérique et deviennent
ovales. Apres trois a 4 jours de culture sur couche nourrice la paroi cellulaire est formée et les
divisions cellulaires sont intenses de ce fait elles engendrent des micro-cals qui donneront
ensuite de gros cals (Figurel7).

Figure 17:Cals issus de la culture de protoplastes sur couche nourrice.

2.8. Fusion deprotoplaste

Dans notre expérimentation, nous avons utilisé la méthode chimique au PEG pour réaliser
la fusion de protoplastes des trois cultivars du palmier dattier (phoenix dactylifera L). Nous
avons effectué les hétéro-fusions suivantes :

- DegletNour x Takerbucht issue de la suspension.

-Tegaza x Takerbucht issue de la suspension.

En présence de la solution de PEG, les protoplastes s’attirent et se déplacent les uns vers
les autres puis s’agglutinent avant de se fusionner deux par deux ou en groupe (Figurel8 : a, b, ¢
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et d). Le PEG provoque une adhérence mutuelle et une agglutination de ces protoplastes ; qui
s’accolent et fusionnent.

Grace au microscope a camera intégrée, nous avons suivi la fusion de deux protoplastes.
Le temps nécessaires pour observer les fusions peuvent durer quelques minutes voire a une
demi-heure (Figurel8).

(a) (b)

(©) (d)

Figure 18 : Fusion de protoplastes chez le palmier dattier.

(a) : Deux protoplastes qui s’attirent. (b) et (c¢) : Pénétration de I'un des deux
protoplastes dans 1’autre. (d) : Deux protoplastes fusionnés.
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3. Discussion

Dans le but d’isoler des protoplastes a partir de suspensions cellulaires et de cals fiables,
nous avons essay¢ de déterminer les combinaisons optimales d’enzymes (Cellulase, Pectolyase
Y23, Hémicellulase et Pectinase) et les conditions expérimentales optimales (temps, agitation),
afin d’obtenir un meilleur rendement et un plus grand pourcentage de viabilité en protoplastes.

L’isolement de protoplastes a été réalisé¢ a partir de cals de texture friable ainsi que de
jeunes suspensions cellulaires dgées de trois semaines a sept semaines maintenues en milieu
liquide agité. Le type du matériel d’origine des protoplastes est crucial pour 1’organogenese et
I’embryogenese somatique. Les tissus de cals contiennent moins de cellules embryogéns ou
d’agrégats de cellules par apport aux suspensions cellulaires (Assani et al.,2006).

Nos résultats montrent que le rendement en protoplastes dépend du matériel végétal
utilis€. Lorsque les suspensions cellulaires sont utilisées comme source d’isolement de
protoplastes le rendement est élevé. Par contre, ce rendement est faible quand les protoplastes
sont issus de cals. Ce résultat est en accord avec les travaux réalisés chez le bananier par
plusieurs chercheurs cités par Haicour et a/., (2004) et Guedira, (2006). Dans le cas du matériel
végétal récalcitrant (arbres, monocotylédones), les suspensions cellulaires constituent le matériel
idéal pour I’obtention de protoplastes (Brent et Mc Cown, 1988 ; Haicour et al., 2002) ceci a été
démontré chez plusieurs espéces comme le Riz (Datta et al.,1992 ; Jain et al., 1995), le Mais
(Prioli et Sondahl, 1989) le Blé (Vasil et al., 1990) et I’Orge (Funatsuki et al., 1992).

La pureté des enzymes représente un facteur important a prendre en compte dans
I’isolement des protoplastes pour éviter d’altérer la cellule et plus particulierement le
plasmalemme (Pilet, 1972 ; Patnaik ef al., 1982 ; Bengochea et Dodds, 1986; chabane et al.,
1997 yatta ef al., 2013) afin de maintenir la viabilité des protoplastes, leur capacité a synthétiser
une paroi et a entrer en division, une fois mis sur milieu de culture appropri¢ (Imbrie-Milligan et
Hodges, 1986 ; Dugas ef al., 1989 ; Shea ef al., 1989; Zhang et al., 2011, Mohan Jain, 2011,
Mohan Jain, 2012).Certains auteurs recommandent d’utiliser le minimum de solution
enzymatique pour I’isolement de protoplastes d’une part en raison de leur cout tres €levé, afin de
minimiser les effets qui pouvant étre nocifs de part certains composants qui leur sont associés
(cocking, 1972 ; Mohan Jain ef al., 1988; Mohan Jain, 2012).

