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Avant-propos

Ce que j’aime dans la recherche scientifique moderne,
c’est qu’elle est aujourd’hui ce qu’ont toujours été la haute mer,

la haute montagne, la grande forêt, le désert, ce qu’ont été
autrefois la guerre et l’exploration : l’occasion incessante

donnée à l’homme de faire face à l’imprévu.

R. P. Bruckberger
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Résumé
Des expériences conduites in vitro avec des embryons excisés de palmier dattier

Cv. Takerboucht, variété résistante au bayoud, a apporté des améliorations à la technique de
culture d’embryons matures. Ainsi, le taux et la vitesse de germination sont nettement
améliorés. Les meilleurs taux de germination ont été enregistrés sur le milieu de base MS
modifié par référence, respectivement, aux travaux réalisés sur le palmier dattier par RHISS
(1980) (MSm1) et YAKOUB-BOUGDAL (1984) (MSm2). Ainsi, la culture des embryons, en
position debout a entraîné des taux élevés de régénération de 100 % sur MSm1 et de 91,67 %
sur MSm2, après 2 mois de culture. De plus, l’addition du saccharose a montré que les fortes
concentrations (50 g.l-1) assurent un bon aspect morphologique. Alors que l’addition de
l’ANA à 1 mg.l-1 parait être plus favorable à la production de plants.

Nous avons tenté un traitement en lumière bleue (P380), l’étude révèle l’effet bénéfique
d’un court traitement aussi bien sur la réduction du temps moyen de germination que dans
l'obtention de jeunes plants vigoureux. De plus, l’étude a mis en évidence l’effet rhizogène
d’un traitement composite (bleue/blanche).

Les variations des teneurs en leucoanthocyanes reflètent les variations de sensibilité de
l’embryon à la lumière. Les radiations bleues induisent très fortement la synthèse de ces
composés durant seulement les deux premières semaines de culture (15,05 mg.g-1 sur MSm1

et 15,97 mg.g-1 sur MSm2) et, par la suite, les teneurs diminuent. Ces teneurs sont corrélées
positivement au développement des embryons si le temps d’exposition à la lumière bleue ne
dépasse pas une semaine.
Mots clés : Phoenix dactylifera L., embryon zygotique, radiation bleue, cryptochrome,
leucoanthocyanes.

Abstract
Experiments conducted in vitro using excised embryos of date palm Cv. Takerboucht,

have made improvements to the technique of culture of mature embryos. So, the rate and
speed of germination were significantly improved: the best germination rates were recorded
either on MS basal medium modified by reference, respectively, the work on the date palm by
RHISS (1980) (MSm1) and YAKOUB-BOUGDAL (1984) (MSm2).

Thus, embryos grow with the size of 5 mm and standing have led to high rates of
regeneration (100%) on MSm1 (91, 67%) and on MSm2, after 2 months of culture. Besides,
the addition of sucrose at different concentrations shows that high concentrations (50 g.l-1)
provide a good morphological appearance. The addition of ANA at 1 mg.l-1 appears most
suitable for seedling production.

We tried a blue light treatment (P380), study reveals the beneficial effect of treatment
during both the reduction of regeneration in the obtaining of vigorous seedlings. In addition,
the study showed the effect of rooting treatment composite (blue/white).

Changes in levels leucoanthocyanes reflect variations in sensitivity of the embryo to light
during the culture. The blue radiation induced strongly the synthesis of these compounds only
during the first two weeks of culture (15.05 mg.g-1 on MSm1 and 15.97 mg.g-1 on MSm2),
thereafter, levels decrease. There is a positive correlation between the levels of
leucoanthocyanins and the development of embryos when the bleu-light treatment no exceeds
one week.
Keywords: Phoenix dactylifera L., zygotic embryo, cryptochrom, blue radiation,
leucoanthocyanins.
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Figure 67 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de

saccharose, additionné de BAP (10 mg.l-1) en fonction du temps (sous la lumière bleue).

Figure 68 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière

bleue.

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (0,1 mg.l-1).

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (10 mg.l-1).

Figure 69 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de

saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la lumière bleue).

Figure 70 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de

saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la lumière bleue).

Figure 71 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière

bleue.

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1).

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1).

Figure 72 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de

saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la lumière bleue).

Figure 73 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de

saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la lumière bleue).

Figure 74 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière

bleue.

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1).

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1).

Figure 75 : Formation de racines sur la gaine cotylédonaire, sur les milieux MSm1 et MSm2

additionnés de 30 g.l-1 ou 50 g.l-1 de saccharose, sous la lumière bleue :

1- Milieu sans hormones ; 2- BAP à 0,1 et 10 mg.l-1 ; 3- ANA à 1 mg.l-1 ; 4- AIA à 0,1 mg.l-1 ;

5- Observation des stades de développement de la racine sur la gaine cotylédonaire (racine

secondaire obtenue en présence d’AIA (0,1 mg.l-1)). (G x 20).

Figure 76 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de

saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la

lumière blanche).



Figure 77 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de

saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) en fonction du temps (sous la

lumière blanche).

Figure 78 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière

blanche.

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) +

BAP (0,1 mg.l-1).

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) +

BAP (10 mg.l-1).

Figure 79 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de

saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la

lumière blanche).

Figure 80 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de

saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la

lumière blanche).

Figure 81 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière

blanche.

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) +

BAP (0,1 mg.l-1).

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) +

BAP (10 mg.l-1).

Figure 82 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de

saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la

lumière bleue).

Figure 83 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de

saccharose, additionné d’AIA (1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) en fonction du temps (sous la

lumière bleue).

Figure 84 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière

bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) +

BAP (0,1 mg.l-1).

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) +

BAP (10 mg.l-1).

Figure 85 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de

saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) en fonction du temps (sous la

lumière bleue).



Figure 86 : Développement des embryons sur le milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de

saccharose, additionné d’AIA (1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) en fonction du temps (sous la

lumière bleue).

Figure 87 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière

bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 m g.l-1) +

BAP (0,1 mg.l-1).

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) +

BAP (10 mg.l-1).

LISTE DES ABREVIATIONS

2.4 D : Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique

AIA : Acide indole acétique.

ANA : acide naphtalèn acétique.

BAP : Benzyle aminopurine.

Ca (ClO)2 : Hypochlorite de calcium.

cry : Cryptochrome.

ddl : Degré de liberté.

Do : Densité optique.

ES : Embryon somatique

EZ : Embryon zygotique

F.A.O. : Organisation des nations unies pour l’alimentation.

Foa : Fusarium oxysporum f. sp. albedinis

HgCl2 : Chlorure mercurique

MAC : méristème apical caulinaire

MS : Murashige et Skoog.

MSm1 : Murashige et Skoog modifié par RHISS (1980).

MSm2 : Murashige et Skoog modifié par YAKOUB-BOUGDAL (1984).

mvs : matière végétale sèche.

NaClO : Hypochlorite de sodium

P: Phoenix

phot : Phytotropines.

phy : Phytochrome.

Pr : Phytochrome rouge clair (forme inactive du phytochrome)

Pfr : Phytochrome rouge sombre (forme active du phytochrome).

RC : rouge clair.

RS : rouge sombre.

Tk: Takerboucht.
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INTRODUCTION

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une Monocot dioïque de la famille des

Arecaceae (APG II, 2003), caractérisée par des feuilles pennées (BARROW, 1998).

Le Palmier dattier est une des plantes d’importance socio-économique majeure dans les

pays du maghreb. Il est représenté par, environ 120 millions d’arbres, répartis essentiellement

(2/3) au Proche Orient et en Afrique du Nord (JARADAT et ZAID, 2004), et constituent une

source de vie non négligeable. De plus les palmeraies créent un microclimat qui permet

d’associer d’autres cultures sous-jacentes telles des cultures maraîchères, des céréales et des

arbres fruitiers.

En Algérie, on compte environ seize millions de Palmiers dattier (TIRICHINE et al., 2005

in DJILLALI, 2008), représentés par plus de 800 cultivars (HANNACHI et al., 1998).

Cependant, plus de 3 millions de palmiers ont été détruits par une fusariose vasculaire appelée

Bayoud causée par le Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (BOUNAGA et DJERBI, 1990).

Cette maladie a occasionné des dégâts importants dans les palmeraies de l’Ouest et du centre,

où seule la variété nommée Takerboucht est déclarée résistante à ce champignon, et risque de

s’étendre à d’autres pays mettant en danger la phoeniciculture à l’échelle mondiale (EL

HADRAMI, 1995). De plus, le rajeunissement des palmeraies devient une nécessité actuelle

pour faire face à d’autres problèmes tels la sécheresse et l’ensablement. Aussi, la culture

monovariétale pratiquée dans les nouvelles plantations, peut se traduire, à moyen et à long

terme, par la perte de certaines variétés et têtes de clones.

A l’heure actuelle et face aux contraintes posées par les moyens de lutte traditionnelle, un

vaste programme de recherche à l’échelle nationale est entrepris, ainsi il existe plusieurs

thèmes de recherche qui reposent sur deux axes principaux (ANJARNE et al., 2005 in

DJILLALI, 2008):

1. la sélection de variétés, de clones résistants et la bonne qualité dattière sont réalisées

par le biais des prospections dans les palmeraies bayoudées et des croisements dirigés.

2. le développement et la maîtrise des techniques de micropropagation pour la

multiplication du Palmier dattier à grande échelle, permettront la sauvegarde d’un certain

nombre de cultivars menacés de disparition, ainsi que le repeuplement des palmeraies par des

variétés sélectionnées.

Actuellement, la demande nationale en plants et en vitroplants est loin d’être satisfaite

(INRA, 2002), suite aux difficultés de la multiplication du Palmier dattier aussi bien par voie

traditionnelle que par les techniques de multiplication in-vitro. Ces dernières se heurtent à

différents problèmes dont le plus important est le brunissement des tissus, des milieux,
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qui causent des pertes considérables en matériel végétal, en plus de la lenteur dans la réponse

des tissus (BAAZIZ et BENDIAB, 1994).

Deux méthodes de régénération du palmier dattier par culture ‘in-vitro’ existent :

l’organogenèse et l’embryogenèse somatique. Ces dernières sont régies par les substances

contenues dans le milieu ainsi que par les capacités morphogènes de l’explant d’origine (AL-

KHAYRI, 2007). Bien que les plants de palmier soient multipliés commercialement par voie

végétative, la multiplication par semis reste toujours importante en fournissant des sujets

utiles dans le cas des programmes d’amélioration génétique ayant pour objectif la création de

nouvelles variétés (MONNIER, 1995).

Les facteurs physiques de l’environnement, à savoir la température et la lumière jouent un

rôle prépondérant dans les processus fondamentaux pour le développement des plantes

(germination, croissance, floraison …), ainsi que dans le raccourcissement des cycles,

l’induction et l’exaltation morphogène (YAKOUB-BOUGDAL, 1987, 2005).

Les réponses morphogénétiques à la lumière résultent des mécanismes de la

photomorphogenèse qui se définit comme la régulation (ou le contrôle) de la croissance et du

développement des plantes (SMITH, 2000). Ces réponses sont induites grâce à des

photorécepteurs qui réceptionnent le signal lumineux. Chaque radiation du spectre de la

lumière blanche est perçue par une famille de photorécepteurs spécifiques. Ainsi, les

phytochromes sont responsables de la photoperception des radiations rouges alors que les

cryptochromes et les phytotropines sont responsables de la photoperception des radiations

bleues (SUETSUGU et WADA, 2003). Les photorécepteurs convertissent le signal lumineux

en signal biochimique induisant différentes réponses dont la synthèse d’anthocyanes

(FURUYA et SCHAFER, 1996).

En réponse à un stress lumineux, les composés phénoliques sont accumulés dans les

différents tissus de la plante. Les anthocyanes interviennent en première ligne pour contrer les

effets néfastes de ce stress. Ces pigments appartiennent à la classe des flavonoïdes, classe

importante de composés phénoliques, vu leur rôle majeur dans différentes fonctions de la

plante (SUZUKI et al., 2007).

Des traitements lumineux ont déjà été appliqués avec succès dans la culture in vitro du

palmier dattier ; sur des semis, de jeunes plantes de la variété Deglet nour, YAKOUB-

BOUGDAL (1984) a montré l’effet rhizogène du rouge sombre sur des méristèmes

caulinaires prélevés sur des plantules âgés de deux mois. Par la suite, CALERO (1989) a mis

en évidence l’effet positif de l’éclairement rouge clair sur l’induction de l’embryogenèse

somatique, sur des nervures de la gaine cotylédonaire.
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L'objectif de nos recherches est de montrer l’importance des facteurs liés à la lumière pour

le bon développement et la production rapide de jeunes plantes de palmier dattier variété

Takerboucht.

Parallèlement aux recherches effectuées par YAKOUB-BOUGDAL (1984), nous avons

recherché l’effet des radiations bleues sur l’organogenèse des embryons.

De même une analyse quantitative sur la teneur en leucoanthocyanes, précurseur des

anthocyanes, a été réalisée, dont la synthèse est régulée par le cryptochrome des embryons

(FURUYA et SHAFER, 1996).

Notre choix a porté sur ces radiations car elles sont actives sur diverses chaînes de

biosynthèse, permettant de distinguer l’action du cryptochrome de celles des autres

photorécepteurs. De plus, ces radiations sont présentes dans la lumière blanche artificielle qui

éclaire nos cultures.

Nos recherches ont d’abord consisté dans une première partie à caractériser le matériel

d’étude ; la plantule à l’état sec avant l’imbibition et au cours de la germination de la graine,

ce qui nous permettra une parfaite connaissance du matériel que l’on se propose d’étudier.

La seconde partie est consacrée à la détermination des meilleures conditions de

germination et à l’étude du comportement en culture in vitro de plantules soumises à

l’influence des milieux de culture et de traitements lumineux.

Dans une troisième partie, nous avons cherché à montrer l’évolution de la sensibilité

d’embryons de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) Cv. Takerboucht aux radiations bleues

par l’étude quantitative de leur teneur en leucoanthocyanes, précurseurs des anthocyanes. Ce

qui nous permettra de mettre en évidence une éventuelle corrélation entre la synthèse de ces

derniers et le développement des embryons.

La dernière partie porte sur l’analyse de l’effet d’un traitement composite (bleue/blanche)

et de divers régulateurs de croissance sur le développement des plantules.

Au terme de ce travail, une conclusion générale récapitulera les différentes observations

auxquelles nous avons abouti.
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Le genre Phoenix figure parmi les récoltes les plus antiques de l’homme (NIXON, 1951;

POPENOE, 1973; ZOHARY et SPIEGEL-ROY, 1975; AMER, 1994; ZOHARY et HOPF,

2000; EL HADRAMI et EL HADRAMI, 2009). En effet, des sculptures et peintures trouvées

en Mésopotamie, Egypte, Libye et au Tassili datant de 6000 à 4500 ans avant J. C. attestent

que la culture du dattier était déjà pratiquée (BOUNAGA, 1991; AMER, 1994; BARROW,

1998; ZOHARY et HOPF, 2000; EL HADRAMI et EL HADRAMI, 2009).

I- LE GENRE PHOENIX L.

1- Caractéristiques générales

1.1- Classification et Phylogénie

La position taxonomique du genre Phoenix et des genres alliés de la tribu des Phoeniceae

a longtemps été controversée. Aux cours des anciennes classifications des palmiers, ils ont été

placés dans les Palmae : Phoenicoïdeae (MOORE, 1973). Plus tard, ils ont été le plus

souvent, inclus dans les Arecaceae : Coryphoideae (UHL et DRANSFIELD, 1987).

Récemment, les études moléculaires ont favorisé une division en un plus grand nombre de

petites familles monophylétiques (DUVALL et al., 1993a, b; CHASE et al., 1995; 2000).

Dans les taxonomies les plus récentes et les plus élaborées des monocotylédones, le genre

Phoenix et ses proches ont été identifiés en tant que familles distinctes. La hiérarchie suivante

a été adoptée par GOVAERTS et DRANSFIELD (2005) :

 Règne : Plantea.

 Sous règne : Tracheobionta.

 Embranchement : Spermatophyta.

 Sous embranchement : Magnoliophyta.

 Classe : Monocots.

 Sous classe : Commelinids.

 Ordre : Arecales.

 Famille : Arecaceae.

 Sous famille : Coryphoideae.

 Tribu : Phoeniceae.

 Genre : Phoenix.

Cependant, d’autres classifications ont leurs partisans et sont encore utilisées dans certains

écrits (TAKHTAJAN, 1997; SPICHIGER et al., 2002).

La famille des Arecaceae est la plus importante des monocots. actuellement, elle compte

190 genres et 2364 espèces (GOVAERTS et DRANSFIELD 2005). La tribu des Phoeniceae

ne comporte qu’un seul genre : Phoenix. Sur les 109 taxons de Phoenix décrits,
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(CHEVALIER, 1952; MOOR, 1963; UHL et DRANSFIELD, 1987) retiennent 12 à 19

espèces toutes anciennes, dont 12 semblent parfaitement distinctes (CORNER, 1966).

Récemment, des études moléculaires ont eu pour conséquence des données dépendantes

sur l’histoire évolutive du genre (BARROW, 1999), ce qui a donné comme résultat des

classifications mieux élaborées avec des groupes nécessairement plus petits. Ainsi sur les

douze espèces retenues par MOOR (1963), BARROW (1998) a réduit deux espèces au rang

de synonyme, il a inclut une nouvelle espèce de l’île Andaman, ainsi que deux variétés de P.

loureiri et considère la présente liste incomplète (tab. I).

Un recensement récent dénombre 13 espèces dans le genre Phoenix (BARROW, 1998;

1999; ZOHARY et HOPF, 2000), dont une espèce en Algérie (MAIRE, 1959;

QUEZEL et SANTA, 1962; OZENDA, 2004) et 33 noms synonymes des espèces existantes

(BARROW, 1998).

Tableau I : Liste des espèces du genre Phoenix selon BARROW (1998)*.

Espèces Noms communs Distribution
Phoenix acaulis L.

P. andamanensis L.

P. caespitosa L.

P. canariensis L.

P. dactylifera L.

P. loureiri var. loureiri
P. loureiri var. humilis

P. paludosa L.

P. pusilla L.

P. reclinata L.

P. roebelenii L.

P. rupicola L.

P. sylvestris L.

P. theophrasti L.

Palmier nain (Dwarf)

Palmier des Canaries

Palmier dattier

Palmier Juliana

Palmier nain (Dwarf)

Palmier à sucre

Dattier sauvage

Le Nord de l’Inde et le Népal.

Iles Andamans

Somalie, Djibouti et le Sud de la péninsule
arabique (Arabie Saoudite et le Yémen).

Iles Canaries et le Cap Vert.

Les pays de la rive Méditerranéenne,
l’Afrique, une partie de l’Asie ; existe en
Amérique du Nord et en Australie.

L’Inde, l’Indochine, le Sud de la Chine, Le
Taiwan et même aux Philippines.

Les pays du Bengale, l’île Andaman et
Nicobar, de l’Indochine jusqu'à la péninsule
Malaisienne et le Nord de Sumatra.

Le Sri Lanka, le Tamoul et l’Inde.

Régions tropicales et subtropicales
Africaine, le Nord et le Sud Ouest de
Madagascar et les îles Comores

Le Nord du Laos, le Vietnam, le Sud de la
Chine et les rives du fleuve Mékong.

L’Ouest du Bengale en Inde.

L’Inde et le Pakistan.

La Crète et le Sud de la Turquie.

* La liste s’est faite sur les bases de données morphologiques,
anatomiques, écologiques et moléculaires.
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2- Distribution et habitat

Dans l’ancien monde, le genre Phoenix est distribué dans la région holarctique, des îles

Canaries à l’Ouest jusqu'à Hong Kong à l’Est, traversant les régions tropicales et

subtropicales africaines, le bassin méditerranéen, la péninsule Arabique, jusqu’au

subcontinent Indien et Indochinois (BARROW, 1998).

L’évolution du genre a été accompagnée d’une diversification écologique, la majorité des

espèces se développent dans des endroits plutôt arides secs et ensoleillés, et dans des climats

modérément humides (BOUNAGA, 1991). Elles requièrent toutes, une constante humidité au

niveau des racines (MOORE et UHL, 1973; BARROW, 1999). Cependant les espèces

Phoenix se sont adaptées à différentes niches écologiques, allant des bordures de mer

jusqu’aux hautes montagnes, des points culminant à plus de 2000 m d’altitude. De même les

milieux salin et alcalin sont tolérés par quelques espèces (BARROW, 1998). Les espèces

Phoenix provenant de ces habitats divers, présentent une diversité parallèle, dans leurs

rythmes de développement et de croissance (TOMLINSON, 1990).

II- Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.)

1- Histoire et botanique

Le palmier dattier est la troisième espèce de la famille des Arecaceae après Cocos

nucifera L. (Cocotier) et Elaeis guineensis Jacq. (Palmier à huile). Ils constituent les premiers

fruits domestiqués dans l’ancien monde avec l’olivier et le figuier (ZOHARY et SPEIGEL-

ROY, 1975; WRIGLEY, 1995). Il est cultivé pour ses fruits, mais aussi comme arbre

d’ornementation. Sur le plan économique, la datte est l’élément le plus important, il ne

demeure pas moins que les feuilles sont utilisées par les habitants locaux.

Traditionnellement, le palmier dattier est cultivé dans les zones arides du Sud de la

Méditerranée et dans la partie Sud du moyen Orient. Une aire qui s’étend du Sud de l’Iran à

l’Est jusqu’à la côte atlantique à l’Ouest (WRIGLEY, 1995) (fig. 1). D’autres régions

manifestent une grande diversité variétale, comme le Nord Ouest de l’Inde et le Pakistan, qui

sont des régions secondaires (MALIK, 1984). Cependant, le palmier dattier a été introduit

dans différentes régions pour des besoins commerciaux (QACIF et al., 2007).

La culture de la datte et sa consommation datent des temps les plus anciens (ZOHARY et

HOPF, 1988). Par conséquent, l’ancêtre sauvage du dattier ou même la région exacte de sa

domestication reste encore incertaine (CORNER, 1966). Alors que certains auteurs

considéraient P. sylvestris comme étant les vrais ancêtres du palmier dattier (HAMILTON,

1827 in BARROW, 1998), très récemment, une similitude remarquable de l’espèce sauvage

de Crète P. theophrasti au dattier a été détectée. Ce qui dénote ce taxon comme un autre

candidat au rang d’ancêtre sauvage du dattier (BARROW, 1998; ZOHARY et HOPF, 2000).
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Selon ZOHARY et HOPF (1993), l’ancêtre sauvage du dattier (s’il existe encore ou ses

proches) devrait se développer partout sur la frange méridionale chaude et sèche du proche

Orient, sur le Nord Est du Sahara et le Nord du désert d’Arabie (fig. 2). Actuellement,

BARROW (1999), place la région arabo-Iranienne comme centre d’origine de Phoenix

dactylifera L.

Selon OZENDA (2004), les dattiers sont arborescents et ligneux ayant pour

caractéristiques communes:

 Un port en buisson, jamais monocaule sauf en culture.

 Arbre à tronc (appelé stipe) de 10 à 30 m, non ramifié mais émettant à sa base

des rejets. La base du tronc porte de nombreuses racines adventives.

 Les feuilles longues de plusieurs mètres, ont un limbe divisé en deux rangées

de folioles étroites, pliées en long suivant leur nervure, raides et piquantes au sommet. Les

folioles inférieures de chaque feuille sont transformées en épines (fig. 3a).

 L’arbre est dioïque; les pieds mâles fleurissent en général, à partir de la

troisième année et les pieds femelles vers 5 ou 6 ans.

 Les fleurs sont groupées en une inflorescence très fournie (fig. 3b), pouvant

contenir plusieurs dizaines de milliers de fleurs enfermées dans une grande

bractée, appelée spathe avant la floraison. Sur le plan morphologique les

inflorescences males diffèrent des inflorescences femelles (fig. 4).

- Les fleurs mâles (fig. 3c) comportent six pièces périanthaires et six

étamines.

- Les fleurs femelles (fig. 3d) comportent six pièces périanthaires et un

ovaire fait de trois carpelles distincts, un seul carpelle se développe et

donne une baie ovoïde qui est la datte.

A noter que les palmiers dattiers ne fleurissent que lorsque la température dépasse 18 °C

et ne donnent des dattes que lorsque cette dernière excède 25 °C (ZAID et DE WET, 2002).

Aussi, les fleurs mâles ont une odeur caractéristique, alors que les fleurs femelles sont

inodores (AMMAR, 1978; VANDERCOOK et al., 1980).

 La datte comporte

1. Extérieurement, un tégument cireux ou exocarpe.

2. Une partie charnue et comestible, très riche en sucre, qui représente le mésocarpe.

3. Un tégument interne blanc et fibreux, l’endocarpe, directement appliqué sur la graine

(fig. 3f).

 La graine improprement appelée noyau, souvent allongée, de taille et de forme

différentes, est une masse ovoïde très dure, portant un sillon longitudinal. Elle

possède un albumen (endosperme) dur, corné (90 % de mannanes) et renferme

un embryon dorsal (2 à 3 mm). Parfois le fruit se développe sans fécondation,

il est alors de petite taille et peu charnu.
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Tropique
du Cancer

Equateur

Figure 1: Distribution du Palmier dattier en Afrique du Nord et au Sud Ouest Asiatique (WRIGLEY, 1995).

Figure 2 : Distribution naturelle des formes sauvages du Palmier dattier (ZOHARY et HOPF, 2000).
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Figure 4 : Inflorescences du Palmier dattier (CHAO et KRUEGER, 2007)
a : femelle ; b : male.

Figure 3 : Caractéristiques morphologiques du Palmier dattier d’après OZENDA (2004).
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1.1- Développement du Palmier dattier

Selon BOUNAGA (1991) il est possible de distinguer cinq phases de développement dans

la croissance du palmier :

Phase 1 : la graine

Elle provient du développement d’un ovule anatrope, avec un micropyle au voisinage du

hile (à l’extrémité du raphé), cependant, le micropyle durant la phase de maturation, migre

loin du hile (GINIEIS, 1957). Ainsi à maturité, l’embryon vient se localiser au milieu de la

graine (GATIN, 1912). L’embryon mûr est limité à un cotylédon, où loge la plantule

(MALPIGHI, 1671 in GATIN, 1992), formée d’une radicule et d’une gemmule sur le même

axe (GATIN, 1912; GINIEIS, 1957) (fig. 5).

Selon ODETOLA (1987), il ne semble pas exister de dormance, chez les graines du

Palmier dattier qui, à température ambiante peuvent, être viables et garder leur capacité

germinative durant 5 à 6 ans (WRIGLEY, 1995). Cependant, ABERLENC-BERTOSSI et al.

(2006) ont rapporté que les semences du Palmier dattier sont dites orthodoxes pouvant être

conservées pendant environ 15 ans à température ambiante.

Phase 2 : phase germinative

Les graines en conditions favorables de 30 °C jusqu’à 38 °C, peuvent germer 28 à 40

jours après leur imbibition.

GATIN (1912) précise l’implication de deux phases au cours de la germination :

(1) phase de préparation qui marque la fin de la maturation de l’embryon

(différenciation de la gemmule et de la radicule). Durant cette phase, on

assiste à un allongement de la partie, au dessus de la gemmule, donnant

naissance au pétiole cotylédonaire. L’autre extrémité restant dans la graine

est de forme globulaire (limbe cotylédonaire) qui assure la digestion de

l’albumen.

(2) Phase de germination proprement dite, qui débute par l’arrêt de

l’allongement du pétiole cotylédonaire, la gemmule et la radicule

s’accroissent et s’échappent à l’extérieur.

TILLICH (1995, 2000) qualifie ce mode de germination de "remote non ligular

germination" ou "remotive tubulée", germination hypogée sans ligule, qui exprime

l’éloignement du collet de la graine lors de l’allongement du pétiole cotylédonaire.

Phase 3 : construction de la plante

Appelée aussi phase d’établissement ("establishment phase"), au niveau de laquelle la

plante devient autotrophe et son système vasculaire doit se construire.

Sur la partie caulinaire : on observe une série de feuilles distiques, juvéniles : les

éophylles. Leur forme varie progressivement (fig. 6) : initialement lancéolées à limbe entier

mais pliées (fig. 6A), elles se découpent en feuilles à limbe parapenné (fig. 6B), puis penné à

insertion spiralée.
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Figure 6 : Représentation schématique des éophylles (GATIN,1912)
a : feuille juvénile ; b : feuille semi-juvénile
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Figure 5 : Représentation schématique de la plantule logée dans la graine en
coupe sagittale d’après PFITZER (1855 in GATIN, 1912)
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Sur la partie racinaire : la radicule et ses ramifications sont relayées par l’apparition de

racines secondaires, à la base du nœud cotylédonaire. On parle à ce niveau du type fasciculé.

Elles sont toujours adventives et d’origines endogènes. Leur diamètre augmente

progressivement. Elles servent à la fois de fixation et de système d’absorption (BELARBI-

HALLI et al., 1983, 1984).

Phase 4 : la phase adulte végétative

Le dattier va construire son tronc ou stipe et acquérir son "port de palmier" par une

extension continue de l’axe végétatif. Durant cette phase, il accumule des réserves et produit

essentiellement des feuilles ainsi que des rejets à la base du tronc.

Phase 5 : la phase adulte reproductive

A ce stade le Palmier dattier commence à produire des inflorescences. Etant dioïque, ce

n’est qu’à ce stade, que l’on peut reconnaître son sexe, issu de semis (les quatre stades

précédents apparaissent identiques chez les pieds mâles et femelles). C’est à partir de cette

phase que le Palmier dattier rentre en production.

1.2 Stades de développement du fruit du palmier dattier

Dans les régions où le Palmier dattier occupe une place importante dans l’économie du

pays, une terminologie permet de suivre l’évolution de la datte. Chaque stade correspondant à

une appellation particulière. Ainsi on distingue 4 stades (fig. 7), qui sont basés selon trois

critères : la couleur, l’aspect et la consistance du fruit (FAYADH et AL-SHOWIMAN, 1990).

Les termes utilisés sont en arabe, ils correspondent à une nomenclature internationale

adoptée par de nombreux auteurs, largement employés dans tous les pays phoenicicoles.

Avant le premier stade, entre la 4è et la 5è semaine, après fécondation, la datte est dite

‘altalaa', elle est de teinte blanche verdâtre.

Stade 1 : ‘Kimri’, appelé aussi ‘green stage’,

C’est le stade le plus long dans la croissance et le développement de la datte, il peut durer

de 9 à 14 semaines selon le cultivar. La datte est de consistance dure, de couleur vert pomme

et impropre à la consommation ; ce stade est caractérisé par deux phases ;

 1èr phase ; la datte présente les caractéristiques suivantes :

- augmentation rapide de la taille et du poids.

- accumulation à un rythme de plus en plus élevé des teneurs en eau, sucres

totaux et tanins.

 2è phase ; caractérisée par une :

- diminution du rythme de croissance de la taille et du poids.

- réduction de l’accumulation des sucres totaux, des tanins et des teneurs en

eau par rapport à la 1èr phase.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

13

Figure 7 : Stades de développement du fruit de la datte selon MUNIER (1973)
1-2- ‘altalaa' ; 3-4- ‘Kimri’ ; 5-6- ‘Khalal’ ; 7- ‘Rutab’ ; 8- ‘Tamr’.
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Stade 2 : ‘Khalal’ appelé aussi ‘colour stage’

La durée de se stade est de 3 à 5 semaines, la première manifestation est perçue par le

changement de couleur de la datte, qui vire du vert vif au jaune, rose ou au rouge suivant les

cultivars. A la fin du stade, la datte atteint sa maturité physiologique. Son poids et sa taille

sont à leur maximum et la couleur de la graine vire du blanc vers le marron.

L’accumulation des sucres totaux se poursuit et les teneurs en eau commencent à diminuer

(environ 50-85 %). On note qu’à ce stade les dattes sont récoltées pour la consommation dans

certaines régions (DOWSON et ATEN, 1962; GLASNER et al., 2002).

Stade 3 : ‘Rutab’ appelé aussi ‘soft ripe stage’

La durée totale varie de 2 à 4 semaines, la datte commence à se ramollir, à changer de

couleur, qui devient brune ou noire. Elle perd peu à peu sa turgescence en raison de la

diminution de sa teneur en eau (30 à 45 %) et de la transformation en sucres de l’amidon. Ce

dernier est contenu dans les cellules constituant la pulpe, avec une perte progressive de poids

(10 % à la fin du stade). Ces dattes non mûres (saveur âpre due aux tanins) sont malgré tout

consommées et commercialisées dans certains pays phoenicicoles.

Stade 4 : ‘Tamr’

C’est le stade de la maturité commerciale, où les pertes en eau sont maximales, la datte

conserve entre 25 % à 10 % d’humidité, parfois moins perdant ainsi 35 % de son poids. Les

tanins migrent vers les cellules situées à la périphérie du mésocarpe et se fixent sous forme

insoluble.

Les dattes parthénocarpiques n’évoluent pas en général jusqu’au stade ‘Tamr’ et ne dépassent

pas celui de ‘Khalal’.

À ce stade, le poids et la taille de la datte varient en moyenne, respectivement, entre 2 à

60 g, et de 2 à 11 cm respectivement. Ces mensurations dépendent essentiellement du type de

cultivar ainsi que des conditions de culture (WRIGLEY, 1995).

2- Importance

De tout temps, le Palmier dattier a eu une place privilégiée dans l’existence et le

développement des oasis, ce qui s’explique par un ensemble de raisons :

Le palmier dattier est particulièrement bien adapté aux zones arides et semi arides, qui se

caractérisent par une faible pluviométrie et de fortes températures allant de - 5 jusqu’à 50 °C

(espèce thermophile et héliophile) (WRIGLEY, 1995; CHAO et KRUEGER, 2007). La

température de croissance optimale se situe entre 12,7 et 27,5 °C (ZAID et DE WET, 2002).

Aussi le palmier dattier est un arbre très productif, les rendements moyens peuvent aller,

de 100 à 200 kg/ arbre et par an. Certains pieds peuvent produire des taux très élevés

atteignant parfois les 400 à 600 kg/ arbre et par an (AMER, 1994). Ces estimations varient
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suivant les cultivars, l’âge de l’arbre et les conditions environnementales et culturales des

pieds mères (ZAID et al., 2002).

D’après JARADAT et ZAID (2004), il y aurait plus de 120 millions de palmier dattier de

par le monde, répartis essentiellement avec 2/3 au Proche Orient et en Afrique du Nord, ce

qui explique la grande diversité variétale dans ces régions. La production mondiale de dattes

est passée de 1 809.091 tonnes en 1962 à 6 924.975 tonnes en 2005 (FAO, 2006). Les pays

producteurs les plus importants sont mentionnés dans le tableau II.

Tableau II : Principaux pays producteurs de dattes (FAO STAT, 2005)

Pays
Production en 2005

(tonnes)

1. Egypte

2. L’Arabie Saoudite

3. Iran

4. Emirats Arabes Unies

5. Pakistan
6. Algérie

1 170.000

900.000

880.000

760.000

625.000
516.293

Bien qu’une partie de la production mondiale de la datte soit autoconsommée

(WRIGLEY, 1995; LOUTFI et EL HADRAMI, 2004), il existe un grand marché

d’exportation estimé à 512.829 tonnes (FAOSTAT, 2004). L’Inde et le Pakistan sont les plus

grands importateurs de dattes (FAOSTAT, 2004).

En Algérie le nombre de palmiers dattiers est de l’ordre de 11 millions pour une superficie

de plus de 100.000 ha, soit 21,4 % des plantations fruitières (Anonyme, 2002).

La production annuelle en 2005 était évaluée à plus de 516.293 tonnes, toutes variétés

confondues, dont 230.000 tonnes ont été destinées à l’exportation, principalement la variété

Deglet-Nour qui représente à elle seule plus de 2,43 millions de pieds, soit 47 % du

patrimoine national (Anonyme, 2006).

Selon AL-SHAHIB et MARSHALL (2003), l’importance de la datte dans la nutrition

humaine, réside dans sa composition riche en carbohydrates entre 72 à 88 % de sucres

réducteurs. Les dattes sont considérées comme les fruits les plus riches en éléments minéraux

(Fe2+, K+, Ca2+, Cl-, Cu2+, Mg2+ etc.…).

De plus, la pulpe de datte contient des vitamines en quantités variables avec les types de

dattes et leur provenance. En général, elle contient des caroténoïdes et des vitamines du

groupe A, B et B2, et elle est la source de 16 acides aminés (VANDERCOOK et al., 1980;

AHMED et al., 1995).
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Au delà de sa valeur commerciale et nutritionnelle, la datte joue un rôle important dans le

régime alimentaire et la vie communautaire à travers les oasis. Aussi, le palmier constitue

l’élément fondamental de l’écosystème oasien, car il assure une certaine stabilité aux

populations des oasis, en freinant l’avancée du désert, tout en créant un milieu typique

favorable à la pratique d’autres cultures sous-jacentes (arboricoles, céréalières,

maraîchères….), garantissant ainsi une certaine autonomie économique du milieu oasien (EL

HADRAMI et EL HADRAMI, 2009).

3- Reproduction et génétique

Le Palmier dattier est une espèce dioïque à reproduction allogame, où les inflorescences

mâles et femelles se développent sur des pieds distincts, ce qui a mené vers une variation

morphologique et génétique considérable, telle qu’il semble impossible d’obtenir par semis

deux plants identiques (NIXON et CARPENTER, 1978; VANDERCOOK et al., 1980).

Cependant, récemment SUDHERSAN et ABO EL-NIL (1999) ont recensé des clones

hermaphrodites, où des pieds mâles ont développé des inflorescences femelles.

NEMEC (1910), rapporte que le nombre de chromosomes chez le dattier est de 2n = 2X

= 28, cependant, des variations du nombre chromosomique entre les variétés mais aussi au

sein d’une même variété ont été rapportées (exemple : 2n = 2X = 36 (BEAL, 1937), 2n = 2X

= 32 ou 2n = 2X = 28 (AL SALIH et AL RAWI, 1987; AL SALIH et al., 1987; IBRAHIM et

al., 1998), 2n = 2X = 26 (LOTFI, 1999). A noter que de récentes études cytologiques laissent

supposer qu’il existe des chromosomes sexuels chez le dattier (SILJAK-YAKOVLEV et al.,

1996). De même que, les gènes femelles sont homozygotes (ZOHARY et HOPF, 2000).

Dans toutes les régions où la culture du dattier est très anciennement pratiquée, les

cultivars sont très nombreux. D’après AL-AFFIFI et AL-BADAWI (1998), quelques 1500

cultivars auraient été recensés à travers le monde. Alors que BASHAH (1996) avance le

chiffre de 5000 cultivars. Chaque cultivar dériverait d’une seule et unique graine sélectionnée,

clonée et multipliée par voie végétative (WRIGLEY, 1995). En Algérie, selon HANNACHI et

al. (1998), l’agriculture de subsistance ancienne a donné naissance à plus de 800 cultivars de

Palmier dattier sélectionnés localement à partir de semis, en fonction de leur qualité (dattes

précoces ou tardives etc..).

La double sélection humaine et naturelle a mené vers le développement et l’apparition des

différents cultivars. Cependant, la domestication n’a pas porté atteinte au degré de ploïdie des

cultivars recensés (ZOHARY et HOPF, 2000; AL KHAYRI, 2007). Des différences au

niveau de la qualité et la phénologie des fruits ont permis de distinguer ce que l’on appelle

communément ‘variétés’ (BOUNAGA, 1991; WRIGLEY, 1995; BARROW, 1998). Ces

variétés sont divisées en trois groupes suivant leur consistance qui, peut être dure, molle ou
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très molle, d’où leur répartition selon cette caractéristique dans trois catégories suivantes

(MUNIER, 1973; WRIGLEY, 1995; CHAO et KRUEGER, 2007) :

 Dattes sèches, de consistance dure : Degla-Beïda, Mech degla,

 Dattes demi-molles : Deglet-Nour,

 Dattes molles : Takerboucht.

4- Ravageurs et maladies du Palmier dattier

Les pathologies du Palmier dattier sont nombreuses et causées par plusieurs groupes de

champignons et d’insectes. Cependant, la nature et/ou même l’agressivité (virulence) des

attaques sont fonction du type de cultivars, la région de culture, ainsi que des conditions

édapho-climatiques et des pratiques culturales (CARPENTER et ELMER, 1978; HOWARD

et al., 2001; ZAID et al., 2002). Ces maladies entraînent soit la mort du palmier, soit des

symptômes particuliers avec une baisse ou une perte totale de la production (BOUNAGA et

DJERBI, 1990).

Selon BELGUEDJ et SALHI (2006), les principaux ravageurs de la datte dans les

palmeraies algériennes sont le Boufaroua (Oligonychus afrasiaticus Mc. Gr), la cochenille

(Parlatoria blanchardi Targe) Sem ou Djereb, le Doud ou vers de la datte (Myeloïs

ceratoniae Zell).