L’utilisation d’une cellulase associée a une pectinase est indispensable pour obtenir un
meilleur rendement en protoplastes. L’absence ou une faible dose de cellulase ne donne pas un
nombre important de protoplastes.

De ce fait le meilleur rendement est obtenu avec la solution enzymatique ES1 (Cellulase
1%, Pectolyase Y23 0,5%, Hémicellulase 2%). Ces différentes concentrations ont permis
I’obtention d’un bon rendement chez le palmier dattier (Aida A. et al., 2007, Yatta et a/., 2013)
ainsi que chez d’autres monocotylédones comme le mais (Prioli et sondahl, 1989), le bl¢ (Vasil
et al., 1990) a partir de suspensions cellulaires, et aussi chez le bananier en utilisant la graine des
jeunes feuilles de plantes in vitro (Guedira, 2006).
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Concernant la solution enzymatique ES2 qui est constituée de 2% Pectinase et de 3%
d’Hémicellulase le rendement en protoplastes est beaucoup moins important que celui obtenu
avec la solution enzymatique ES1 constituée de 1% Cellulase, Pectolyase Y23 0,5%, et 2%
Hémicellulase la différence de rendement est due a I’absence de cellulase En effet ces résultats
sont en concordance, avec les travaux réalisés sur les protoplastes du palmier dattier (Yatta et
Fergani 2007 ; Rizkalla et al., 2007 ; Chabane et a/., 2007 ; Yatta et a/., 2009) et qui ont obtenu
un rendement élevé en protoplastes grace a la combinaison de trois enzymes. De méme les
travaux réalisés par Assani et al.,(b) 2001 sur la régénération de protoplastes du bananier ou ils
ont utilis€ une concentration de cellulase de 1,5% et 1% aboutissant a un meilleur rendement.

De ce fait une faible concentration de la Cellulase (moins de 1%) ou son absence ne
permet pas la libération d’un nombre élevé de protoplastes (Haicour et al., 2004, Zhu et al,,
2005, Khatri et al., 2004). Ceci également confirme nos résultats obtenus avec la combinaison
de Hémicellulase 3% et Pictinase 2% (SE2), dont le rendement est moins important que celui
obtenu avec 1,5% de Cellulase (SE1), et ceux des travaux effectués par Bassiro et Nassirou,
2010, ayant utilisé des solutions en absence de la Cellulase, le résultat s’est avéré qu’il n’y a pas
eu de libération de protoplastes.

Lorsque la concentration de cellulase est supérieur a 2%, ceci peut provoquer la digestion
du matériel végétal de départ (Koster et al., 2003; Monteiro et al., 2003; Haicour et al., 2004,
Guedira, 2006). Cette hypothese peut étre soutenue en la rapprochant aux travaux réalisés par
Aida A. et al, 2007, au cours desquels I'utilisation de cellulase & 4% dans cinq essais, n’ont
donné qu’un seul meilleur résultat.

Dans notre étude nous avons abouti & un meilleur rendement avec la solution SE2
(Hémicellulase 3%, Pectinase 2%) apres 36h d’incubation, plus le temps d’incubation est long
plus on obtient plus de rendement avec I’Hémicellulase. Alors que avec la solution enzymatique
SE1 (Cellulase 1%, Pectolyase Y23 0,5%, Hémicellulase 2%) le rendement optimal est obtenu
aprés 21h. Au-dela de ce temps les protoplastes éclatent et s’abiment. Aida. et al., 2007 ont
abouti a un meilleur résultat avec 4% de Cellulase, 2% de Pectinase et 1% d’Hémicellulase
apres 48 heures d’incubation.