Cependant, ces dernières décennies, la culture du dattier est retrouvée menacée par

plusieurs autres ravageurs et maladies qui ne sont pas encore signalés et dont certains

occasionnent des dégâts énormes (GLASNER et al., 2002). Il s’agit surtout du charançon

rouge ou indien (Rynchophorus ferrugineus Olivier) ‘Red weevil’, le papillon Paysandisia

archon (Lépidoptère), le jaunissement mortel ‘Lethal yellowing’ dû à un mycoplasme, la

cochenille verte ‘Date Green Soft Scale Insect’ (Asterolcanium phoenicis) et la maladie des

feuilles cassantes ‘Britlle leaf disease’ dont l’agent causal n’est pas encore identifié

(GLASNER et al., 2002; SEDRA, 2006).

Divers moyens de lutte ont été pratiqués afin de protéger et d’assurer le développement du

palmier dattier : des pratiques culturales aux techniques de lutte biologique (telle que

l’utilisation des pièges à phéromones), chimique ou intégrée (HOWARD et al., 2001), ainsi

que l’utilisation de variétés résistantes, selon MESSIAEN et al. (1991) c’est le moyen de lutte

le moins astreignant, le plus économique et le moins polluant.

Le Bayoud est incontestablement la maladie la plus destructive du palmier dattier, elle

menace véritablement tous les pays producteurs de dattes. Elle est causée par un champignon

du sol Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (MAIRE et KILLIAN, 1930) et elle est propre

aux pays du Maghreb (Maroc, Algérie et la Mauritanie) (BENKHALIFA, 2006; SEDRA,
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2006). Aujourd’hui, il représente l’un des principaux facteurs limitant la survie du dattier (EL

MODAFAR et EL BOUSTANI, 2002).

En Algérie, le Bayoud aurait décimé trois millions d’arbres, incluant surtout les variétés et

les cultivars vigoureux, productifs et commerciaux (SEDRA, 2006), et touché 34 communes

de plantations de dattier dans le Sud Ouest et le M’Zab (BENKHALIFA, 2006).

Face à cette menace, la lutte repose essentiellement sur des mesures prophylactiques car

aucun moyen de lutte curative n’a été trouvé à nos jours (BOUNAGA et DJERBI, 1990;

ZAID et al., 2002).

Actuellement, la voie de la lutte génétique apparaît comme seul moyen de lutte, pratique

et prometteuse. Elle est basée sur la recherche de cultivars résistants, provenant soit des

prospections soit de croisements dirigés, ou bien des populations naturelles issues de graines :

les « khalts », testés dans les zones infestées (LOUVET et TOUTAIN, 1973; DJERBI, 1988;

BENKHALIFA, 2006; SEDRA, 2006).

En plus des parasites et des maladies, le palmier dattier est sujet à divers problèmes qui

entravent son développement et son extension. JARADAT (2001) considère les sécheresses

prolongées, la salinisation des sols et des nappes, l’ensablement des palmeraies, l’âge des

pieds, l’érosion génétique et le Bayoud comme étant, des contraintes majeures pour la

phoeniciculture de demain.

5- Multiplication du Palmier dattier

Traditionnellement le Palmier dattier est multiplié par semis ou par voie végétative via la

plantation de rejets.

La multiplication par graines, bien qu’elle offre l’intérêt du maintien d’un certain brassage

génétique, peut être à l’origine de génotypes de qualité et/ ou adapté à des contextes

écologiques particuliers (FERRY et al., 1991). Elle s’avère moins intéressante et

économiquement non rentable du fait de l’hétérozygotie. En effet, le semis de noyaux conduit

à une descendance composée potentiellement de 50 % de femelles et 50 % de mâles (non

productifs), et où chaque plante est différente, ce qui entraîne le développement de plantations

désordonnées (EL HADRAMI, 1995). Par ailleurs la différenciation sexuelle n’est possible

qu’après (8 à 10 ans) (NIXON et CARPENTER, 1978; BOUNAGA, 1991; LOUTFI et EL

HADRAMI, 2004).

Par contre, la multiplication végétative, qui consiste à la mise en culture de rejets (djebars,

surgeons) sélectionnés pour leurs qualités agronomiques et économiques, est un mode

intéressant du point de vue génétique. Il reproduit intégralement les caractéristiques du sexe,

aptitude et qualité des fruits (BOUNAGA, 1991), et entre en fructification 3 à 5 ans après

plantation (BOUNAGA, 1991; WRIGLEY, 1995). Cette technique est loin d’être efficace
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pour contrer la grande vitesse de destruction de la fusariose et pour faire face aux besoins de

réhabilitation et modernisation de la phoeniciculture. La technique est lente, le nombre de

rejets par pied est limité. Ils sont produits durant les 10 à 15 première années de la vie de

l’arbre) (ZAID et TISSERAT, 1983; BOUNAGA, 1991; DJERBI, 1991; FERRY et al., 1991;

AL-KHAYRI, 2007). Cette technique représente également une voie de propagation rapide du

Foa, agent causal de la maladie du bayoud, particulièrement dans les zones atteintes (EL

HADRAMI, 1995).

A l’heure actuelle et face aux contraintes posées par les techniques de multiplication

classique, la multiplication rapide du Palmier dattier par les techniques de la culture ‘in-vitro’

constitue l’unique voie, pouvant apporter une solution dans un délai raisonnable. De plus,

cette technique permet la production de vitroplants indemnes de Fusarium permettant ainsi

d’éviter la dispersion de la maladie (BOUNAGA, 1991; DJERBI, 1991).

5.1- Culture in-vitro du palmier dattier

De nombreux travaux ont été entrepris dans le domaine de la multiplication végétative par

culture in-vitro. Ils ont aboutit à l’heure actuelle à la mise au point de techniques, permettant

l’obtention rapide de vitroplants en grand nombre, ce qui a donné lieu aux travaux de

plusieurs chercheurs (TISSERAT, 1984; BENBADIS, 1992; OMAR et al., 1992).

Les succès dans ce domaine ont débuté en 1977 par la mise en germination, en conditions

aseptiques des graines (AMMAR et BENBADIS, 1977) et la formation de cals sur des

explants de seedlings (EEUWENS, 1978). Par la suite, les chercheurs ont montré la possibilité

d’obtenir des cultures organogènes à partir de plusieurs types d’explants, avec la culture,

d’embryons immatures (REYNOLDS et MURASHIGE, 1979), d’embryons matures

(REUVENI et , 1979; YAKOUB-BOUGDAL, 1984,1987 et 2005 ZAID et TISSERAT,

1984), de fragments de feuilles (TISSERAT, 1979; FKI et al., 2003), ou d’inflorescences

(DRIRA, 1985; YAKOUB-BOUGDAL, 1987; LOUTFI, 1998; FKI et al., 2003), ainsi que

des fragments de feuilles issus de plantules régénérées par le biais de l’in-vitro

(SUDHERSAN et al., 1993 in SGHAIER et al., 2008 ). Cependant, les explants les plus

utilisés sont essentiellement pris à la base des feuilles, du bourgeon terminal et des bougeons

axillaires des jeunes feuilles issus des cœurs de rejet (TISSERAT, 1984).

Il existe deux méthodes de régénération du palmier dattier par culture ‘in-vitro’ ;

l’organogenèse et l’embryogenèse somatique. Ces deux techniques sont régies par les

substances contenues dans le milieu ainsi que par les capacités morphogènes de l’explant

d’origine (AL-KHAYRI, 2007).

La technique d’organogenèse, qui ne nécessite pas forcément le passage par une phase de

callogenèse (organogenèse directe), est décrite comme une technique permettant l’obtention
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de copies conformes (EL HADRAMI, 1995). Cependant selon EL HADRAMI (1991) cette

technique se heurte à quelques obstacles parmi lesquels :

- la lenteur dans la réactivité des explants.

- les contaminations endophytiques.

- les coefficients de multiplication faibles et aléatoires chez certains

cultivars.

- le brunissement des tissus et des milieux.

- l’enracinement précoce des bourgeons et la vitrification des tissus.

- les pertes enregistrées lors de l’acclimatation.

La micropropagation via l’embryogenèse somatique (production d’embryons sans avoir

recours au croisement) est l’une des voies les plus prometteuses pour la micropropagation du

palmier dattier. Elle ouvre l’accès à des techniques d’amélioration génétique telles que la

sélection in-vitro (à partir de suspensions cellulaires à capacité embryogène) et la

transformation génétique (par la voie biolistique la plus appropriée pour les monocots). Cette

méthode est largement appliquée et avec succès sur plusieurs espèces cultivées (SHAH et al.,

2000 in SGHAIER et al., 2008). Chez le dattier, des protocoles d’établissement de

suspensions embryogènes, à partir de cals ont été mis au point, ce qui a permis de produire

des embryons somatiques avec un développement relativement synchrone (FKI et al., 2003).

Cependant l’inconvénient majeur de cette méthode est le passage par une phase de

callogenèse, source de variation somaclonale (MERKLE et al., 1990 et OSUGA et al., 1999

in SGHAIER et al., 2008). Néanmoins, LOUTFI et EL HADRAMI (2004) ont signalé que

certaines plantules dérivant d’embryons somatique in-vitro, ont été acclimatées, et les fruits

produits étaient conformes aux cultivars d’origine.

Bien que la production d’embryons somatiques est un processus bien établi pour le

palmier dattier (AL-KHAYRI, 2007), il existe toujours des possibilités pour l’améliorer, par

exemple, un certain nombre d’approches biochimiques ont été mises au point, afin de pouvoir

reconnaître les cals embryogènes des cals non embryogènes (BAAZIZ et al., 1994; EL

HADRAMI et BAAZIZ, 1995). D’autres méthodes ont vu le jour, il s’agit de techniques

permettant de déterminer le nombre de chromosomes ou l’analyse quantitative d’ADN par

cytophotométrie (YAKOUB-BOUGDAL, 1987; FKI et al., 2003).

Les embryons somatiques sont morphologiquement et anatomiquement similaires aux

embryons zygotiques. Ils se développent à partir d’une seule ou d’un amas de cellules et

présentent une bipolarité dès les premières divisions (MARQUIS, 1998 in DJILLALI, 2008).

Malgré leurs points communs, les embryons somatiques (ES) diffèrent des embryons

zygotiques (EZ), par l’absence de tégument et de réserves importantes qui sont nécessaires

pour la survie et la germination des embryons (BROWNFIELD et al., 2007 in SGHAIER et

al., 2008). Cela explique le fait que les plantules issues de la germination d’embryons
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somatiques sont moins vigoureuses que celles issues de graines (ROBERTS et al., 1990;

SGHAIER et al., 2008).

Selon SGHAIER et al. (2008), la maturation des embryons somatiques passe par trois

stades de développement (fig.8). Les mécanismes ont fait l’objet de peu de travaux.

Cependant, récemment de plus en plus de connaissances ont été acquises concernant la

physiologie des embryons somatiques, il en ressort une différence des teneurs protéiques entre

embryons zygotiques et embryons somatiques, ce qui peut nous renseigner sur les méthodes à

entreprendre pour améliorer la culture des embryons somatiques.

5.2- Culture in-vitro des embryons zygotiques

L’obtention de jeunes pousses par culture in-vitro d’embryons isolés est une méthode

permettant de raccourcir le cycle de reproduction sexué et d’aboutir rapidement à la

multiplication végétative efficace. Dans ce domaine, il a été démontré que les tissus

embryonnaires présentent une grande prolifération, par rapport aux fragments cotylédonaires

prélevés sur les jeunes plantules (MOREL, 1956 in STITI, 1992).

Les recherches ont démarré avec la première publication en 1974 de REUVENI et al. qui

annonçaient l’obtention de cals à partir d’embryons entiers, mis en culture en présence

d’ANA et de Kinétine. Pour ces mêmes chercheurs, il semblerait que les cellules de la gaine

cotylédonaire sont impliquées dans la naissance de cals et qu’ils sont du type méristématique,

dotées d’un fort pouvoir de division et réagissant rapidement à un apport auxinique.

Dès 1975, en travaillant sur la variété Deglet-Nour, les chercheurs sont arrivés à constituer

des plants, en partant de la gaine cotylédonaire prélevée sur des plants, issus de germination

en culture in-vitro. Le milieu est celui de MS additionné de lait de coco, 5 % de saccharose,

d’AIA 1 mg.l-1, KIN 0.1 mg.l-1 ; de BAP 0.1 mg.l-1 et d’ANA 1 mg.l-1. Pour cette dernière

Figure 8 : Les trois stades de développement d’un embryon somatique. (SGHAIER et al., 2008).
stade 1 : embryon ovoïde ; stade 2 : allongement de l’embryon ; stade 3 : embryon structuré

Stade 3

Stade 1

Stade 2

Stade 1
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combinaison, des inflorescences sont observées sur certaines plantules (AMMAR et

BENBADIS, 1977). Pour cette même variété la position des inflorescences peut être terminale

conformément au modèle architectural de TOMLINSON (1990) ou latérale conformément à

celui de CORNER (1966). Ces résultats ont été rapportés par YAKOUB-BOUGDAL (1987)

avec la condition : MSm2, additionné de la combinaison BAP 10 mg.l-1 + d’AIA (0.1 mg.l-1).

C’est en (1977), qu’on assiste à la mise au point d’une technique permettant la

multiplication végétative in-vitro du palmier dattier à partir de la phase juvénile. AMMAR et

BENBADIS (1977) ont utilisé des embryons extraits de graines mises à germer (pétiole

cotylédonaire de 3 mm) et ont obtenu des plantules. De même que BEAUCHESNE in

AMMAR et BENBADIS (1977) est le premier à obtenir des vitroplants de palmier dattier par

voie organogène.

EEUWENS (1978), réussit l’enracinement de fragments prélevés de la base des feuilles de

plants issus de semis, mais sans aucune régénération de bourgeons. A cette même période

AMMAR, en réalisant la culture de fragments d’embryons obtenus par une section sagittale,

aboutit au fait que les méristèmes sont en mesure d’opérer un processus de régulation

conduisant à deux plantules jumelles, à croissance limitée.

D’autre part, RENOYLDS et MURASHIGE (1979) réussissent la formation de

proembryons et de plants sur cals issus de culture d’embryons (TISSERAT, 1979).

Les résultats de RHISS (1980) à partir de la phase juvénile de la variété Bou Faggous se

résument ainsi :

1- pétiole et limbe foliaire présentent une grande capacité de régénération. Deux

groupes de substances de croissance stimulent l’organogenèse, AIA, AIB, 2,4-D.

Lorsqu’ils s’associés à la KIN, ils stimulent la callogenèse. L’ANA seule, l’AIB ou

l’AIA associés à la KIN stimulent le bourgeonnement.

2- les tissus du Palmier sont sensibles aux substances de croissance, ainsi elles doivent

être utilisées à de faibles doses 0.1 mg.l-1 à 1 mg.l-1.

3- par ailleurs, le choc physique à savoir le transfert de l’obscurité à la lumière, et

inversement, favorise la transformation d’organes.

Vers 1983 AMMAR et ses collaborateurs, en entreprenant la culture d’embryons excisés

et de fragments de jeunes plants, issus de semis de la variété Deglet nour, montrent que les

variations de réponses par comparaison au développement sur milieu sans hormones semblent

liées à la nature de l’auxine utilisée en association avec la BAP.

En 1984, YAKOUB-BOUGDAL révèle l’effet rhizogène d’un traitement au rouge sombre

sur des méristèmes caulinaires prélevés sur des plantules âgées de deux mois.

Un an plus tard, TISSERAT confirme la nécessité de la présence d’une auxine

accompagnée d’une cytokinine dans un milieu de culture.
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A partir de 1989, ZAID réalise la culture d’embryons extraits de graines mûres sur un

milieu contenant du picloram. Il produit des embryons somatiques.

CALERO en 1989, a mis en évidence l’effet positif de l’éclairement rouge clair sur

l’induction de l’embryogenèse somatique sur des tissus de la gaine cotylédonaire, cultivés sur

le milieu de SCHENK et HILDEBRANDT (1972), avec du 2.4-D 1 mg.l-1 et de la

BAP 0.1 mg.l-1. Par contre, l’application d’un éclairement bleue inhibe cette induction.

Les derniers travaux concernant la multiplication par semis du palmier dattier, traitent de

l’utilisation d’embryons zygotiques dans l’établissement de suspensions embryogènes à partir

de cals (SAKA, 2001). Aussi, selon cet auteur, la callogenèse est indifféremment obtenue sur

le milieu contenant du 2-4 D de l’ANA, de la BAP, ou une combinaison auxine-cytokinine.

Ainsi, la culture d’embryons zygotiques est importante sur le plan théorique, parce qu’elle

permet de préciser la physiologie de nutrition des espèces (MONNIER, 1995).

D’après ces quelques recherches sur la culture de méristèmes et d’embryons excisés, on

observe des réponses variables, dues d’une part, au stade de développement utilisé (phase

juvénile issue de semis) d’autre part aux différents effecteurs, comme les facteurs trophiques

(sels minéraux, source de carbone), hormonaux endogènes et exogènes.

Les facteurs physiques de l’environnement, comme la température et la lumière

interviennent aussi. L’utilisation de plantules pour des études préliminaires, constitue un

matériel de choix pour les chercheurs.
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III- Etude de quelques paramètres physiques favorisant le développement des embryons

La conversion énergétique réalisée, par la photosynthèse des organes chlorophylliens est

un mécanisme fondamental pour la croissance et le développement des plantes. Cependant les

plantes ont non seulement développé ces mécanismes de conversion mais également des

systèmes multiples d’information sur leurs conditions d’éclairement (BALLARE et al., 1987;

MAZLIAK, 1999).

1- Lumière et photomorphogenèse

La composition spectrale, la direction et la périodicité du rayonnement, constituent des

signaux caractéristiques de l’éclairement perçus par la plante. La modification de ces signaux,

peut provoquer diverses réponses morphogénétiques, qui permettent d’adapter la croissance

de la plante aux variations des conditions lumineuses (SMITH, 2000).

La durée du jour agit sur les mécanismes de floraison ainsi que la reprise de végétation

printanière de certains arbres (photopériodisme). La direction de la lumière détermine la

direction de la croissance (phototropisme) et/ou l’orientation de certains organes au cours de

la journée (héliotropisme) (MAZLIAK, 1999; HELLER et al., 2000; FRANKLIN, 2009).

Aussi certaines radiations modifient plus particulièrement la morphogenèse et l’architecture

des plantes (COMBES, 2002).

Les réponses morphogénétiques à la lumière résultent des mécanismes de la

photomorphogenèse qui se définit comme la régulation (ou le contrôle) de la croissance et du

développement des plantes, indépendamment de la photosynthèse, de la périodicité et de la

direction du flux lumineux (SMITH et HOLMES, 1984 in COMBES, 2002).

Ces réponses dépendent de la composition spectrale de la lumière et sont plus

particulièrement induites, par certaines radiations qui agissent comme des signaux. Leur

perception, par la plante n’implique pas de conversion énergétique notable et les réponses

induites résultent de la transduction de ce signal, sur le fonctionnement de la plante et non

d’une modification de sa disponibilité en énergie (AHMAD, 1999).

2- Photorécepteurs et photoperception de la lumière par la plante

2.1- Les photorécepteurs

La plante traduit un ensemble complexe de signaux, émis par une lumière, d’une longueur

d’onde donnée, en un signal biochimique à travers des photorécepteurs. Actuellement, au

moins deux grandes familles de photorécepteurs ont été décrits et se définissent par les

longueurs d’ondes auxquelles ils sont sensibles : les phytochromes qui perçoivent plus

particulièrement le rayonnement dans les gammes spectrales rouge clair, rouge sombre et les

cryptochromes qui perçoivent le rayonnement dans la gamme Ultra Violet A et Bleue (UVA-
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Figure 9 : Spectre d’absorption du phytochrome extrait de plantules étiolées
d’avoine (HAYWARD, 1984).

BL). Ces différents photorécepteurs agissaient de façon concertée et en interaction (MULEO

et MORINI, 2008).

Ces photorécepteurs sont des chromoprotéines qui associent une structure protéique

(apoprotéine) et un noyau chromophore. L’absorption de la lumière, par le chromophore

induit un changement chimique ou conformationnel de l’apoprotéine du récepteur, qui est

transmis en aval, à des molécules de signal (AHMAD, 1999).

Les premières études de photobiologie chez les végétaux, ont porté sur un photorécepteur,

les phytochromes, qui furent les premiers photorécepteurs identifiés et sont les mieux

caractérisés. Ces pigments agissent comme " un interrupteur ", synthétisés dans le noir, leur

chromophore présente deux isomères géométriques, de propriétés d’absorption un peu

différentes, qui donnent deux formes de phytochrome Pr et Pfr interconvertibles l’une en

l’autre (FANKHAUSER, 2002; NABORS, 2008). Chaque forme absorbe le rayonnement,

dans une gamme de longueur d’onde, qui s’étend entre 300 et 800 nm environ (Fig. 9).

L’absorption est maximale dans le rouge clair (RC) autour de 660 nm pour le Pr, et dans le

rouge sombre (RS) autour de 730 nm pour le Pfr. Les spectres d’absorption présentent aussi

un pic moins important dans le bleu, à 380 nm pour le Pr et 410 nm pour le Pfr.

Lorsque la forme Pr absorbe le rayonnement, elle se transforme sous l’autre forme Pfr

et inversement selon l’équation simplifiée

Cet état d’équilibre entre Pr et Pfr est déterminé par la composition spectrale du

rayonnement entre 300 et 800 nm. Le Pfr est la forme biologiquement active (SMITH, 1982)

et son action est fonction de sa concentration relative à l’équilibre (photoéquilibre) déterminé

par les flux de photons RC et RS (HAYWARD, 1984).



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

26

Figure 10 : Spectre d’absorption de la flavine (MOHR et SHROPSHIRE, 1983)

Les cryptochromes n’ont été caractérisés que tardivement, d’où le nom de cryptochrome

du grec krupto chroma signifie « couleur cachée » (LIN, 2000). Par rapport au phytochrome,

les cryptochromes ont été moins étudiés et l’identification de la nature du chromophore est

très récemment confirmée (ZEIGER, 1990; MAZLIAK, 1999). Ce chromophore est une

flavine dont le spectre d’absorption est présenté sur la figure 10. Des études récentes ont

permis d’identifier trois photorécepteurs de cette famille : le cryptochrome 1 (cry1), le

cryptochrome 2 (cry2) et les phytotropines (phot1 et phot2).

L’absorption dépend de la longueur d’onde dans la gamme UVA-Bleu (300-550 nm), avec

deux pics relativement peu marqués autour de 370 et 450 nm. Les cryptochromes agissent

comme des compteurs de photons, et sont peu sensibles à la longueur d’onde dans cette

gamme. Selon PARKS et al. (2001), le photorécepteur cry1 serait stable à la lumière et agirait

sous l’effet de hautes radiations bleues alors que le cry2 serait, quant à lui photolabile et

agirait sous l’effet de faibles radiations bleues.

2.2- La photoperception des signaux lumineux par la plante

Tous les organismes chlorophylliens présentent des phytochromes et des cryptochromes.

La photoperception correspond à l’activation de ces photorécepteurs par la lumière. La

localisation des photorécepteurs, a surtout été étudiée et analysée à l’échelle intracellulaire, et

dans une moindre mesure, à l’échelle des tissus (MAZLIAK, 1999).

Quelques travaux ont montré la présence des phytochromes et des cryptochromes dans

toute la plante (PRATT, 1994; REDDY et SHARMA, 1998; BRIGGS et HUALA, 1999).

Leurs concentrations sont plus fortes dans les zones méristematiques (divisions cellulaires et

croissance actives) et dans certains organes de réserve (sans croissance active) (SUETSUGU

et WADA, 2003). Ces parties de la plante sont assez rarement exposées directement à la

lumière. La détermination du flux radiatif, reçu au niveau des photorécepteurs, reste inconnue

même si des gradients de lumière au sein d’organes végétaux (feuille ou tige) ont été

quelquefois mesurés (VOGELMANN et HAN, 2000).
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Des approches plus intégrées à l’échelle de la plante, ont montré que les réponses

morphogénétiques ne résultaient pas de l’éclairement reçu par l’ensemble de la plante mais

par certains organes ou parties d’organes. Ces zones qui perçoivent le signal, constituent des

sites apparents dont la détermination est importante pour caractériser le rayonnement actif. En

particulier, la perception de la lumière dans la direction horizontale, par certains organes

érigés (les tiges par exemple) jouent un rôle très important, dans la perception des plantes

voisines (BALLARE et al., 1987).

2.3- Effets de la lumière bleue sur la morphogenèse

Les travaux sur l’implication et les mécanismes d’action des phytochromes et des

cryptochromes sont très nombreux, et concernent essentiellement des réponses moléculaires

ou physiologiques (KENDRICK et KRONENBERG, 1994).

Des situations physiologiques, fort différentes, rencontrés dans les premiers stades de

développement illustrent bien le fait que, pour un processus donné, plusieurs photorécepteurs

de la même famille ou non, peuvent être impliqués.

Ainsi, à la lumière bleue (390-500 nm) et l’ultra violet A (UV-A ; 320-390 nm) plusieurs

réponses physiologiques chez la plante sont induites (BRIGGS et CHRISTIE, 2002). Ces

réponses comprennent l’inhibition de l’élongation de l’hypocotyle, la régulation de la

floraison, le phototropisme, l’ouverture des stomates, le fonctionnement des horloges

biologiques circadiennes et la régulation de certains gènes (LIN, 2000) (fig. 11).

Selon FURUYA et SHAFER (1996), la synthèse d’anthocyanes est régulée par le

cryptochrome de la plante. Aussi l’interaction entre phytochrome et cryptochromes, peut être

aussi à l’origine de cette réponse. En effet, lors de l’expression du gène codant pour la

chalcone synthase, enzyme clé de la voie de biosynthèse des flavonoïdes et conduisant

notamment à la production d’anthocyanes (fig. 12), le phytochrome interagit avec le

cryptochrome.

Lumière
bleue

Etiolation

Horloge circadienne

Initiation florale

Phototropisme

Figure 11 : Fonctions des différents récepteurs de la lumière bleue dans le développement de la plante chez
Arabidopsis. Les récepteurs mis entre parenthèse ont un rôle mineur ou non confirmé dans le
processus (LIN, 2000).
(cry1 = cryptochrome 1 ; cry2 : cryptochrome 2 ; PhyA = phytochrome A ; nph1: phytotropines 1.)
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IV- Généralités sur les composés phénoliques

Les métabolites secondaires existent chez tous les végétaux, mais leur nature chimique

diffère selon les taxons. On estime que chaque végétal produit au moins, certaines de ces

molécules que l’on classe, en trois catégories principales selon leur structure : les alcaloïdes,

les terpénoïdes et les polyphénols. (BRUNETON, 1999).

Les polyphénols également dénommés composés phénoliques, sont présents chez toutes les

plantes vasculaires (GUIGNARD, 2000). Ils constituent un groupe important, avec plus de

8000 structures phénoliques, présents dans tous les organes de la plante (des racines jusqu’aux

fruits) (BETA et al., 2005). Ils résultent biogénétiquement de deux voies de synthèses

principales : la voie du shikimate et celle de l’acétate (LUGASI et al., 2003).

Figure 12 : Diversité des systèmes de perception de la lumière et influence sur quelques processus
intervenant dans le développement des plantules (FURUYA et SHAFER, 1996).
(PhyAr, PhyAfr, PhyBr et PhyBfr correspondent, pour chaque phytochrome aux formes
absorbant le rouge ou le rouge sombre ; Lhcb : protéine se fixant aux chlorophylles et
CHS. chalcone synthase)

Germination Verdissement Synthèse
d’anthocyanes

Photorécepteurs de
la lumière bleue

Expression des gènes
CHS

Expression des
gènes Lhcb

PhyBfrPhyBr

PhyAfr

PhyAr
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1- Classification des polyphénols

Les substances phénoliques sont définies par un noyau benzoïque, auquel sont directement

liés un ou plusieurs radical (aux), hydroxylé(s), libres ou engagés dans une autre fonction

chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) (BRUNETON, 1999; VERCAUTERN et al.,

1998). Les polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les acides phénols, à des

composés hautement polymérisés comme les tanins.

Il existe différentes classes de polyphénols, notamment : les acides phénols, les

flavonoïdes, les tanins, les stilbènes, les lignanes, les saponines, les phytostérols ou bien

phytostanols. Les plus importants sont: les acides phénols, les flavonoïdes et les tanins

(tab. III).

Tableau III : Principales classes de composés phénoliques (MACHEIX et al., 2005)

Squelette

carboné

Classe Exemple Origine (exemple)

C6 Phénols simples Catéchol Nombreuses

espèces

C6-C1 Acides

hydroxybenzoïques

p-Hydroxybenzoïque Epices, fraise

C6-C3 Acides

hydroxycinnamiques

Coumarines

Acides caféique,

férulique

Scopolétine

Pomme de terre,

pomme

Citrus

C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix

C6-C2-C6 Stilbènes Resvératrol Vigne

C6-C3-C6 Flavonoïdes

 Flavonols

 Anthocyanes

 Flavanols

 Flavanones

Isoflavonoides

Quercétine

Cyanidine

Catéchine

Naringénine

Daidzéine

Fruits, légumes

Fleurs, fruits rouges

Pomme, raisin

Citrus

Soja, pois

(C6-C3) 2 Lignanes Pinorésinol Pin

(C6-C3) n Lignines Bois, noyau des

fruits

(C15)n Tanins Raisin, kaki

Notre étude a porté uniquement sur les anthocyanes, donc nous ne décrirons que cette sous

classe de composés phénoliques.
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Figure 13 : Structure de l’anthocyanidine (HARBORNE, 1963).
Les six anthocyanidines les plus répandues sont :
pélargonidine : R’=H, R’’=H ; cyanidin : R’=OH, R’’=H ;
péonidine : R’=OMe, R’’=H ; delphinidine : R’=OH, R’’=OH ;
pétunidine : R’= OMe, R’’=OH ; et malvidine R’=OMe, R’’=OMe.

2- Les anthocyanes

Les anthocyanes (en grec anthos signifie fleur, kyanos signifie bleu) sont les pigments des

plantes, les plus importants, visibles à l’œil nu (KONG et al., 2003). Ils regroupent

principalement les pigments responsables de la plupart des couleurs rouge, violette et bleue

chez les fleurs (DELA et al., 2003). Ce sont des composés phénoliques solubles dans l’eau,

qui forment une partie du très répandu groupe de flavonoïdes au niveau des plantes (OREN-

SHAMIR, 2009).

2.1- Structure

Basée sur plusieurs publications récentes, plus de 400 anthocyanines existent dans la

nature. La différence entre chaque anthocyanine dépend du nombre de groupements

hydroxyles, de la nature et du nombre de sucre lié à la molécule. Elle dépend aussi de la

position de cette liaison, de la nature et du nombre de l’acide aromatique ou aliphatique lié au

sucre dans la molécule (KONG et al., 2003). Les anthocyanes possèdent un squelette en C6-

C3-C6. Sur le plan structural, les anthocyanes sont des glycosides de polyhydroxy / méthoxy

qui dérivent des sels du 2-phényl benzopyrilium (flavilium). A ce jour, seules 18 structures

d’anthocyanidines ont été rapportées et il n’y a que 6 d’entre elles qui connaissent une large

distribution et qui sont communes aux végétaux supérieurs (fig. 13) (MANETAS, 2006).

Comme nous pouvons le constater, le terme « anthocyanes » a une valeur générale

désignant soit les formes naturelles glycosylées, soit la molécule non glycosylée. La partie

phénolique seule, est désignée sous le nom d’anthocyanidine, alors que l’hétéroside (molécule

phénolique + sucre associé) prend celui d’anthocyanine (MACHEIX et al., 2005).

2.2- Localisation

Ces pigments s’accumulent dans les vacuoles, leur stabilité et leurs nuances dépendent des

conditions intravacuolaires comme le pH, la co-pigmentation grâce, à la cœxistence avec les

flavonoïdes incolores, et la formation de complexes avec l’ion métal. Les anthocyanes sont
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principalement localisés au niveau des épidermes, mais ils sont aussi présents dans la chair

des fruits et dans les organes de stockage comme chez la patate douce (OREN-SHAMIR,

2009).

2.3- Biosynthèse

Comme les anthocyanes appartiennent à la classe des flavonoïdes, l’origine biosynthétique

des anthocyanes est commune avec celle des autres classes. Les flavonoïdes ont une origine

biosynthétique mixte. Chacune des deux voies (celle de l’acétate et celle de l’acide

shikimique) conduisent, dans la molécule du flavonoïde final, à la formation d’un cycle

benzénique plus ou moins hydroxylé. Ils constituent une classe de phénylpropanoïde ; cette

voie métabolique débute par la synthèse de la chalcone dans une réaction contrôlée par la

chalcone synthase CHS, elle va des falvanones et flavonols (produit de l’action de la chalcone

isomérase (CHI)) et des flavanes (produits de l’activité de la dihydroflavonol réductase

(DFR)). Elle se termine par la synthèse des anthocyanidines et des proanthocyanidines

(LORENC-KUKULA et al., 2007). En plus des enzymes citées ci-dessus, le métabolisme des

flavonoïdes met en jeu d’autres enzymes qui sont spécifiques (fig. 14).

2.4- Rôles des anthocyanes

 Fonction des anthocyanes

La fonction majeure des anthocyanines, est leur capacité à transmettre une couleur aux

plantes, ou aux produits des plantes où ils se trouvent. Ils jouent un rôle défini dans

l’attraction des animaux pour la pollinisation et la dispersion des graines, et de là, ils ont une

valeur considérable, dans la co-évolution des interactions plante-animal. Ils peuvent agir

comme antioxydant, agent antibactérien, et ont aussi un rôle dans la résistance aux insectes

(KONG et al., 2003). Les anthocyanes protègent les plantes des UV, en réduisant les effets de

la lumière de forte intensité par absorption (HARBORNE, 2000). En plus des différentes

fonctions chez la plante, les anthocyanines ont plusieurs autres utilités. Par exemple, leur

importante fonction dans le déclin cognitif et le dysfonctionnement nerveux (KONG et al.,

2003).

 Activité biologique des anthocyanes

Les anthocyanes possèdent aussi des propriétés pharmacologiques, utilisées par les

humains à des fins thérapeutiques telles qu’une activité anti-inflammatoire, anti-œdème, anti-

tumorale, anti-oxydante, anti-mutagène, et anti-diabète (KONG et al., 2003).
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Figure 14 : Schéma de la voie de biosynthèse des flavonoïdes (WINKEL- SHIRLEY, 2002)

Abréviations: ANS : anthocyanidine synthase; AS : aureusidine synthase; C4H : cinnamate-4-hydroxylase;CHR :
chalcone réductase; DFR : dihydroflavonol 4-reductase; DMID :7,2’-dihydroxy, 4'-méthoxyisoflavanol déhydratase;
F3H : flavanone3-hydroxylase; F3'H : flavonoïde 3'hydroxylase; F3'5'H : flavonoide 3'5'hydroxylase; FSI/FS2 :
flavone synthase; I2'H : isoflavone 2'-hydroxylase; IFR : isoflavone réductase; IFS : isoflavone synthase;IOMT :
isoflavone O-méthyltransferase; LCR : leucoanthocyanidin réductase; LDOX : leucoanthocyanidin dioxygenase;
OMT,O-méthyltransferase; PAL : phénylalanine ammonia-lyase; RT : rhamnosyl transférase; UFGT : UDP
flavonoid glucosyl transférase; VR : vestitone réductase.
Les noms des classes des produits finaux des flavonoïdes sont encadrés. Quelques unes des fonctions connues des
composés de chaque classe sont indiquées en italique.

Nodulation
Défense

Nodulation
Défense

Pigmentation
Défense

Pigmentation
Défense

Pigmentation

Pigmentation

Protection
contre les UV

Pigmentation pour attirer les pollinisateurs
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Matériel et méthodes

1- Matériel végétal utilisé

Les graines utilisées proviennent de fruits de la variété TAKERBOUCHT, variété

reconnue résistante au Bayoud (RAHMANIA, 1982; BOUNAGA, 1991).

Notre échantillonnage a été réalisé dans une palmeraie, située à environ 74 km au Nord

Est du chef lieu de In Salah, dans la commune de Foggaret ez Zoua (fig. 15) (récolte de 2007-

2008). Après la localisation du site, nous avons choisi un sujet au centre des peuplements au

hasard, sur lequel nous avons prélevé deux régimes. Ce procédé d’échantillonnage avait pour

objectif la maîtrise des facteurs, ayant une influence sur la réponse physiologique de la plante

réduisant, ainsi au maximum les risques d’hétérogénéité des graines utilisées.

Au cours de notre expérimentation, nous avons utilisé des plantules, extraites de graines

de même taille, mises à germer en conditions aseptiques, à une température de (30  2) °C

pour activer la germination (BOUNAGA, 1991), maintenues à l’obscurité jusqu'à l’émergence

du pétiole cotylédonaire (vers le 3è jour) (RABECHAULT, 1967; YAKOUB-BOUGDAL,

1987 et 2005).

Nous avons effectué deux types de prélèvements :

 des embryons au 6 è jour de germination ;

 des embryons au 10 è jour de germination.

2- Méthodes expérimentales

Notre expérimentation a mis en œuvre les techniques de la culture in vitro, complétées par

un dosage des variations des teneurs en leucoanthocyanes des embryons en culture, afin de

suivre l’évolution de la sensibilité des embryons à la lumière.

2.1- Techniques de la culture in vitro

Les plantules utilisées sont cultivées, selon la technique classique préconisée par

GAUTHERET (1959), pour les tissus végétaux.

2.1.1- Stérilisation du matériel végétal

Divers produits de stérilisation ont été utilisés, à savoir : l’hypochlorite de sodium

(NaClO)2 et l’hypochlorite de calcium Ca (ClO)2 à la concentration 90 g.l-1 et le chlorure

mercurique (HgCl2) à 0,1 g.l-1. Le temps de stérilisation et de lavage sont les mêmes pour les

trois produits.

La méthode de stérilisation adoptée, avec l’hypochlorite de calcium est la suivante :

Les graines sont mises à tremper pendant 24 h, puis nettoyées par grattage de l’endocarpe,

et rincées abondamment. Les graines séchées sont prêtes à l’emploi.



MATERIELS ET METHODES

34

F
ig

u
re

1
5

:
P

o
si

ti
o
n

g
éo

g
ra

p
h
iq

u
e

d
e

la
st

at
io

n
d
’é

tu
d
e

(I
n
st

it
u
t

N
at

io
n
al

d
e

G
éo

g
ra

p
h
ie

,
1
9
6
5
)



MATERIELS ET METHODES

35

La stérilisation est obtenue par passage rapide (5 s) dans de l’alcool éthylique à 96°, les

graines sont trempées dans une solution d’hypochlorite de calcium : Ca (ClO)2 préconisée par

WILSON (1915), durant 60 mn. Cette solution est obtenue en diluant 90 g d’hypochlorite de

calcium dans un litre d’eau distillée et filtrée après 10 mn de contact. Les graines sont ensuite

rincées dans trois bains d’eau distillée stérile.

Par la suite, les graines sont transférées aseptiquement dans des tubes en verre, contenant

de l’eau distillée stérile avec du benomyl 10 mg.l-1 (ZRYD, 1988) et placées à l’obscurité

dans des enceintes de culture à une température de (30  2) °C.

Après 3 à 9 jours d’incubation, nous observons un soulèvement de l’opercule sous la

pression du pétiole cotylédonaire.

2.1.2 - Facteurs de la germination et du développement

Afin de pouvoir déterminer les paramètres importants pour une bonne mise en

germination, des essais préliminaires ont été effectués. A cet effet, les embryons ont été

cultivés sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG (1962), considéré comme étant le plus

adéquat à la culture des embryons du Palmier dattier, meilleur développement et une survie

plus longue, préconisé par REUVENI et al. (1972); REUVENI et KIPNIS (1974); AMMAR

(1978); RHISS (1980); YAKOUB-BOUGDAL (1984, 1987); YAKOUB-BOUGDAL (2005),

contenant 30 g.l-1 de saccharose et solidifié par de l’agar à 7 g.l-1. Chacun de nos essais,

contient de 24 à 36 échantillons, et placés en chambre de culture sous une photopériode de 16

h de lumière, 8 h d’obscurité, avec une intensité lumineuse de 5100 Lux dispensée, par des

tubes Osram L58W/840 et des températures diurnes et nocturnes respectives de 28 et

26  2 °C.

2.1.2.1- Taille des embryons

La taille de l’embryon mis en culture présente une grande importance. En effet, plus

l’embryon est grand, plus les équilibres endogènes seront déterminants (AUGE, 1989).

Le but recherché par ce test est la détermination de la taille, idéale, des embryons pour une

meilleure germination. Pour cela, des embryons ont été extraits à 3 mm et d’autres ont été

pris à 5 mm.

La taille déterminée nous permettra de retenir un seuil, considéré indispensable dans nos

conditions expérimentales.

2.1.2.2- Polarité des embryons

La mise en culture des embryons en position debout (le limbe cotylédonaire et/ou pétiole

cotylédonaire dans le milieu) et en position à plat sur le milieu (limbe cotylédonaire en

contact partiel avec le milieu), nous permet de mettre en évidence la polarité de l’embryon,

ainsi que le rôle du limbe cotylédonaire dans la réactivation de la germination.



MATERIELS ET METHODES

36

2.1.2.3- Suppression de l’haustorium et de la gaine cotylédonaire

L’étude de l’influence de la suppression de l’haustorium et de la gaine cotylédonaire sur le

développement des embryons a été réalisée selon le protocole décrit par ASSY BAH et al.