Lors de notre expérimentation nous avons testé ’effet de I’agitation (avec et sans
agitation) sur le rendement des protoplastes. En effet les meilleurs rendements sont obtenus dans
les milieux non agités, ceci est en accord avec ceux trouvés par Aida et al, 2007 qui ont pu
isoler 4,53.10%a 6,4.105 Protoplastes par gramme de poids frais de mésophylles de deux
cultivars de palmier dattier (Barhee et Zaghloul) sans agitation apres 48 heures. Assani et al.,
ont pu obtenir chez le bananier des rendements pouvant atteindre 23.10°Protoplastes/ml de
suspension cellulaire a 0 rpm. Quant au milieu agité nous avons obtenu des rendements faibles
ou pratiquement nuls en protoplastes. Ces taux nuls de protoplastes résultent de I’éclatement des
protoplastes sous ’effet de la pression. Ceci est en accord avec Haicour et al., 2004, Aida A. et
al.,2007. Nous déduisons aussi que, quelque soit la nature et la concentration de la solution



Résultats et discussion

enzymatique et du temps d’incubation, il n’y a pas de libération des protoplastes sur une forte
agitation.

A travers ce travail nous avons constaté que le génotype influence sur le rendement en
protoplastes, en effet les plus hauts rendements de protoplastes sont obtenus a partir de cals
friables et de suspensions cellulaires issues de cultivars Deglet Nour et ceci quelque soit la
solution enzymatique utilisée. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Si-Dehbi et
al., (2013).

Notre étude a permis la production de protoplastes viables de formes arrondie de taille
variable. Ceci est en accord avec Chabane et al., 2006; Chabane, 2007qwx; Yatta et al., 2013).
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Le palmier dattier phoenix dactylifera L est une espece dioique considérée comme une
culture majeure dans les régions arides et semi-arides du Proche Orient et de 1’ Afrique du
Nord. Notamment en Algérie, ou la phoeniciculture est une composante primordiale de
I’agriculture nationale. Néanmoins cette culture est fragilisée par le vieillissement, la culture
monovariétale ainsi que d’autres maladies dont la plus redoutable est le bayoud causé par un
champignon vivant dans le sol Fusarium oxysporum fs palbedinis. Pour pallier a ces
différentes menaces, il est important d’accélérer les programmes d’amélioration génétique.

D’aprés Michaux- Ferriere et al., (1987), I'utilisation de 1’outil biotechnologique fondé
sur les techniques de culture in vitro par embryogenese somatique constitue sans doute le
moyen le plus promoteur pour la reconstitution des palmeraies via une multiplication massive
du palmier dattier.

Dans ce travail, nous avons fixé comme objectif la mise au point de la suspension
cellulaire ainsi que l’isolement de protoplastes a partir de cals embryogénes de palmier
dattier en vue d’obtenir des plantes résistantes au bayoud ayant une bonne qualité dattiere.

Nous avons €tudié, dans la premicre partie 1’établissement des suspensions cellulaires a
partir de cals embryogenes chez les trois cultivars de palmier dattier (Deglet Nour et Tegeza
sensibles au bayoud et de bonne qualité dattiere et Takerbucht résistante a la fusariose et de
qualité moyenne). Ces suspensions sont utilisées comme matériel de base pour I’isolement de
protoplastes. La suspension cellulaire est le matériel nécessaire pour les biotechnologies de la
plupart des monocotylédones. Elles ont servi d’une part a I’obtention de protoplastes viables
ayant de bonnes aptitudes a la division et a la régénération de nombreuses plantes et d’autre
part a la confection de cultures nourrices performantes.

Au cours de ce travail, nous avons entretenu les cals embryogenes des trois cultivars
dans les deux milieux d’induction (P, set Myqq). Les hormones de croissance utilisées dans
ces milieux de culture, ont un effet important sur le maintien et la multiplication des cals.

Ces cals embryogenes sont ensuite employés pour établir les suspensions cellulaires.
Les suspensions obtenues ont été multipliées pendant 5 a 6 semaines sans perdre leurs
potentialités de régénération.

Les résultats obtenus chez les trois génotypes différents ont permis de définir les
parametres essentiels de la croissance de ces suspensions (le temps de dédoublement et le
rendement maximum) et de leur maintenance en culture.

Nous avons comparé aussi la suspension que nous avons obtenue a celle décrite sur
d’autres plantes monocotylédones. Il ressort que la multiplication d’amas embryogenes en
suspension est un phénomene fréquemment rapporté dans la bibliographie mais la taille des
agrégats cellulaires est plus grande que ceux que nous avons obtenus. Nos résultats sont
similaires au bananier et au palmier a huile.