(1989), légèrement modifié, sur les embryons zygotiques du cocotier (Cocos nucifera L.). Les

embryons entiers ont été placés sur le milieu de culture jusqu'à l’apparition d’une gemmule de

2 à 4 cm. L’haustorium a alors été supprimé en coupant au niveau de l’étranglement qui

sépare le pétiole cotylédonaire de l’haustorium puis nous enlevons la gaine cotylédonaire

(fig.16).

Pour mettre en évidence l’influence de la suppression de l’haustorium sur le

développement, nous avons mis en culture des jeunes plantes pourvues et dépourvues

d’haustorium.

2.1.3- Influence des phytohormones sur la culture des embryons

2.1.3.1- Milieux de culture utilisés

Nous avons utilisé le milieu de culture préconisé par MURASHIGE et SKOOG (1962)

(MS). Ce milieu est légèrement modifié par référence, respectivement, aux travaux réalisés

sur le palmier dattier par RHISS (1980) (MSm1), YAKOUB-BOUGDAL (1984) (MSm2). Les

macroéléments de DRIVER et KUNIYOKI (1984) (DKW) sont associés aux microéléments

de MS et le milieu de GAMBORG (GA) (Annexe 1). Nous avons effectué ces essais afin de

déterminer la concentration optimale en éléments minéraux, nécessaires à une bonne

régénération des embryons zygotiques cv. Takerboucht.

Deux milieux ont été retenus, additionnés de diverses substances de croissance, seules ou

en combinaison. Les concentrations sont mentionnées dans le tableau IV.

Tableau IV : Milieux de culture avec les différentes hormones utilisées en (mg.l-1).

MURASHIGE et SKOOG
modifié (MSm1)

MURASHIGE et SKOOG
modifié (MSm2)

Saccharose (g.l-1)

ANA 1 1 30Auxines
(A)

AIA 0,1 0,1 50

0,1 0,1 30
Cytokinine

(B)
BAP

10 10 50

BAP 0,1 et ANA 1 (1) BAP 0,1 et ANA 1 30

(A) + (B)
BAP 10 et AIA 0,1 (2) BAP 10 et AIA 0,1 50

(1)
concentration choisie pour l’obtention d’une inflorescence (AMMAR et BENBADIS, 1977).

(2)
concentration choisie pour l’obtention d’une inflorescence (YAKOUB-BOUGDAL, 1987).
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Figure 16 : Technique de suppression de l’haustorium et de la gaine cotylédonaire des
germination in vitro du palmier dattier Cv. Takerboucht en conditions d’asepsie.
a- Jeune plante avec haustorium (h).
b-Suppression de l’haustorium (h) et de la gaine cotylédonaire (Gc).
c- Jeune plante sans haustorium.

h

Gc

a

b

c
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Dans tous les milieux, nous avons ajouté des vitamines, de l’agar (Duchefa) à 7 ‰ (voir

Annexe 1) et des quantités différentes de saccharose, associées à chaque balance hormonale

(voir tableau IV). Le pH est ajusté à 5,7  0,1 par KOH (1N) avant l’autoclavage. Deux

méthodes de stérilisation ont été utilisées. La technique de tyndallisation a été satisfaisante.

Elle a donné une meilleure vitesse de croissance, ce qui laisserait supposer d’après

MONNIER (1976), qu’il s’agirait d’une conservation des propriétés nutritives du milieu.

2.1.3.2- Conditions de culture

Sous une hotte à flux laminaire horizontal (fig. 17a), les plantules sont prélevées des

germinations stériles, aseptiquement, mesurant environ 3 et 5 mm, suivant la technique

d’extraction mise au point par YAKOUB-BOUGDAL (1984).

Les graines sont maintenues à l’aide de deux pinces préalablement stérilisées, autoclavées

à 120 °C durant 30 mn puis flambées après passage à l’alcool. L’une sert d’étau, l’autre par

une torsion dirigée vers l’extérieur, coupe la graine en son milieu ; soit la plantule tombe

seule, puis est récupérée dans une boite de Pétri stérile, soit elle reste logée sur l’autre moitié

de la graine, dans ce cas on l’expulse délicatement. Cette opération est réalisée dans un espace

stérile. (fig.17c).

Cette technique doit s’opérer autour de la région operculaire, les embryons libérés sont

ensemencés sur des milieux stérilisés, aux conditions précitées, dans des tubes à essais. Ces

derniers sont scellés et placés à l’obscurité dans une enceinte climatisée durant 24 heures,

pour les milieux sans hormones, et 48 heures pour les milieux avec hormones, à une

température de (28  2) °C. Chacun des lots de cette expérimentation, sera placé sous des

conditions de lumière différentes (traitements lumineux), chacun de ces lots est constitué de

24 à 36 embryons.
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Figure 17 : Technique d’extraction des embryons du palmier dattier en condition d’asepsie selon YAKOUB-
BOUGDAL (1984).
a- Disposition des instruments et du matériel dans la hotte à flux laminaire horizontal.
b- Mode opératoire.
c- Embryon (E) logé dans la graine.

E

a

b

c
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2.1.4- Traitements lumineux

Dans notre étude, nous avons utilisé un certain nombre de traitements lumineux dans le

but de trouver l’éclairement favorable au meilleur développement des embryons zygotiques

du palmier dattier Cv. Takerboucht.

Les essais ont été conduits sur les deux milieux de base préalablement choisis, contenant

30 g.l-1 de saccharose et solidifiés avec de l’agar à 7 g.l-1. Les embryons mis en culture

reçoivent des lumières bleue ou blanche selon les séquences suivantes :

 Condition 1 : 1 mois de lumière blanche (témoin),

 Condition 2 : 1 semaine de lumière bleue puis 3 semaines de lumière blanche,

 Condition 3 : 2 semaines de lumière bleue puis 2 semaines de lumière blanche,

 Condition 4 : 3 semaines de lumière bleue puis 1 semaine de lumière blanche,

 Condition 5 : 1 mois de lumière bleue.

La lumière bleue est produite par des tubes TL Philips dont le pic principal est de : (420 

12) nm; et une énergie incidente égale à 0,4 w.m-2. La lumière blanche est produite par des

tubes Osram blanc brillant, avec un pic principal de l’ordre de : (650  40) nm, et une énergie

incidente égale à 0,2 w.m-2. Les lumières bleue et blanche (0,2 w.m-2) ont une énergie

quantique à peu près égale. La photopériode est toujours de 16 h de lumière et de 8 h

d’obscurité (jour long), la température est maintenue à (28  2) °C le jour et (26  2) °C la

nuit.

En plus d’un témoin à la lumière blanche, le traitement composite : une semaine de bleue

suivie d’une exposition à la lumière blanche a été choisie ; le développement des embryons a

été suivie sur les deux milieux MSm1 et MSm2 additionnés d’hormones de croissance (tab.

IV).

Deux répétitions ont été réalisées par condition de milieu et traitements lumineux.

2.1.5- Observations et mesures

Le suivi de l’expérimentation consiste à observer des embryons et leur évolution durant

toutes les phases de développement, et un bilan est réalisé au bout de deux mois de culture,

afin de rapporter :

- Les taux de contaminations.

- Les taux de nécroses.

- Le pourcentage d’embryons initiant des racines.

- Le pourcentage d’embryons initiant des feuilles.

- Le pourcentage d’embryons ayant régénéré des plants entiers.

2.1.6- Repiquage

Les plantules mises en culture, sont soumises à des repiquages fréquents pour réduire

l’émission des substances phénoliques, qui empêchent une prolifération rapide. Les
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repiquages ont lieu tous les deux mois, les jeunes plantes sont prélevées aseptiquement et

ensemencées sur un milieu semi solide à 4 g.l-1 d’agar, jusqu'à la reconstitution d’une plante

entière.

2.2- Techniques d’étude biochimique

2.2.1- Extraction et dosage des leucoanthocyanes

Le but de cette caractérisation a été d’extraire et de quantifier les leucoanthocyanes

contenus dans les embryons mis en culture, sur les milieux MSm1 et MSm2, exposés à la

lumière blanche, et bleue.

Selon CALERO (1989), les variations des teneurs en leucoanthocyanes reflètent les

variations de sensibilité de l’embryon à la lumière pendant la culture. Nous avons donc

cherché à montrer l’évolution de la sensibilité des explants à la lumière, par la mesure de leur

teneur en leucoanthocyanes.

La méthode d’extraction utilisée est celle développée par LEBRETON et al. (1967) avec

quelques modifications, portant sur la quantité de matériel végétal, par rapport au volume de

l’extraction (fig. 18) (CALERO, 1989).

Les embryons sont extraits du milieu de culture et sont mis à sécher à l’air libre et à

l’obscurité sur du papier filtre dans des boites de Pétri. Afin d’analyser les leucoanthocyanes,

présents dans les embryons mis en culture, nous avons prélevé, une masse de 0,1 g de tissu

sec, broyée au mortier dans 5 ml d’une solution contenant 4 volumes de méthanol pour un

volume de HCl Normapur. Après centrifugation (10 mn à 6000 t/mn), le surnageant est porté

à ébullition. L’absorption est lue à 530 nm sur un spectrophotomètre BECKMAN DU series

500. Pour mesurer le rendement en leucoanthocyanes dans les embryons, trois répétitions ont

été effectuées.

Le même dosage a été effectué sur des embryons hydratés de 5 mm de long n’ayant été

soumis à aucune condition de lumière et de milieu, ce qui constitue le point de départ de nos

expériences.

La teneur en leucoanthocyanes est exprimé en mg/g de cyanidine et calculée par la

formule suivante :

Do : Densité optique des anthocyanes.
6 : Facteur correctif qui tient compte des rendements de la transformation des

leucoanthocyanes et qui est d’environ 17 %.
 : Coefficient d’absorption molaire de la cyanidine en milieu acide à 530 nm = 34700.
M : Masse molaire de la procyanidine 306 g.
V : Volume de la phase aqueuse mesuré après l’hydrolyse.
D : facteur de dilution.
p : poids sec du matériel végétal = 0.1 g.
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Le surnageant est porté à ébullition durant

0,1 g de matière végétale fraîche

Broyage au mortier dans 5 ml (4v méthanol/ 1v d’Hcl 1N)

Centrifugation (10 mn à 6000 t/mn)

Refroidissement à l’abri de la lumière

Mesure de l’absorbance à 530 nm

Figure 18 : Organigramme du dosage des leucoanthocyanes (CALERO, 1989).

3- Traitement de données

L’analyse statistique a été effectuée en utilisant le logiciel STAT BOX (6.4), Un dispositif

complètement aléatoire a été adopté et 24 à 36 embryons ont été utilisés par traitement. Après

analyse de la variance, le test de NEWMAN & KEULS est effectué lorsque le tableau de

l’analyse de la variance au seuil de 5 %, révèle des différences significatives, ce qui permet de

dégager des groupes homogènes (DAGNELIE, 1980).

L’analyse statistique sera représentée par l’estimation des résultats moyens, obtenus sur le

test de stérilisation, les pourcentages de germination hydroponique, l’effet de la taille, de la

position, de la composition minérale du milieu de culture et des traitements lumineux et

hormonaux sur le développement des embryons excisés du Palmier dattier Cv. Takerboucht.

De même qu’une analyse de la variance a été effectuée, pour la teneur moyenne en

leucoanthocyanes, synthétisés dans les embryons cultivés in vitro. Le but de cette analyse est

de déterminer l’effet des traitements lumineux et de la composition des milieux de culture sur

la synthèse de leucoanthocyanes, au sein d’embryons zygotiques de palmier dattier (Phoenix

dactylifera L.) Cv Takerboucht.
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1- Morphologie de la graine mûre du palmier dattier Phoenix dactylifera L. Cv.

Takerboucht

Nos recherches ont porté sur du matériel juvénile, pour observer les modalités de la

germination.

1.1- Avant la germination

Une étude morphologique de la jeune plante à l’état quiescent, constitue le point de départ

de nos expériences. Cette première approche nous permettra une meilleure connaissance du

matériel utilisé.

La plantule est contenue dans une graine, qui elle-même, est protégée d’une membrane

très fine : l’endocarpe uni à la graine; un mésocarpe charnu et fibreux, et à l’extérieur un

épicarpe fin. Cet ensemble décrit de l’intérieur vers l’extérieur constitue le fruit du dattier : la

datte, qui est une baie monosperme. La graine est constituée d’un albumen dur, corné,

parcouru par des plis de téguments ou par des restes de nucelle. Elle est de forme oblongue,

de couleur beige et possède un sillon ventral ou raphé (fig. 19a), ce qui signifie que la graine

provient d’un ovule renversé. Dorsalement, on observe une petite saillie entourée d’un sillon

annulaire qui nous indique l’emplacement de la plantule (fig.19b).

Les coupes longitudinales et transversales montrent que la graine est protégée d’un

tégument, entourant l’albumen, qui constitue les réserves de la graine (fig. 20).

La plantule est extraite pour pouvoir apprécier sa forme, et sa taille. Les observations sont

réalisées à la loupe binoculaire (fig. 21).

Avant réhydratation l’organisation que l’on observe est extrêmement sommaire. La

figure 21a montre une plantule logée dans la graine. L’extraction de la plantule nous donne

des dimensions précises (fig. 21b).

1.2- Germination in-vitro des graines

1.2.1- Méthode de désinfection

Les résultats obtenus (fig. 22), montrent que le taux de contamination dépend de la nature

et la concentration de l’agent désinfectant. Ainsi, l’utilisation de l’hypochlorite de sodium

NaClO et de l’hypochlorite de calcium Ca(ClO)2 à la dose de 90 g.l-1 et le chlorure

mercurique HgCl2 à la dose 0,1 g.l-1 pour la désinfection des graines, a révélé des taux de

contamination très faibles, le maximum enregistré est de 15,29 % avec du Ca(ClO)2. Par

conséquent, l’utilisation de ces trois stérilisants, aux concentrations et aux temps indiqués,

donne les meilleurs résultats pour la stérilisation des graines de palmier dattier Cv. Tk.

L’analyse de la variance (Annexe 2) montre une différence hautement significative entre les

trois stérilisants utilisés (P= 0,006). Le test de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification

de 5 %, classe les trois agents désinfectants en deux groupes homogènes (Annexe 3).
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Figure 21 : Observation de la jeune plante à l’état sec.

a : Plantule logée dans une graine coupée longitudinalement.

b : Plantule excisée.

(Cd : côté dorsal de la graine sèche; Bc : bourrelet cotylédonaire contenant

l’embryon; Lc : limbe cotylédonaire; Pa : papilles dans le limbe cotylédonaire).

L = 1880 µm; L1 = 960 µm; L2 = 880 µm.

(G x 25)

Figure 19 : Vues ventrale (a) et dorsale (b) de la graine sèche.

(Tg : tégument de la graine, Ra : raphé, S : saillie).
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Figure 20 : Coupes, longitudinale (a) et transversale (b) de la graine sèche.

(Tg : tégument, Ac : albumen corné, P : plantule.)
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Aussi, nous avons noté une légère différence, concernant le temps de latence et le temps

moyen de germination (Annexe 4) qui sont plus intéressants lorsqu’il s’agit du NaClO. De ce

fait, nous avons opté pour l’utilisation de l’hypochlorite de sodium pour la germination des

graines de la variété Takerboucht.

1.2.2- Etapes morphologiques successives de la germination

Les premières études relatives à la germination des palmiers, date du début du XVIèm

siècle, avec les travaux de CAMERARIUS (1588). Suivent les travaux de MARTIUS (1823-

1850); MICHEELS (1889); GATIN (1912); MOORE et UHL (1973); UHL et DRANSFIELD

(1987); TOMLINSON (1990); TILLICH (1995, 2000). GATIN en 1912 a réalisé une étude

complète sur la morphologie de la germination illustrée par des planches d’une grande

exactitude.

Notre but est de suivre les différentes étapes de la germination des graines jusqu'à 1 mois

(fig. 23). Rappelons que les tests effectués montrent que les graines fraîchement récoltées

germent plus rapidement que celles qui ont subi une post maturation au sec.

La période entre le 1er et le 3è jour correspond à l’hydratation de la semence (1ère étape de

la germination, antérieure à l’étape de germination sensu stricto) (fig. 23a). Cette étape est

caractérisée par une prise d’eau rapide. Selon COME (1970), l’absorption se fait d’abord par

capillarité, puis la pression osmotique provoque un appel d’eau dans les cellules vivantes.

Cette opération favorise l’accomplissement de la germination (HAMLAT, 1995). L’extraction

des embryons à partir de graines sèches, s’est avéré être une opération très délicate et très

difficile, à cause de la forte adhésion à l’endosperme. Par conséquent, une réhydratation de la

graine rend possible l’extraction des embryons sans altérer leur viabilité (YAKOUB-

BOUGDAL, 1987; 2005).

La 1ère manifestation de la germination, est un léger soulèvement de l’opercule, qui

intervient au bout de 3 à 4 jours après l’imbibition. Ce soulèvement entraîne la sortie d’un

bourrelet conique, de 1 mm de long, résultant de la seule élongation de la zone du pétiole

cotylédonaire. Vers le 5è jour le pétiole cotylédonaire atteint une longueur de 2 mm
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Figure 22 : Pourcentages des contaminations, nécroses et de la réactivité des
embryons de palmier dattier Cv. TK.
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(fig. 23b). Le pétiole cotylédonaire poursuit son allongement au 7è et au 10è jour, il mesure

environ 5 mm, entraînant la plantule en dehors de la graine. Sa croissance se poursuit avec

une augmentation du diamètre au niveau de la gaine (fig. 23c). GATIN (1912) et YAKOUB-

BOUGDAL (1984) décrivent l’allongement comme étant un accroissement des cellules,

cependant AMMAR (1978) attribue cela au phénomène de mérèse. Le phénomène d’auxèse

se poursuit (fig. 23d, e). Au 21 è jour, la radicule apparaît à la base de la gaine cotylédonaire

(fig. 23f). Au-delà d’un mois, des racines latérales se différencient et la gaine cotylédonaire

laisse émerger la première feuille (fig. 23h).

Ainsi, il convient de signaler que l’analyse de l’aspect morphologique du palmier dattier

Cv. Tk nous permet de connaître les différentes étapes de développement de cette espèce.

Figure 23 : Les étapes morphologiques de la germination du palmier dattier variété Takerboucht

a : soulèvement de l’opercule (O), après 3 à 4 jours.

b : vers le 5è jour de la germination, sortie du pétiole cotylédonaire (Pc).

c : 10èm jour de la germination, allongement du pétiole cotylédonaire (Pc).

d et e : allongement du pétiole cotylédonaire (Pc) et épaississement de la gaine cotylédonaire (Gc)

f : apparition de la radicule (R).

g : allongement de la racine principale (Rp) et apparition de racines latérales (Rl).

h : formation d’une jeune plante avec une première feuille engainante (Fe).

a b c d e f g ha b c d e f g h
e
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R
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Figure 24 : Evolution des pourcentages de germination cumulés en fonction du temps (j)
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1.2.3- Courbe de germination

La courbe de germination permet de décrire le déroulement de la vitesse de germination

d’un lot de 96 graines, placé à l’obscurité à une température moyenne de (30  2) °C. Ce test

a été répété 30 fois pour les besoins de culture.

La figure 24 représente les résultats obtenus pour un test de germination portant sur 96

graines.

La courbe (fig. 24) correspond au type théorique, à germination regroupée dont le

pourcentage de germination maximal (capacité de germination) est de 93.75 %.

La courbe de germination montre qu’aucune graine n’a germé au cours des 3 premiers

jours, cette période est le temps de latence, qui exprime la durée nécessaire à la germination

d’une seule semence du lot. Selon MAZLIAK (1999), cette période correspond à la prise

d’eau et à l’imbibition de la graine. Entre le 3 è et le 6 è jour le pourcentage de germination

augmente pour atteindre un pourcentage voisin de 45 %, cela indique que la moitié des

graines du lot a germé. Entre le 6è et le 8è jour, le taux de germination est de 48.95 %, il

représente le pourcentage maximal de germination, qui est atteint rapidement (47 graines

germent en 3 jours). Au 9è jour la courbe augmente lentement pour atteindre son maximum

(93.75 %).

Nous avons une certaine homogénéité du lot à savoir que la plupart des graines ont germé.
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2- Conditions de germination des embryons

Afin de pouvoir provoquer la régénération d’un nombre maximum de plants, et pour un

intérêt physiologique, il est nécessaire d’étudier d’autres facteurs qui ont un impact sur le

développement des plantules, cultivées in vitro.

2.1- Influence de la taille

L’influence de la taille va déterminer le comportement des embryons en culture.

Le tableau (V) résume les pourcentages de contamination, de nécrose et de survie obtenus

sur 24 échantillons.

Tableau V: Germination des embryons du palmier dattier var. Takerboucht à différentes

tailles.

Tailles des embryons (mm) 3 5

(%) de contamination 0 % 4.17 %

(%) de nécrose 29.17 % 4.17 %

(%) de survie 70.83 % 91.67 %

Les résultats obtenus montrent que le taux de survie est plus important pour les embryons

de 5 mm (91.67 %) que pour ceux de 3 mm. Au contraire les pourcentages de nécroses sont

plus marqués, lorsqu’il s’agit des embryons de 3 mm avec un taux de 29.17 %.

La figure 25 illustre les résultats de germination obtenus après 2 mois de culture.

Figure 22 : Effet de la taille sur la germination des

plantules
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Figure 25 : Effet de la taille sur la germination des plantules du palmier dattier Cv. Tk.
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La comparaison des résultats obtenus a fait ressortir que la capacité de germination des

embryons est proportionnelle à leur taille. En effet 25 % des embryons de 3 mm présentent

des plants entiers et 54.17 % pour ceux pris à 5 mm. On remarque aussi que la réactivité des

plantules a été retardée lorsqu’il s’agit d’embryons à 3 mm, où nous observons l’arrêt de

croissance du pétiole cotylédonaire après 2 mois de culture avec un pourcentage de 33.33 %.

L’analyse de la variance des résultats obtenus montre que le facteur taille agit

significativement sur la régénération de plants entiers (P = 0,02) (Annexe 5). Les groupes

homogènes sont consignés dans l’Annexe 6.

Les figures (26 et 27), nous montrent que les mêmes développements morphologiques

sont observés au niveau des embryons de 3 mm et de 5 mm. Ainsi, ces embryons se sont

développés sur le milieu de base (MS), ceci est dû au faits que les deux plantules ont atteint

un stade de développement physiologique qui leur permet de germer sur un milieu de culture

de synthèse. Selon CHAMPAGNAT et al. (1969), l’embryon séparé du reste de la graine

peut, s’il est parvenu à un stade de développement suffisant, être viable et se développer sur

un milieu de culture artificiel.

Cependant, le temps de réactivité ainsi que la capacité de germination sont moins

importants lorsqu’il s’agit d’embryons à 3 mm. Aussi l’importance de la taille apparaît, au

niveau du développement des embryons de 3 mm (fig. 26c), qui sont moins vigoureux par

rapport à ceux de 5 mm (fig. 27d) après 2 mois de culture. Ainsi, l’optimisation de la réponse

des embryons de 5 mm peut être attribuée aux hormones endogènes, qui sont en quantité plus

élevée chez les embryons de 5 que ceux de 3 mm. Ce qui est confirmé par les travaux de

YAKOUB-BOUGDAL (2005), qui en travaillant sur les embryons zygotiques du palmier

dattier Cv. Deglet-Nour, signale, l’existence d’une différence au niveau de l’organisation du

méristème caulinaire des embryons. L’étude cytologique du MAC (méristème apical

caulinaire) des embryons de 3 mm montre un primordium foliaire alors que celui de 5 mm

montre deux ébauches foliaires. Par conséquent, l’état physiologique est bien avancé pour les

embryons de 5 mm, ce qui explique leur bon développement sur le milieu de culture. Cela

rejoint les conclusions de AUGE (1989) : en culture in vitro, il existe une taille minimum qui

correspond au dôme méristématique accompagné de deux primordia foliaires. En dessous de

cette taille, la survie des explants, quelque soit leur nature, est très difficile et les échecs sont

très nombreux.

Par ailleurs MONNIER (1995), signale que la taille des embryons est importante pour la

croissance ou l’orientation, soit vers une organogenèse ou une embryogenèse. Ces

observations ont été confirmées par les travaux de EL HADRAMI (1995), qui a constaté que

les embryons les moins développés, sont un matériel de choix et conduisent à de meilleurs

résultats lorsqu’il s’agit d’obtenir précisément des embryons somatiques chez le palmier

dattier. De plus le potentiel embryogène de celui-ci est fonction de son stade de

développement. En effet, les embryons les moins développés (1 mm) conduisent à de
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meilleurs résultats que ceux plus développés (2-3 mm). Des résultats similaires ont été

signalés par BARWALE et al. (1986), TETU et al. (1987) chez le soja et par

MAHESWARAN et WILLIAMS (1986) chez Brassica campestris.

De même, les taux élevés de nécroses avec un faible taux de reprise des embryons de

3 mm (12,5 %) peuvent être attribués selon MONNIER (1995), à certaines concentrations des

différents éléments composants le milieu MS (1962), qui peuvent être toxiques pour ces

embryons de petite taille. En effet, le développement et la croissance des embryons cultivés in

vitro est sous la dépendance de la composition des milieux, en sels minéraux et en composés

organiques (AUGE et al., 1989; MONNIER, 1995). Il est donc possible que certains éléments

du MS tel que : KNO3, NH4 et le NO3 par leur forte concentration devenant toxiques,

réduisent la survie des embryons.

De ce fait, et pour nos objectifs expérimentaux, nous pouvons retenir la taille de 5 mm,

pour la germination des plantules du palmier dattier Cv. Tk., car elle influe aussi bien sur le

temps de réactivité que sur la capacité de germination.
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Figure 26 : Développement des embryons de palmier dattier Cv. Tk, de 3 mm, cultivés sur le milieu

MS (1962).

a : Stade initial.

b : Embryon dont le Pétiole cotylédonaire pointe vers le milieu, après 3 jours de culture.

c : Développement de la partie caulinaire et racinaire chez les jeunes plantes après 8

semaines de culture

(Fj : feuille juvénile ; P : plumule ; Gc : gaine cotylédonaire ; Lc : limbe cotylédonaire ;

Pc : pétiole cotylédonaire ; Rp : racine principale).
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Figure 27 : Développement des embryons de palmier dattier Cv. Tk, de 5 mm, en position debout, cultivés sur

le milieu MS (1962)

a : Stade initial, longueur de l’embryon : 5 mm.

b : Embryon dont le Pétiole cotylédonaire pointe vers le milieu. Après 24 h de culture.

c : Pétiole et Limbe cotylédonaire augmentent de volume avec la pénétration du Pc dans le milieu.

après 2 jours de culture

d : Jeune plantes après 8 semaines de culture, apparition de la feuille juvénile.

(Fj : feuille juvénile ; P : plumule ; Gc : gaine cotylédonaire ; Lc : limbe cotylédonaire ; Pc :

pétiole cotylédonaire ; Rp : racine principale).
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2.2- Influence de la position

Dans le but de mettre en évidence la polarité de l’embryon nous avons ensemencé des

embryons en position debout (1) et en position couchée.

Les embryons en position debout présentent une réactivité plus importante que les

embryons en position couchée. Le tableau (VI) et la figure (28) résument les résultats obtenus

après 2 mois de culture.

Tableau VI : Influence de la position sur le pourcentage de contamination, de nécrose et de

survie.

L’analyse des résultats du tableau (VI) montre que les embryons germent aussi bien à plat

sur le milieu qu’en position debout. Il en ressort, que le respect de la polarité chez les

embryons du palmier dattier Cv. Tk., n’est pas une condition sine et qua non pour la

germination, ce qui est confirmé par les observations faites par YAKOUB-BOUGDAL (1987)

sur la Cv. Deglet nour. Cependant, les embryons en position debout présentent une

germination plus homogène que ceux posés à plat sur le milieu (fig. 28).

Les observations faites sur la germination des plantules (fig. 28) montrent que les taux de

régénération les plus élevés sont enregistrés pour les embryons en position debout avec un

taux de 54.17 %. Ce taux est beaucoup plus élevé que pour les embryons posés à plat sur le

milieu où le taux est de 20.83 %. Ainsi, les résultats ont mis en évidence l’effet positif de la

position debout sur la réactivité des embryons cultivés sur le milieu MS (1962), ce qui à

Position des embryons à plat debout

% de contamination 25 % 4,17 %

% de nécrose 25 % 4,17 %

% de survie 50 % 91,67 %

. .
(1) la position debout Pc dans le milieu ne stimule pas le développement
des embryons dans nos conditions.

Figure 29 : Effet de la position sur la germination des

plantules
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Figure 28 : Effet de la position sur la germination des plantules du palmier dattier Cv. Tk.
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permis de réduire le temps d’expression des embryons et d’améliorer les pourcentage de

germination.

La comparaison des résultats obtenus sur les figures 27 et 29 montre qu’en position

debout, le pétiole cotylédonaire tend à se courber et à se diriger vers le milieu de culture après

24 h (fig. 27b), en outre, les jeunes plantes sont de grandes tailles et avec un bon aspect

morphologique (fig. 27c). Contrairement aux embryons cultivés en position couchée ou un

retard de 2 jours dans la réactivité et enregistrés, aussi, les plantes à la fin de la durée de

l’expérimentation sont peu développées (fig. 29c). De plus, ils ont conduit à la formation d’un

nombre élevé de racines 29.17 % sans développement de la partie caulinaire.

L’analyse de la variance a fait apparaître une différence significative (P = 0,02) entre les

deux positions pour le cultivar Tk (Annexe 7). Le test de NEWMAN et KEULS, au seuil de

5 %, classe les deux positions dans deux groupes homogènes. Le groupe A comprend la

position debout avec une moyenne de 54 % de plants régénérés. Le groupe B correspond à la

position des embryons à plat sur le milieu avec une moyenne de 12,65 % de plants régénérés.

L’avantage des embryons en position debout peut s’expliquer par le fait du rôle que joue

le limbe cotylédonaire au niveau de l’embryon. En effet, le limbe cotylédonaire assure la

digestion de l’albumen lors de la germination hydroponique (GATIN, 1912). Ainsi, sur un

milieu de culture, l’embryon posé à plat, se retrouve en contact partiel avec le milieu. En

position debout, par contre, il a plus de contact avec la solution nutritive ce qui peut expliquer

en partie la vitesse de la germination élevée. Aussi, le bon développement des feuilles issues

des plantules revient en plus au fait du recourbement des embryons, qui par ce mouvement

facilitent la fente du pétiole et par conséquent l’émergence de la plumule.

Selon ODETOLA (1987) les graines de dattier ne présentent pas de dormance, alors que

leur capacité de germination peut être atténuée par le temps qui sépare leur récolte, de leur

ensemencement (RHISS, 1980). De ce fait, en comparant nos résultats avec ceux obtenus par

STITI (1992) sur des germinations du palmier dattier Cv. Takerboucht, dans les mêmes

conditions (position, milieu et photopériode), on remarque que le taux de survie (91.67 %) est

bien plus supérieur à celui obtenu par STITI (58.3 %). Ceci revient au fait que les graines

utilisées au cours de notre expérimentation sont fraîchement récoltées (récolte 2007/2008).

Cette différence est appuyée par les résultats de la germination des graines en in-vitro

(germination hydroponique). En effet, nous remarquons que le temps de latence ainsi que la

vitesse de germination sont différents ; respectivement, 3 et 6 jours dans notre

expérimentation, 7 et 14 jours au cours de l’expérimentation de STITI (1992).

Parallèlement aux embryons du palmier dattier, selon HAMLAT (1995), ceux de l’olivier

var. Chemlal, cultivés en position debout donnent un meilleur résultat par rapport à ceux

cultivés à plat.
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Figure 29 : Développement des embryons de palmier dattier Cv. Tk, cultivés à plat sur le

milieu de base MS (1962)

a : Stade initial

b : Embryons dont le pétiole cotylédonaire (Pc) point dans le milieu. Après 2 jours

de culture.

c : Le Limbe cotylédonaire (Lc) s’élargit à la base après 3 jours de culture

d : Jeunes plantes à 8 semaines de culture, constituées de plumules (P) et d’une

racine principale (Rp).
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HAMLAT (1995) attribue le bon développement des embryons de l’olivier, au fait du

respect de la polarité, au contraire les embryons du pommier présentent une meilleure

germination en position couchée (COME, 1970).

Par conséquent, La position debout des embryons sur le milieu, a non seulement eu un effet

favorable sur la croissance, mais influe aussi sur le temps d’expression des plantules (temps

moyen de germination). Ainsi, nous pouvons retenir cette position, pour la germination des

plantules du palmier dattier Cv. Tk.

2.3- Influence de la suppression de l’haustorium et de la gaine cotylédonaire

L’étude de la suppression de l’haustorium et de la gaine sur le développement des

embryons, montre que les embryons ayant une plumule de 2 à 4 cm présentent un taux de

mortalité équivalent à celui des embryons entiers au même stade de développement.

Après 4 mois de culture, le développement des jeunes plantes pourvues de l’haustorium a

abouti à 75 %, par rapport à 66 % de jeunes plantes, sans haustorium et sans la gaine

cotylédonaire qui se sont développées (Tab. VII) et (Fig. 30).

Tableau VII : Développement des embryons, avec ou sans haustorium, sur le milieu MS
(1962). (L’expérience a porté sur 36 échantillons).

Matériel Embryons avec haustorium Embryons sans haustorium

Etat de développement Plumule 2 à 4 cm. Plumule 2 à 4 cm.

Taux de mortalité à 1 mois 0 % 0 %

Nombre de plantules ayant une
racine et une feuille à 4 mois

75 % 66 %
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Figure 30 : Influence de la suppression de l’haustorium et de la gaine cotylédonaire
sur le développement des embryons de palmier dattier Cv. Takerboucht.
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Les résultats montrent que les jeunes plantes avec une gemmule de 2 à 4 cm se sont

développées sur le milieu MS malgré l’ablation de leur haustorium et la suppression de la

gaine cotylédonaire. En outre, après 4 mois de culture, le nombre de jeunes plantes ayant une

feuille étalée (24/36) (fig. 31a) n’a pas été significativement différent de celui qui est observé

chez les jeunes plants entiers (27/36) (fig. 31b) (P = 0,6) (Annexe 9). Cependant, le taux de

brunissement des milieux était très important pour ces derniers. Cela peut s’expliquer par le

fait que l’haustorium et la gaine cotylédonaire tendent à se séparer du reste de la jeune plante

au fur est à mesure que cette dernière devient autotrophe.

Ainsi, le brunissement de l’haustorium et de la gaine cotylédonaire provoquent un retard

dans le développement des jeunes plants, suite à l’émission de phénols dans le milieu. Il a été

donc nécessaire d’effectuer des repiquages plus fréquents au lot des jeunes plantes entières

afin de réduire la quantité de polyphénols présente dans le milieu.

Nos résultats corroborent ceux de ASSY BAH (1989), sur le cocotier, cet auteur a

rapporté que la suppression de l’haustorium des jeunes plantes, au stade gemmule 2 à 4 cm,

n’avait pas inhibé le développement foliaire mais, au contraire, avait permis le développement

simultané et régulier du système foliaire et radiculaire.

Aussi, ASSY BAH (1989), a remarqué que l’ablation de l’haustorium, chez les jeunes

plants de cocotier, confère à ces derniers, la capacité de bien se développer en conditions

naturelles de culture, avec un taux de survie de 92 %, comparativement aux embryons qui ont

gardé l’haustorium où le taux était de 49 % durant les premières étapes de l’acclimatation.
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Figure 31 : Développement des jeunes plants de palmier dattier Cv. Tk, cultivés sur le milieu de base MS (1962)

après 4 mois de culture. (Fj : feuille juvénile; R : racine; Rl : racines latérales).

a : Jeunes plantes sans haustorium (H) et sans gaine cotylédonaire (le développement de la partie

caulinaire est important, avec l’apparition de feuilles juvéniles).

b : Jeunes plants entiers (le brunissement apparaît, on note aussi l’apparition de feuille juvénile)

H

b

Fj

Rl

R

Fj

Rl

R

a



RESULTATS ET DISCUSSION

59

3- Multiplication des embryons par culture in vitro

Après avoir étudié dans un premier temps les conditions pour une meilleure germination,

nous allons aborder dans un premier lieu les résultats de la culture in-vitro sous l’effet d’un

traitement de lumière bleue afin de déterminer l’éclairement le plus favorable et quantifier les

teneurs en leucoanthocyanes des embryons en culture. En dernier lieu, nous donnerons les

résultats de l’influence des phytohormones associées à un traitement en lumière bleue sur la

germination.

3.1- Description de la germination

Pour mieux saisir la manifestation morphologique de la germination in vitro, nous

donnons les principales étapes de cette évolution.

En réunissant toutes les conditions adéquates à la culture des embryons, le comportement

de la plantule excisée de la graine après réhydratation et mise en culture sur milieu MS (1962)

se traduit par (fig. 32) :

 Stade I : Augmentation en volume de l’embryon et cela suite à l’absorption d’eau,

des sels minéraux et d’éléments nutritifs présents dans le milieu, avec un léger

recourbement du pétiole cotylédonaire à la fin du stade.

 Stade II : Courbure et allongement de l’embryon au niveau du pétiole cotylédonaire,

qui pointe vers le milieu et transformation de son limbe cotylédonaire en boule

donnant à l’embryon l’aspect de « clou de girofle » après trois jours de culture.

 Stade III : Apparition de la plumule, la 1ère feuille engainant, les suivantes sont du

type juvénile.

 Stade IV : Apparition de la radicule (racine principale) sur laquelle, se développent

des racines latérales.

Figure 32 : Description de la germination in vitro d’embryons excisés de

la variété Takerboucht cultivés sur le milieu de MS (1962).

Stade I

Stade II Stade III

Stade IV
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Nous constatons conformément aux observations décrites par RABECHAULT (1962) sur

le palmier à huile, YAKOUB-BOUGDAL (1987, 2005) sur le palmier dattier Cv. Deglet

Nour, qu’il y a d’abord l’apparition de la feuille puis la racine se forme ultérieurement.

3.2- Influence des milieux de culture

L’analyse des résultats (fig. 33) montre que les embryons mis en culture germent aussi

bien sur le milieu MS, les MS modifiés (MSm1 et MSm2), DKW et GA. Par contre, les

pourcentages d’obtention de plants entiers sont nettement supérieurs sur les milieux MSm1 et

MSm2 respectivement de 100 % et de 91,67 %. Cependant, les essais réalisés dans ce cas

n’affichent aucune différence significative entre ces deux milieux (Annexe 11). Néanmoins,

les embryons développés sur le MSm2 ont un aspect qualitatif meilleur (fig. 34).

L’étude révèle aussi, que les mêmes développements morphologiques sont observés au

niveau des 5 milieux témoins, sauf que la nature et la durée des réponses sont différentes :

Effectivement, la comparaison entre la réactivité des embryons sur les milieux MS, DKW,

et GA montre que seules quelques plantules se sont différenciées sur milieu MS (54.17 %) et

avec un degré moindre sur les milieux DKW et GA avec des taux respectifs de 45.83 % et de

37.5 %.

Sur la solution de macroélément de DKW, on note une réponse rapide par rapport au MS

et GA (apparition de la 1ère racine, après 18 jours de culture). L’effet bénéfique de cette

solution minérale est dû peut-être à sa concentration ionique qui est faible en KNO3 et à sa

richesse en d’autres constituants, qui ne sont pas présents, ou en quantité moindre, dans les

solution MS et GA particulièrement le K2SO4, Ca(NO3)2 4H2O (BAGHDADI, 2007).

Figure 33 : Effet des milieux téstés sur la germination des plantules du palmier dattier Cv. Tk
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Figure 33 : Effet des milieux testés sur la germination des plantules du palmier dattier Cv. Tk
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Figure 34 : Comportement des jeunes plantes du palmier dattier Cv. TK., à 2 mois de culture sur les milieux.

a : DKW (les plants présentent des racines courtes),

b : GA (les plants sont chétif),

c : MSm1 (plants constitués de plumules à limbe plus large et d’une racine principale),

d : MSm2 (apparition de racines latérales).

(P : plumule, Lc : limbe cotylédonaire, Gc : gaine cotylédonaire, Rl : racine latérale,

Rp : racine principale).
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Progressivement le développement est meilleur sur le milieu MS, où la réactivité des

embryons était plus longue (apparition de la 1ère feuille après 21 jours de culture), ce

développement est peut être dû à la richesse du MS en ions NH4NO3 dont le rôle permet la

différenciation des embryons (MONNIER, 1976 et 1995). Nos résultats infirment ceux

obtenus par BAGHDADI (2007) sur le pistachier (Pistacia vera L. et Pistacia atlantica Desf).

La réactivité des embryons ensemencés dans le MS a révélé un taux faible. Par contre la

solution de macroéléments de DRIVER et KUNIYUKI (1984) (DKW) à un taux de

germination de 90 %. BAGHDADI (2007) indique que la réactivité des embryons a été

entravée par la concentration de certains éléments composant le MS, qui ont été toxiques lors

des premiers stades de développement des embryons du pistachier.