Conclusion

La taille des amas est variable selon les especes étudiées et les conditions de culture de
la suspension (fréquence de repiquage, mode d’agitation, milieu de culture).

Les suspensions cellulaires ont une dynamique de croissance conventionnelle qui se
caractérise par trois phases: une phase de latence, une phase de croissance ou bien
exponentielle ou la multiplication cellulaire est & son maximum et une phase stationnaire ou
le taux de multiplication équivaut a celui de la mortalité. La compétence morphogene des
suspensions diminue habituellement aprés la 7™ semaine prolongée de subcultures
successives ou débute la phase stationnaire. L ’optimisation de ces parametres est tres bien
maitrisée au cours de ce travail, ce qui permettrait la réalisation d’une suspension de bonne
qualité pouvant étre utilisée dans la micropropagation par embryogénése somatique et la
callogénese dans la production des protoplastes, pour les travaux de fusion de protoplaste et
transformation génétique.

L’étude microscopique des suspensions cellulaires a révélé I’hétérogénéité du matériel
composant les suspensions obtenues. Elles sont constituées de cellules isolées, de petits
agrégats cellulaires non jointifs, d’agrégats de cellules isodiamétriques jointives a cytoplasme
dense et de nodules. La présence dans les suspensions cellulaires de cellules a cytoplasme
dense et non vacuolisées a permis d’avancer I’hypothése qu’il s’agissait de cellules
embryogenes. Ces suspensions cellulaires constituent un matériel de choix pour la culture des
protoplastes et la manipulation génétique du palmier dattier en vue de la résistance au
bayoud.

A travers ce travail, nous avons appliqué un protocole expérimental pour la production
de protoplastes. De ce travail, il ressort que 1’isolement et la purification des protoplastes a
partir de la suspension cellulaire et de cals friables de génotypes Takerbucht, Tegaza et
Deglet Nour sont possibles et relativement simples. Une multitude de facteurs de
I’environnement physico-chimique (état préalable des cultures, nature et proportion des
enzymes, agents plasmolysants, temps d’incubation) influencent d’une fagon notable le taux
et la qualité des protoplastes libérés. Cette étape détermine et conditionne I’ensemble des
événements ultérieurs de nature physiologique (survie, formation de la paroi, division).

L’utilisation des suspensions cellulaires comme source de protoplastes nous a permis
d’obtenir un meilleur rendement en protoplastes. En revanche, la suspension cellulaire des
cultivars Deglet Nour libére plus de protoplastes que celles des génotypes Takerbucht et
Tegeza. D'autre part, le rendement en protoplastes semble étre lié a la composition de la
solution enzymatique: la solution enzymatique constituée de 1.5% de Cellulase, 0.5 de
Pectolyase Y23, 2% Hémicellulase, donne plus de protoplastes que la solution enzymatique
qui contient 3% Hémicellulase et 2% Pectinase.

Nos travaux ont permis de révéler 'importance de la couche nourrice et son efficacité
pour I'induction de Pactivité mitotique des protoplastes. La couche nourrice parait étre un
outil crucial pour la résolution des problemes de régénération des protoplastes récalcitrants
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(Horita et al., 2002 ; Assani et al., 2006 ; Komai et al, 2006). Celle-ci permet I’obtention
d’un nombre considérable de microcals.

Les protoplastes isolés sont cultivés sur des couches nourrices qui se développent en
microcals apres seulement 3 semaines, comme elles peuvent subir des fusions grace a
I’utilisation du polyéthylene glycol, qui est un composé chimique tres efficace pour la fusion
des protoplastes.

La culture de protoplastes et I’hybridation somatique constituent une voie prometteuse
pour la création de variétés intéressantes chez le dattier. De ce fait, la maitrise des différentes
étapes de cette technique est I’objectif essentiel de nos travaux qui ont donc porté sur
I’isolement, la culture de trois cultivars de palmier dattier Takerbucht Tegeza et Deglet Nour.

Quant aux perspectives de recherche, I’étude laisse apparaitre les orientations
suivantes :

v Recherche de combinaisons hormonales actives sur les protoplastes capables
d’induire des divisions et le développement de cals.

v Etude de fusion de protoplastes dans le but d’obtenir des embryogeneses
somatiques de bonne qualité dattiere et résistants au bayoud.

v Etude cytofluométrique pour déterminer le niveau diploidie.

v Utilisation des marqueurs moléculaires pour déterminer le succes de

I’hybridation somatique.
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Figure 07: Hotte a flux laminaire.
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Figure 11 : Chambre de culture.