Aussi la comparaison de la composition minérale du Gamborg, DKW avec celle de MS,

montre qu’il y a là une absence ou présence à de faibles concentrations d’éléments essentiels

pour le développement convenable des embryons sans albumen. Cette comparaison est

confirmée par l’étude de MONNIER (1995) sur l’influence de chaque élément du MS sur la

croissance des embryons de Capsella bursa-pastoris :

 L’absence de la glutamine dans le milieu GA qui exalte la croissance des embryons en

fait un facteur limitant.

 l’élément phosphore qui est déterminant dans la constitution des tissus et de la

croissance, ainsi que le Mg SO4 7H2O du MS et du DKW, nécessaires aux besoins des

embryons sont à des taux inférieurs dans le milieu GA.

 Egalement la concentration en oligo-éléments déterminante pour la croissance est dans

le GA inférieure à celle du MS et DKW.

Selon MONNIER (1995), le fer et le calcium influent particulièrement sur le taux de

survie et la réactivité des embryons en culture. Le Ca2+ est un antioxydant intervenant

positivement sur la survie, en jouant un rôle fondamental dans la perméabilité. Le calcium

empêche la pénétration des éléments devenant toxiques, suite à leur accumulation dans les

tissus. Selon ce même auteur, l’augmentation de la concentration de calcium, permet d’élever

le taux de survie, même si les quantités sont supérieures à celles contenues dans le MS, cela

confirme nos résultats de culture. Aussi, la solution minérale DKW contient deux fois plus de

calcium que le MS. Cet élément est complètement absent dans le milieu GA, ce qui peut

expliquer le faible pourcentage de réactivité des embryons cultivés sur le milieu de Gamborg.

En outre, sur les milieux MS et GA, nous avons noter deux types de réponses :

développement du méristème apical caulinaire (MAC) avec une rhizogenèse. Le deuxième

type de réponse correspond au développement du méristème racinaire (MAR) qui inhibe la

caulogénèse. Ces mêmes observations dans les mêmes conditions ont été signalées par

RABECHAULT (1976) sur le palmier à huile, AMMAR (1978) sur le palmier dattier (Cv.

Deglet nour) et STITI (1992) sur le palmier dattier (Cv. Takerboucht). Ce qui corrobore les
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observations de DAVID (1972) sur le pin maritime, selon lequel les solutions minérales riches

en azote nitrique, ont un effet caulogène et favoriseraient la formation de bourgeons.

De ce fait, il est clair que les sels minéraux déterminent le développement des embryons et

que par conséquent, les milieux GA et DKW ne semblent pas convenir à la culture

d’embryons du palmier dattier (var. Takerboucht).

Les plantules des milieux MSm1, MSm2 et MS par leurs différentes réponses enregistrées

présentent un comportement hétérogène dont les résultats se résument ainsi :

 Pour les milieux MSm1 et MSm2, les plants présentent un développement équilibré

entre la partie foliaire et la partie racinaire, de plus les temps moyens de germination

sont réduits de moitié par rapport au MS, où les plants possèdent un système foliaire

plus développé que le système racinaire.

 En ce qui concerne le MSm1 et le MSm2, la présence de l’adénine et la biotine sur

MSm1 et l’augmentation de la concentration en fer sur MSm2, a modifié le

comportement des embryons. Peut être y a-t-il là une confirmation d’une part pour

MSm1 de l’action bénéfique, simultanée, de l’adénine et la biotine sur l’allongement

des plumules et l’obtention de plants vigoureux. D’autre part, pour MSm2 de l’action

des fortes concentrations en fer sur le bon développement du système racinaire avec

l’apparition de racines latérales. Nos résultats confirment ceux obtenus par RHISS

(1980) et YAKOUB-BOUGDAL (1984, 1987 et 2005).

Il arrive, parfois, que l’haustorium verdisse à la lumière, ce qui nous amènerait à penser à

l’existence d’une certaine similitude avec quelques caractéristiques structurales de la feuille.

Cette même observation a été rapportée par RABECHAULT (1976).

A cela, nous avons constaté pour certaines plantules une diminution de la teneur des

feuilles en chlorophylle et dans quelques cas un aspect vitreux, plus ou moins translucide de

celles-ci. Cette chlorose peut être induite conformément au cas observé par MONNIER

(1978) au niveau de la culture d’embryons du coco nain, à la richesse du MS en sels

particulièrement le nitrate d’ammonium, qui semble être l’un des facteurs activateurs de la

vitrification.

Cette étape de notre expérimentation, par comparaison au processus de germination

hydroponique, nous a permis de savoir que la plantule réhydratée, in situ en absence de ses

réserves naturelles (albumen), peut se développer normalement en plants, par substitution

d’un milieu minéral adéquat, additionné d’une source de carbone et que la réussite de ce

développement dépend étroitement de la qualité, et de la quantité des éléments nutritifs qui

entrent dans la composition du milieu exogène.
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3.3- Influence des traitements lumineux

Dans cette étude, nous avons utilisé des traitements lumineux dans le but de trouver

l’éclairement favorable au bon développement des embryons zygotiques du palmier dattier

Cv. Takerboucht.

Les essais conduits sur les deux milieux MSm1 et MSm2 donnent les résultats de la

figure 35.

Après un mois de culture, les résultats montrent qu’il existe des différences entre les taux de

régénération des embryons, sur un même milieu, en fonction du traitement appliqué. Cette

différence varie suivant que les plantules sont soumises à la lumière blanche, aux radiations

bleues, ou à un traitement composite (radiations bleues puis un transfert sous lumière

blanche). Nous remarquons aussi que le taux le plus élevé est enregistré sur le milieu MSm1

sous lumière blanche 83.33 %. Alors que le taux le plus faible se retrouve sur MSm2 sous

l’effet d’un traitement prolongé en lumière bleue (3 semaines) avec un taux de 33.33 %.

L’analyse de la variance des résultats obtenus, montre que le facteur lumière agit

significativement sur la régénération de plants entiers (P = 0,01) (Annexe 12). Les groupes

homogènes sont consignés dans l’Annexe 13.
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Figure 35 : Influence de la lumière sur la germination des embryons de palmier dattier Cv. Tk

(résultats obtenus après 1 mois de culture).
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L’action stimulatrice de la lumière sur le développement des plantules en culture in vitro

est évidente. En effet, la lumière influe aussi bien sur le taux de régénération, sur le

développement ainsi que sur le bourgeonnement des embryons. Ces résultats sont en accord

avec la constatation exprimée par d’autres chercheurs notamment RHISS (1980) et

YAKOUB-BOUGDAL (1984).

Les plantules ayant séjourné sous la lumière blanche, présentent un développement

harmonieux avec une capacité de germination moyenne. En effet, sur MSm1 les jeunes plantes

montrent des racines longues avec des feuilles, légèrement chlorophylliennes (fig. 36a). Sur

MSm2, les plantes présentent en plus de la racine principale des racines latérales (fig. 36b).

les embryons qui ont reçu un éclairement bleu d’une semaine suivi de lumière blanche,

présentent les même réponses que ceux exposés à la lumière blanche sauf que les plantules

ayant été exposés à une semaine de radiations bleues montrent en plus une vigueur et un

développement mieux ordonné avec des racines plus épaisses sur MSm1 (fig. 36c), alors

qu’elles sont plus fines avec la formation de racines latérales sur MSm2 (fig. 36d), de même

qu’un développement plus marqué d’une partie aérienne feuillée constituée de plumule plus

longue (fig. 36c et d).

Par contre pour les plantules qui ont reçu un éclairement bleu de plus d’une semaine

(2 semaines et 3 semaines) suivi d’une exposition à la lumière blanche et celles qui ont reçu

un éclairement bleu tout au long de la durée de l’expérience, nous avons constaté que les

temps mis à l’apparition des racines sont variables. Ainsi, il semble qu’après un éclairement

bleu d’une durée supérieure à une semaine, le développement des embryons est ralenti et à la

fin de l’expérimentation (1 mois), les embryons apparaissent avec des racines plus courtes

tandis que la partie aérienne est légèrement développée (fig. 36e, f, g, h, i et j). Ce qui

confirme que la durée d’exposition aux radiations bleues est déterminante pour le

développement des embryons. Ce qui corrobore les observations de LIN (2000) chez

Arabidopsis, selon lequel une exposition longue aux radiations bleues inhibe le

développement.

Nous avons donc choisi de réaliser les cultures sous un traitement composite (1 semaine de

lumière bleue suivi d’une photopériode sous lumière blanche continue) en plus d’un témoin à

la lumière blanche pour toutes les expériences visant à obtenir le plus grand nombre de plants

viables régénérés à partir d’embryons.
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Figure 36 : Effet de la lumière sur la reconstitution de plants entiers à partir de plantules

excisés du palmier dattier Cv. Tk. (résultats obtenus après 1 mois de culture).

1- Plantes cultivées sous un éclairement de quatre semaines de lumière blanche (a :

culture sur MSm1, b : culture sur MSm2).

2- Plantes cultivées sous un éclairement d’une semaine de lumière bleue suivi de 3

semaines de lumière blanche (c : culture sur MSm1, d : culture sur MSm2).

3- Plantes cultivées sous un éclairement de deux semaines de lumière bleue suivi de deux

semaines de lumière blanche, (e : culture sur MSm1, f : culture sur MSm2).

4- Plantes cultivées sous un éclairement de trois semaines de lumière bleue suivi d’une

semaines de lumière blanche, (g : culture sur MSm1, h : culture sur MSm2).

5- Plantes cultivées sous un éclairement de quatre semaines de lumière bleue, (i : culture

sur MSm1, j : culture sur MSm2).



RESULTATS ET DISCUSSION

67

a b

c d

g h

e f

i j



RESULTATS ET DISCUSSION

68

3.4- Dosage des teneurs en leucoanthocyanes

Les variations des teneurs en leucoanthocyanes reflètent les variations de sensibilité de

l’embryon à la lumière pendant la culture. Nous avons donc cherché à montrer l’évolution de

la sensibilité des embryons à la lumière par la mesure de leur teneur en leucoanthocyanes

(CALERO, 1989).

Les résultats du dosage des leucoanthocyanes, dans les embryons de palmier dattier

(Phoenix dactylifera L.) Cv. Takerboucht, sont donnés et illustrés par les figures 37 et 38. Les

graphiques représentent les variations des teneurs en leucoanthocyanes, exprimés en (mg.g-1)

ou en (‰) de matière végétale sèche en fonction du temps (semaine), au niveau des embryons

cultivés sur MSm1 et MSm2, exposés à la lumière blanche et bleue.
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Figure 37 : Evolution des teneurs en leucoanthocyanes dans les embryons en culture sur MSm1

exposés à la lumière blanche et bleue en fonction du temps.
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A partir des résultats obtenus lors de notre expérimentation nous remarquons que :

- Les embryons hydratés présentent une concentration de 2,91 mg.g-1 en leucoanthocyanes.

Ces composés sont donc synthétisés au niveau de ces embryons en l’absence de la lumière et

de l’influence du milieu.

- Sous l’effet de la lumière blanche, les courbes représentées sur les figures 37 et 38 suivent le

même tracé et révèlent que les teneurs en leucoanthocyanes varient en fonction du temps. Les

embryons cultivés sur le milieu de culture de base MSm1, durant 4 semaines, présentent des

concentrations qui augmentent jusqu’à atteindre la valeur de 19,03 mg/g à la 4ème semaine.

Chez les embryons cultivés sur le milieu de base MSm2 la concentration maximale atteinte au

bout de la 4ème semaine est de 22,04 mg/g.

- A la lumière bleue, les teneurs les plus élevées sont obtenues à la 2ème semaine. Ainsi les

deux courbes représentées sur les figures 37 et 38 ont une allure similaire : les concentrations

vont de 2,91 mg.g-1, atteignent respectivement 15,05 mg g-1 et 15,97 mg g-1 à la deuxième

semaine de culture sur MSm1 et MSm2 pour diminuer jusqu’à 13,39 mg g-1 et 6,78 mg g-1

respectivement sur MSm1 et MSm2.

L’analyse de la variance montre des différences hautement significatives pour le facteur

lumière en fonction du temps (P = 0.001), alors qu’elle montre une différence non

significative pour le facteur milieu (P = 0.5) (Annexe 14). Les groupes homogènes sont

consignés dans l’Annexe 15.

Nos résultats montrent que les variations des teneurs en leucoanthocyanes varient en

fonction des conditions de culture, à savoir : le milieu, la qualité et l’intensité de la lumière.

Ces résultats concordent avec les travaux de OREN-SHAMIR (2009) sur les variations des

teneurs en leucoanthocyanes durant le développement des plantes.

Nos résultats ont mis en évidence l’action de la lumière sur la synthèse des

leucoanthocyanes chez les embryons de palmier dattier. Ainsi, les embryons mis en culture

sont sensibles à la lumière, résultats rapportés par CALERO (1989) sur les embryons de

palmier dattier variété Deglet-Nour.

Après deux semaines de culture sur les milieux MSm1 et MSm2, l’action des radiations

bleues induit de fortes concentrations (15,05 mg g-1 pour MSm1 et 15,97 mg g-1 pour MSm2),

deux fois supérieures à celles induites par de la lumière blanche (7,21 mg/g pour MSm1 et

7,66 mg/g pour MSm2). Ces résultats rejoignent les observations faites par CALERO (1989)

et CHALKER-SCOTT (1999) qui ont démontré que les concentrations en leucoanthocyanes

sont plus élevées en lumière bleue qu’en lumière blanche. Ces résultats peuvent s’expliquer

par le rôle des photorécepteurs de la lumière bleue (les cryptochromes) qui sont responsables

entre autre de la synthèse d’anthocyanes (FURUYA et SHAFER, 1996).

En effet, dès la première semaine, les teneurs en leucoanthocyanes augmentent de façon

progressive et plus significative sous l’effet de la lumière bleue. Cette réponse est due à
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l’activation des cryptochromes par le biais de ces radiations. En fonction du temps, les teneurs

augmentent, pour atteindre leur maximum, après deux semaines de culture. L’activation

progressive des photorécepteurs se retrouvent, saturés après deux semaines de culture ce qui a

conduit à une synthèse élevée de leucoanthocyanes durant cette période (MULEO et

MORINI, 2008).

Contrairement à nos attentes, les teneurs en leucoanthocyanes diminuent, à partir de deux

semaines de culture, sous l’effet des radiations bleues. L’intensité et le temps d’exposition des

cryptochromes aux radiations provoquent l’usure des surfaces photosensibles et voient leur

efficacité diminuer (PARKS et al., 2001). De plus, selon HELLER et al. (2000), deux types

de cryptochromes (cry1 et cry2) sont régulés par les radiations bleues : sous l’effet de ces

radiations, la teneur en cry2 diminue très fortement alors que celle de cry1 ne varie pas. De ce

fait, la diminution des teneurs en leucoanthocyanes à partir de la deuxième semaine de

culture, serait due à la diminution du nombre et à l’altération des photorécepteurs de la

lumière bleue.

L’action de la lumière blanche présente une différence hautement significative

(P = 0.001), par rapport aux radiations bleues en fonction du temps. Le suivi des teneurs en

leucoanthocyanes, sous l’effet de la lumière blanche montre que cette dernière augmente en

fonction du temps. Le spectre de la lumière blanche comprend, entre autres, les radiations

rouges et les radiations bleues en faible intensité. Ainsi, elle agit aussi sur les phytochromes.

Selon les travaux de CALERO (1989), la lumière blanche présente un effet intermédiaire

entre l’action des radiations bleues et celle des radiations rouges concernant la synthèse des

leucoanthocyanes. En effet, le cryptochrome n’est actif que durant les deux premières

semaines, alors que le phytochrome, le devient dès le début de la 3ème semaine. L’activité des

cryptochromes durant les deux premières semaines, n’a pas induit la synthèse de grandes

quantités de leucoanthocyanes. Cela est dû à la faible intensité des radiations bleues contenues

dans la lumière blanche, étant insuffisante pour la saturation de tous les cryptochromes.

L’effet du milieu ne présente pas de différences significatives (P = 0.5). Cependant, la

synthèse des leucoanthocyanes peut être affectée par la composition du milieu de culture. En

effet, certains éléments nutritionnels peuvent être limitants. L’azote, en situation non

limitante, permettant la disponibilité de l’ensemble des acides aminés en quantité élevée et

leur intégration dans les protéines, est alors possible. Par contre, si l’azote devient limitant (ce

qui survient en culture in vitro après quelques jours de culture, sur milieu non renouvelé

comme dans nos conditions), la synthèse protéique est ralentie, la phénylalanine et la tyrosine

sont alors orientées vers le métabolisme secondaire (MACHEIX et al., 2005). Ainsi,

l’embryon se retrouvant dans un état de stress, suite à l’appauvrissement du milieu de culture,

et voit sa teneur en leucoanthocyanes augmenter.
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3.5- Germination des plantules en culture in vitro en présence d’hormones

Dans un premier temps nous avons utilisé séparément des activateurs de croissance à des

concentrations respectives pour l’AIA et l’ANA égales à 0,1 mg.l-1 et 1 mg.l-1 associées

respectivement à 50 g.l-1 et 30 g.l-1 de saccharose, et pour la BAP égales à 0,1 et 10 mg.l-1

associées respectivement à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose, afin d’apprécier l’action de

chacun de ces régulateurs de croissance à différentes doses.

Ensuite nous avons réalisé les combinaisons suivantes :

- (BAP = 0,1 mg.l-1) + (ANA = 1 mg.l-1) additionnée à 30 g.l-1.

- (BAP = 10 mg.l-1)+ (AIA = 0,1 mg.l-1) additionnée à 50 g.l-1.

Elles nous ont permis de mettre au point une technique de production rapide de jeunes

plants de palmiers issus de semis. Les milieux retenus pour ces expériences sont le MSm1 et

MSm2.

Rappelons que cette expérimentation est réalisée sous deux conditions de lumières

différentes (blanche et un traitement composite 1 semaine de bleue/ 7 semaines de blanche).

Au cours de notre expérience nous avons utilisé deux concentrations de sucre 30 et

50 g.l-1. Il était donc nécessaire d’apprécier l’action de chaque concentration sur le

développement des embryons sous l’influence des deux traitements lumineux sur les milieux

de bases (MSm1 et MSm2).

3.5.1- Influence de la lumière blanche

3.5.1.1- Milieu MSm1

Au cours de cette étape, nous avons mis en culture des embryons sur MSm1, en présence

de deux concentrations de saccharose.

Les figures 39 et 40 donnent les résultats obtenus après deux mois de culture à 30 g.l-1 et à

50 g.l-1 de saccharose.
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Figure 40 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de saccharose en
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Figure 39 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de saccharose en

fonction du temps (semaines).
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Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1 de saccharose nous avons 100 % de survie.

- à 50 g.l-1 de saccharose nous avons 8,33 % de contaminations et 4,16 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont telles qu’après deux mois de culture :

- à 30 g.l-1, le pourcentage de jeunes plantes présentant une racine et une feuille est de 100 %

(fig. 41a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de jeunes plantes présentant seulement une racine est de 4,16 %,

alors que le pourcentage de plants régénérés est de 83,33 % (fig. 41b).



RESULTATS ET DISCUSSION

73

Figure 41 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière blanche.

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose ; plantules ayant donné

naissance à des racines principales ; accompagnées du développement du bourgeon

préexistant.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose ; obtention de feuilles blanches

(non chlorophylliennes) pourvues de racines principales.

a b
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3.5.1.2- Milieu MSm2

Au cours de cette étape, nous avons mis en culture des embryons sur MSm2, en présence

de deux concentrations de saccharose.

Les figures 42 et 43 résument les résultats obtenus après deux mois de culture à 30 g.l-1 et

à 50 g.l-1 de saccharose.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1 de saccharose, nous avons 4,16 % de contaminations et 4,16 % de nécroses

- à 50 g.l-1 de saccharose, nous avons 4,16 % de contaminations

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Après deux mois de culture

- à 30 g.l-1, nous notons la formation de jeunes plantes avec un taux de 91,66 % (fig. 44a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de jeunes plantes présentant une racine seule est de 12,5 %, alors

que le pourcentage de jeunes plantes présentant une racine et une feuille est de

83,33 % (fig. 44b).
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Figure 43 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de saccharose en

fonction du temps (semaines).
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Figure 42 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de saccharose en

fonction du temps (semaines).
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Figure 44 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière blanche.

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose ; apparition de feuilles juvéniles.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose ; développement de racines

épaisses, pourvues de racines latérales

a b
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3.5.2- Influence de la lumière bleue

3.5.2.1- Milieu MSm1

Au cours de cette étape, nous avons mis en culture des embryons sur MSm1, en présence

de deux concentrations de saccharose.

Les figures 45 et 46 résument les résultats obtenus après deux mois de culture à 30 g.l-1 et

à 50 g.l-1 de saccharose.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1 du saccharose nous avons 100 % de survie.