Annexe 04

Tableau 01 : Milieux solides pour I’induction et la multiplication des cals.

Eléments Milieu P 42,5 Milieu M ;40
Macro MS 40ml 40 ml
Micro MS 10ml 10ml

Fe MS 10ml 10ml
KH,PO, 100mg 100ml
Na,H,PO, 170mg 170ml
Adenine 40mg 40mg
Citrata d’ammonium 200mg 200mg
L-GLUTAMINE 100mg 100mg
Charbon actif 200mg 3g

Piclorame 12,5mg /
IPA (soude) Img /ml 3mg /ml
Saccharose 45g 45g

Agar /Phytagel 7g /2g 7g/2¢g
Thiamine Img/ml Img /ml
Myoinisitol 100mg 100mg
2-4-D / 100mg
Tableau 2: Milieu liquide pour la suspension cellulaire (Ps).
Eléments Quantité
MACRO MS 40ml/ L
MIRO MS 10ml/L
Fe MS 10ml/L
Myoinisitol 100mg/L
Adenine 40mg /L.
L-Glutamine 200mg/L
MnSO, 40mg/L
KH,PO, 100g/L
NaH, PO, 170mg/L
Saccharose 45mg/L
PVP 2g/LL
Thiamine Img
IPA (soude) Img
Picloram Smg
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Tableau 3 : Les composants de la solution mere des MACRO MS.

p . Concentration du (n) fois Concentration
roduits - . . |
milieu concentration solution meére
KNo, 1.9¢/L. X25 45 5¢
NH,No, 1.65g/L. X25 41.25¢g
Cacézgz‘%CLz 0.44g/L X25 g
MgSo,7H,0 0.37g/L. X25 9.25g
KH,PO, 0.17g/L. X25 4.25¢
Tableau 4: Les composants de la solution mere des MICRO MS.
Produits Concentration du (n) fois Concentration
milieu concentration Solution mére
H;Bo, 6.2mg /1 X100 620mg
MnSo,7H,0 16.9mg/1 X100 1690mg
ZnSo,7H,0 8.6mg/l X100 860mg
CuSo,5H,0 0.025mg/1 X100 2.5mg
CaCl,6H,0 0.025mg/1 X100 2.5mg
NaMoO,2H,0 0.25mg/l X100 25mg
KI 0.83mg/I X100 83mg
Tableau 5 : Les composants de la solution mere FER MS
Concentration du (n) fois Concentration
Produits milieu concentration solution mére
Na, EDTA 0.03735¢/1 X100 3.73g
Fe So, 7H,0 0.02785g/1 X100 2.78¢g
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Tableau06 : La premiere solution enzymatique SEI.

produits Concentrations dans 100 ml
KCl1 1,5g
CaCl, 0,25g
MES 25mg
Cellulase RS 0,25g
Hemicellulase (Sigma) Ig
Pectolyase Y-23 0,25g

pH=5,6

Tableau 07 : La deuxiéme solution enzymatique SE2 (Solution B a KCI 13 % et CaCl,0,5%).

Produits Concentrations dans 100ml
KCl 2,5mg
CaCl2 0,25g
MES 25mg
Hemicellulase (Sigma) 3mg
Pectinase (Sigma) 2,5 mg
pH=5,6

Tableau 08 : PWC (FREARSON et al., 1973).
Produits concentrations
Stock A : KH,PO,
KNO 1360 mg
MoS (3) 5050 mg

&34 12300 mg
KI $me
CuSO0, 2.5 mg
Stock B : CaCl,

148
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Tableau 09 : Milieu Pc M, (couche nourrice).

Produit Concentrations
Macroéléments 80 ml
Microéléments 20 ml
Fer 20 ml
Vitamine Morel 1 ml
2-4D 2.5ml
Glucose 500 mg
Maltose 10 mg
Saccharose 45 g
Mannitol 45 g
Phytagel / Agarose 2 g/ 8g
Tableau 10 : Solution de fusion PEG a 30%.

Produits concentrations
PEG 7,5 mg
Solution de CaCl, 25 ml

Tableau 11 : Solution de ringage et fusion mannitol-Cl-Ca?*.

Produits

Concentrations dans 500 ml

Mannitol (0,5M)

45 5g

CaCl,

37mg




Résume

Résumé

La maitrise des techniques de suspensions cellulaires et des cultures de protoplastes
chez le palmier dattier, présente un grand intérét tant sur le plan agronomique, peut étre
intégrée dans le schéma d’amélioration et de la résistance au bayoud, qu’au plan fondamental
pour une meilleure connaissance de I’espece. Les suspensions cellulaires, sont a I’origine du
développement de I’embryogenese somatique, des transformations génétiques et constituent
le matériel le plus utilisé comme source de protoplastes.

Le but de cette étude est 1’établissement de suspensions cellulaires afin de disposer du
matériel indispensable pour I’isolement de protoplastes dans I’objectif d’obtenir des hybrides
somatiques résistants au Bayoud par le biais de I’isolement et la fusion de protoplastes.

Pour cela, des cals embryogénes issus des trois cultivars Deglet Nour, Takerbucht et
Tegaza sont placés sur le milieu Ps (Smg/l de picloram associé¢ a 1mg/l d’TPA et Img/l de
thiamine) sous une agitation continue a une vitesse de 100 tours/min. Les observations au
cours des subcultures montrent que les cals se dissocient et libérent des cellules de différentes
formes (arrondies, ovales et allongées). Aprés 7 semaines de subculture, le poids frais de la
suspension cellulaire est multiplié par 7 chez le cultivar Takerbucht et par 5 chez les deux
cultivars Tegaza et Deglet Nour.

L’utilisation des suspensions cellulaires comme source de protoplastes a permis
d’obtenir un nombre élevé de protoplastes de forme sphérique contenants de gros noyaux.

La quantité de protoplastes obtenue par gramme de suspension cellulaire initiale en fin
de macération varie en fonction du cultivar, de plus les meilleurs rendements sont obtenus
avec la solution enzymatique SE1 (Cellulase 1,5%, 0,5% Pectolyase Y23, Hémicellulase 2%)
et leur viabilité est évaluée par fluorescence di acétate (FDA).

Mots clés : Palmier dattier, embryogenése somatique, cal embryogene, suspension
cellulaire, protoplastes, Cellulase, Pectolyase Y23, Hémicellulase.



Résume

Abstract

The control of cell suspensions techniques and protoplast cultures in the date palm, is
of great interest both agronomically can be integrated in the scheme of improvement and
resistance bayoud, that basic plan for a better knowledge of the species. Cell suspensions are
at the origin of development of somatic embryogenesis, genetic transformation and constitute
the most material used as a source of protoplast.

The purpose of this study is the establishment of cell suspensions in order to have the
materiel necessary for the isolation of protoplasts with the aim of obtaining somatic hybrids
resistant to bayoud through protoplast fusion.

For this, embryogenic callus from three cultivars Deglet Noor, Takerbucht and Tegaza
were used to initiate cell suspension in liquid medium P5 (Smg/l de picloram associated with
Img/l d’IPA and I1mg/l de thiamine) and under continuous stirring at a speed 100
rounds/min.

The observations in the subcultures showed that callus dissociate and liberate cellulars
structures oval, rounded and elongated shape of varying size. After 7 weeks of subculture,
fresh weight of the cell suspension is multiplied by 7 in the Taquerbucht cultivar and by 5 in
both Tegaza and Deglet Nour cultivars.

The use of cell suspensions as a protoplasts source was obtained a large number of
spherical protoplast containing large nuclei. The protoplasts quantity obtained per gram of
initial cell suspension at the maceration end varies on cultivar. The best yields also were
obtained with the enzyme solution SE1 (1.5% cellulase, 0.5% Pectolyase Y23, Hemicellulase
2%). Their counting of cells was performed using Biirker cell (Marienfeld, United Kingdom)
and viability was evaluted by fluorescein diacetate (FDA) under inverted microscope.

Keywords: Date palm, somatic embryogenesis, embryogenic callus, cell suspension
protoplasts, cellulase, Pectolyase Y23, Hemicellulase.



	00
	01
	02
	03
	04
	05
	06
	07
	08
	09
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22