- à 50 g.l-1 de saccharose nous avons 8,33 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

- à 30 g.l-1, nous notons la régénération de toutes les jeunes plantes (100%), après 5 semaines

de culture (fig. 47a).

- à 50 g.l-1, les observations à la fin de la culture donnent un taux de 87,5 % de plants

régénérés (fig. 47b).
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Figure 46 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de saccharose en

fonction du temps (semaines).
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Figure 47 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose ; les plantes sont de grande

taille (présence de racines courtes, et des feuilles juvéniles bien développées)

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose ; plantes à racines

principales et apparition de feuilles juvéniles.

a b
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3.5.1.2- Milieu MSm2

Au cours de cette étape, les embryons sont mis en culture sur MSm2, en présence de deux

concentrations du saccharose 30 g.l-1 et 50 g.l-1. Les figures 48 et 49 résument les résultats

obtenus après deux mois de culture.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1 de saccharose nous avons 4,16 % de contaminations

- à 50 g.l-1 de saccharose nous avons 16,66 % de contaminations

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

- à 30 g.l-1, le maximum de régénération est atteint après 6 semaines de culture, avec un taux

de 95,83 % de plants régénérés (fig. 50a).

- à 50 g.l-1, nous observons l’augmentation de régénération de jeunes plantes (feuilles et

racines) ou le maximum est atteint, après 8 semaines de culture, avec un taux de 79,16 %

(fig. 50b).
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Figure 50 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose ; plantule ayant donnée

naissance à deux feuilles juvéniles.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose ; jeunes plantes constituées

de racines principales et de feuilles juvéniles.

a b
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Sous la lumière blanche, les observations faites sur les figures 39 et 40 montrent que la

réactivité des embryons (apparition des racines), sur milieu MSm1, se produit après 2

semaines de culture, pour les deux concentrations de saccharose. Cependant, la réactivité est

plus marquée lorsqu’il s’agit d’embryons cultivés à la concentration de 30 g.l-1 de saccharose,

avec un taux d’enracinement de 58,33 % contre 20,33 % à la concentration de 50 g.l-1. Aussi

l’apparition des feuilles se réalise progressivement sur MSm1. Cette dernière dépend de la

concentration du saccharose.

Ainsi, l’analyse des résultats a montré des différences dans le bourgeonnement, pour les

deux concentrations de saccharose. Le bourgeonnement à la concentration de 30 g.l-1 de

saccharose, survient après 3 semaines de culture, sur des embryons ayant régénéré des racines

en début de culture avec un taux de 45,83 %. Ce qui signifie que la moitié des plantules a

générée des jeunes plantes. Cette régénération est progressive, le maximum est atteint après 8

semaines de culture avec 100 % de plants régénérés.

Par contre à la concentration de 50 g.l-1 de saccharose, nous remarquons que l’apparition

des feuilles est retardée. Les observations montrent que le taux de 45,83 % de plants régénérés

est atteint à la 6eme semaine, et après 8 semaines de culture, le taux de 83,33 % reste inférieur,

comparé aux embryons cultivés à 30 g.l-1 de saccharose.

Sur le milieu MSm2, des observations similaires sur le temps de réactivation et des

pourcentages de régénération sont rapportées. Cependant le temps de réactivité des plantules

est moins long que celui enregistré sur le milieu MSm1. En effet, ce dernier est d’une semaine

à la concentration de 30 g.l-1 de saccharose avec un pourcentage de réactivité de l’ordre de

16,66 % et de deux semaines à la concentration de 50 g.l-1 de saccharose avec 33,33 % de

racines formées. Aussi, la régénération de jeunes plantes est homogène pour les deux

concentrations. Le maximum de régénération est atteint après 8 semaines de culture, avec un

taux de 95,83 % à 30 g.l-1 de saccharose et 79,17 % à 50 g.l-1 de saccharose.

Sous la lumière bleue, sur le milieu MSm1, le temps de la réactivité des embryons est

d’une semaine à la concentration de 30 g.l-1 (25 %) (fig. 45), alors qu’à la concentration de

50 g.l-1, il est de 20,83 % après deux semaines de culture (fig. 46). L’analyse des résultats

montre que le temps moyen de la germination est vite atteint à la concentration de 30 g.l-1.

Ainsi, à la 5éme semaine de culture, la régénération est de 100 % de plantes régénérées, alors

qu’elle est de 8 semaines à la concentration de 50 g.l-1 avec un taux de 87,5 %.

Sur le milieu MSm2, les résultats montrent que le temps moyen de la germination est de 6

semaines à la concentration de 30 g.l-1 (95,83 %) (fig. 48), alors qu’il est de 8 semaines à la

concentration de 50 g.l-1 de saccharose (79,16 %) (fig. 49).

Nos observations sur le développement des embryons de palmier dattier variété

Takerboucht sous l’influence de deux milieux de base MSm1 et MSm2, additionnés à deux

concentrations de saccharose (30 et 50 g.l-1), sous l’effet de deux lumières, font ressortir que
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la concentration de 30 g.l-1 de saccharose est beaucoup plus favorable à l’organogenèse des

embryons, isolés de palmier dattier cv. Takerboucht : temps de réactivité plus court et

pourcentage de plantes régénérées élevé (100 % sur MSm1 et 95,83 % sur MSm2). En outre,

elles assurent un bon aspect morphologique. En revanche, les fortes doses (50 g.l-1)

ralentissent nettement la réactivité des vitroplants. Cependant, des plants plus vigoureux avec

un développement homogène, ont été obtenus en présence de 50 g.l-1 de saccharose. Reste que

le nombre de jeunes plantes régénérées à 30 g.l-1 n’a pas été significativement différent de

celui qui est observé chez les jeunes plantes régénérées à 50 g.l-1 (P = 0,4) (Annexe 16). Ces

résultats sont similaires à ceux obtenus par THOMAS (1980) chez Pinus sylvestris et

BENMAHIOUL (2009) sur Pistacia vera L. Ces chercheurs signalent que le saccharose

intervient sur les équilibres de croissance et sur la localisation des mitoses. Ils précisent que

les fortes concentrations de saccharose, établissant de hautes pressions osmotiques, peuvent

réduire le transport de l’eau et des nutriments de la racine vers la partie aérienne.

Cela contredit, d’une part, les observations de RIJVEN (1952) sur Capsella bursa

pastoris, pour lequel, la survie et la croissance des embryons sont stimulées par des

concentrations de saccharose égales à 120 g.l-1. D’après RIJVEN (1952), les fortes doses en

sucre inhiberaient l’élongation cellulaire, mais permettraient la poursuite de la division

cellulaire et la différenciation. De l’autre, ceux de RHISS (1980), selon lequel la présence

d’une bonne source de carbone s’avère importante pour le bon développement des embryons

isolés de palmier dattier, il précise que l’association biotine et saccharose à la concentration

de 50 g.l-1 sont à l’origine de l’obtention de plants entiers avec un pourcentage de 100 % chez

la variété Bou-Feggous.

Il apparaît donc, qu’une étude sur l’influence de diverses concentrations de saccharose est

nécessaire, pour déterminer l’optimum pour chaque espèce (MONNIER, 1995).

Nos résultats sur le palmier dattier, sont différents de ceux obtenus par AMMAR et

BENBADIS (1977), sur la variété Déglet-Nour et ceux de STITI (1992) sur la variété

Takerboucht, ces auteurs préconisent des concentrations élevées de saccharose pour

l’amélioration du taux de survie et de la croissance des embryons, respectivement 80 g.l-1 et

50 g.l-1, à noté que leurs taux de survie sont inférieurs à nos résultats, pour les deux

concentrations de saccharose.

Par contre, nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par AL KHATEEB (2008), qui a

montré que les faibles concentrations en sucre favorisent le bourgeonnement et

l’enracinement des vitroplants de palmier dattier, alors que les fortes concentrations induisent

un brunissement et le desséchement des vitroplants, ainsi qu’une diminution du taux de

bourgeonnement.

Les embryons soumis à un traitement bref de lumière bleue, additionné de 30 g.l-1 de

saccharose, ont montré un temps moyen de germination très faible, par rapport à ceux cultivés

en lumière blanche. Aussi le développement des embryons avec les deux concentrations, a
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montré que la lumière bleue favorise un développement homogène, de la partie racinaire et

caulinaire donnant des vitroplants vigoureux. Toute fois, l’analyse de la variance montre que

ces taux ne varient pas de façon significative (P = 0,8) (Annexe 16).

Ceci, s’explique par le rôle attribué à ce type de radiations, sur le comportement des

plantules. En effet, la lumière bleue est perçue au niveau de la plante par des cryptochromes

dans le rôle est de convertir le signal lumineux en un signal biochimique, induisant différentes

réponses morphologiques (LIN, 2000).

Il est bien connu que la lumière rouge –via le phytochrome- agit sur la morphogenèse en

contrôlant la synthèse ou l’activité de nombreuse enzymes et particulier celle de la β-

fructosidase (ZOUAGHI et al., 1979 in BLANC et al., 1986). Cependant, peu de recherches

concernant le rôle des radiations bleues sur la croissance et le développement ont été effectué.

Néanmoins, Selon COMBES (2002), il semble être analogue à ceux des radiations rouges.

Des études sur l’effet positif des radiations rouges sur l’induction et le développement des

embryons de palmier dattier var. Deglet Nour ont été signalées. Les résultats sont tels que

YAKOUB-BOUGDAL (1984) a mis en évidence l’effet positif, d’un traitement bref en rouge

sombre sur l’induction de la rhizogenèse, sur des méristèmes caulinaires prélevés de jeunes

germinations. Plus tard, CALERO (1989) a rapporté l’effet d’un traitement en radiations

rouges claires, sur la formation des embryons somatiques issus des nervures de la gaine

cotylédonaire des plantules du palmier dattier.

Dans le même contexte, BLANC et al. (1986) ont montré l’action des radiations rouges

sur la survie et la tubérisation de germes de pomme de terre cultivés in vitro.

Il résulte de cette expérience, que l’effet d’un bref éclairement en lumière bleue permet de

réduire le temps d’expression, avec des embryons plus vigoureux par rapport aux embryons,

soumis à l’effet de la lumière blanche seule. Ce qui rejoint les résultats de GAUTIER et al.,

(2001) sur le trèfle blanc, ou ils ont démontré qu’un court traitement en lumière bleue influe

aussi bien sur l’élongation des tige que sur le bourgeonnement. Ce qui confirme les résultats

du test sur l’influence de la lumière.
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3.5.2- Appréciation de l’action individuelle des hormones sur la germination des

plantules en culture in vitro

3.5.2.1- Influence de la lumière blanche

3.5.2.1.1- Action des cytokinines

3.5.2.1.1.1- Sur le milieu MSm1

Les figures 51 et 52 résument les résultats obtenus, après deux mois de culture sur MSm1,

à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose additionnés respectivement à la BAP 0,1 mg.l-1 et 10 mg.l-1.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1 de saccharose, nous avons 4,16 % de nécroses.

- à 50 g.l-1 de saccharose, nous avons 16,66 % de contaminations et 4,16 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Après 3 jours de culture, nous notons un gonflement important des embryons, en présence de

la BAP (0,1 mg.l-1 et 10 mg.l-1) (fig. 53a).

Au 2éme mois ;

- à 30 g.l-1, le taux de régénération est de 83,33 % plants (fig. 53b), cependant 8,33 % de

plants présentent seulement des racines et 4,16 % n’ont développé que des feuilles.

- à 50 g.l-1, les jeunes plantes sont à système racinaire réduit, le taux de régénération et de

79,16 % (fig. 53c).

Figure 51: Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné de BAP (0,1 mg.l-1) en fonction du temps
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Figure 52: Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné de BAP (10 mg.l-1) en fonction du temps.
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a

Figure 53 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière blanche

a : Gonflement important de la plantule après 3 jours de culture, le même résultat est observé

en présence de la BAP à 0,1 et 10 mg.l-1, quelle soit appliquée seule ou en association avec

une auxine, sur MSm1 et MSm2 additionné à 30 ou 50 g.l-1 de saccharose.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (0,1 mg.l-1) ;
plantules ayant donné naissance à des feuilles engainantes blanches et des racines
principales.

c : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (10 mg.l-1) ;

développement important de la partie caulinaire constituée de feuilles juvéniles à limbe plus

ou moins large, la partie racinaire est formée de racines atrophiées (Ra).

Ra

b c
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3.5.2.1.1.2- Sur le milieu MSm2

Les figures 54 et 55 résument les résultats obtenus, après deux mois de culture sur MSm2

à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose, additionné respectivement de la BAP 0,1 mg.l-1 et 10 mg.l-1

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1 de saccharose, nous avons 12,5 % de contaminations et 16,66 % de nécroses.

- à 50 g.l-1 de saccharose, nous avons 4,16 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

- Un gonflement important des embryons après 3 jours de culture, pour les deux

concentrations de saccharose (50 et 30) g.l-1 (fig. 53a).

Au 2éme mois,

- à 30 g.l-1, le taux de régénération (formation des jeunes plantes) est de 70,83 % (fig. 56a).

- à 50 g.l-1, les plantes présentent des racines réduites, le pourcentage de régénération est de

87,5 % (fig. 56b), alors que 4,16 % de plants n’ont développé que des feuilles.
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Figure 54 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné de BAP (0,1 mg.l-1) en fonction du temps.
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Figure 55 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné de BAP (10 mg.l-1) en fonction du temps.
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a b

Ra

Figure 56 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière blanche

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (0,1 mg.l-1) ;

plantules ayant donnée naissance à des feuilles engainantes blanches et des racines

principales comprenant des racines latérales.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (10 mg.l-1) ;

les plantes sont constituées de plumules, plus ou moins chlorophylliennes, présentant, à

leur base, un système racinaire atrophié (Ra).
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3.5.2.1.2- Action des auxines

3.5.2.1.2.1- Sur le milieu MSm1

Les figures 57 et 58 résument les résultats obtenus, après deux mois de culture sur MSm1

à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose, additionné respectivement d’ANA 1 mg.l-1 et d’AIA

0,1 mg.l-1.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1, nous avons 12,5 % de contaminations

- à 50 g.l-1, nous avons 4,16 % de contaminations et 16,33 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Au 2èm mois, régénération de jeunes plantes avec des taux de 79,16 % à 30 g.l-1 de saccharose

(fig. 59a) et 87,5 % à 50 g.l-1 (fig. 59b).
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Figure 57 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné d’ANA (1 mg.l-1) en fonction du temps.
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Figure 58 : Développement des embryons sur le milieu

de culture MSm1 à 50 g.l-1 de saccharose, additionné

d’AIA (0,1 mg.l-1) en fonction du temps.
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a b

Figure 59 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière blanche

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) ;

les plantes sont de grande taille, avec un système racinaire formé de racines longues,

accompagnées du développement des bourgeons.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) ;

les plantes sont constituées de racines et de feuilles engainantes.
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3.5.2.1.2.2- Sur le milieu MSm2

Les figures 60 et 61 résument les résultats obtenus, après deux mois de culture sur MSm2

à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose, additionné respectivement d’ANA 1 mg.l-1 et d’AIA

0,1 mg.l-1.

Pour 24 échantillons :

Nous avons 4,16 % de nécroses et 8,33 % de contamination,s sur les deux concentrations

de saccharose (50 g.l-1 et 30 g.l-1).

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Au 2éme mois,

- à 30 g.l-1, le pourcentage de plants présentant une racine seule est de 12,5 %. Le pourcentage

d’embryons ayant régénéré de jeunes plantes est de 75 % (fig. 62a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de plants qui présentent seulement des feuilles est de 20,83 %. Le

pourcentage de plantes régénérées est de 66,66 % (fig. 62b).
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Figure 61 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) en fonction du temps.
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Figure 60 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné d’ANA (1 mg.l-1) en fonction du temps.
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a b

Figure 62 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière blanche

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) ;

les plantes sont de grande taille, formées de feuilles juvéniles et de racines pivotantes.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) ;

les plantes sont à système racinaire réduit.
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3.5.2.2- Influence de la lumière bleue

3.5.2.2.1- Action des cytokinines

3.5.2.2.1.1- Sur le milieu MSm1

Les figures 63 et 64 résument les résultats obtenus, après deux mois de culture sur MSm1

à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose, additionné respectivement de la BAP 0,1 mg.l-1 et 10 mg.l-1

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1, nous avons 4,16 % de contaminations.

- à 50 g.l-1, nous avons 16,66 % de contaminations et 12,5 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Au 2éme mois ;

- à 30 g.l-1, le pourcentage de plants, présentant des racines seulement est de 12,5 % et le

pourcentage de plants présentant des feuilles seulement est de 8,33 %. Le pourcentage de

plantules ayant développé une racine et une feuille est de 75 % (fig. 65a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de régénération de jeunes plantes est de 79,16 % (fig. 65b). Reste

que les plants sont à système racinaire réduit.
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Figure 64 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné de BAP (10 mg.l-1) en fonction du temps.
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Figure 63 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné de BAP (0,1 mg.l-1) en fonction du temps.
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a b

Figure 65 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (0,1 mg.l-1) ;

les plantes sont de taille moyenne à feuilles engainantes.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (10 mg.l-1) ;

les plantes sont constituées d’une partie caulinaire chlorophyllienne à feuille engainante

et d’un système racinaire réduit.
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Figure 66 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné de BAP (0,1 mg.l-1) en fonction du temps.
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Figure 67 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné de BAP (10 mg.l-1) en fonction du temps.
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3.5.2.2.1.2- Sur le milieu MSm2

Les figures 66 et 67 résument les résultats obtenus, après deux mois de culture sur MSm2

à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose additionné respectivement de BAP à 0,1 mg.l-1 et 10 mg.l-1.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1, nous avons 12,5 % de contaminations et 16,66 % de nécroses.

- à 50 g.l-1, nous avons 4,16 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Au 2éme mois,

- à 30 g.l-1, le pourcentage de plantes pourvues de feuilles ou de racines uniquement diminue

alors que le nombre de jeunes plantes présentant des feuilles et des racines augmente et atteint

un taux de 70,83 % (fig. 68a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de plants présentant des feuilles uniquement est de 4 ,16 %.

Régénération de jeunes plantes avec induction de racines courtes à un taux de 87,5 % (fig.

68b).
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Figure 68 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (0,1 mg.l-1) ;

les plantes sont peu développées avec des racines épaisses.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné de BAP (10 mg.l-1) ;

induction de racine courte (Rc) avec un développement important de la partie caulinaire.

a b

Rc
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3.5.2.2.2- Action des auxines

3.5.2.2.2.1- Sur le milieu MSm1

Les figures 69 et 70 résument les résultats obtenus, après deux mois de culture sur MSm1

à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose additionné respectivement à l’ANA 1 mg.l-1 et à l’AIA

0,1 mg.l-1.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1, nous avons 12, 5 % de nécroses et 20,83 % de contaminations.

- à 50 g.l-1, nous avons un pourcentage de survie de 100 %.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

A la 8éme semaine de culture, le pourcentage de plantules ayant régénéré soit des feuilles ou

des racines est respectivement de 4,16 % et de 12,5 % pour les deux concentrations de

saccharose. Le pourcentage de plantules ayant régénéré des plants entiers est de 50 % à

30 g.l-1 de saccharose (fig. 71a) et 83,33 % à 50 g.l-1 de saccharose (fig. 71b).
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Figure 69 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné d’ANA (1 mg.l-1) en fonction du temps.
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Figure 70 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) en fonction du temps.
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a b

Figure 71 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1) ;

les plantes présentent des racines fines avec une partie caulinaire à feuille juvénile.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) ;

obtention de plantes à plumules plus ou moins courte avec des racines épaisses

pivotantes.
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3.5.2.2.2.2- Sur le milieu MSm2

Les figures 72 et 73 résument les résultats obtenus, après deux mois de culture sur MSm2

à 30 g.l-1 et 50 g.l-1 de saccharose, additionné respectivement d’ANA 1 mg.l-1 et d’AIA

0,1 mg.l-1.

Pour 24 échantillons :

Nous avons 4,16 % de nécroses et 8,33 % de contaminations sur les deux concentrations

de saccharose 50 g.l-1 et 30 g.l-1.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Au 2éme mois,

- à 30 g.l-1, le pourcentage de plantules ayant donné naissance à des racines seulement est de

12,5 %, alors que le pourcentage de plantules ayant régénéré une plante entière est de 75 %

(fig. 74a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage d’embryons ayant développé une feuille uniquement est de

20,83 %. Régénération de jeunes plantes avec néoformation de racines à un taux de 66,66 %

(fig. 74b).
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Figure 73 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) en fonction du temps.
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Figure 72 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné d’ANA (1 mg.l-1) en fonction du temps.
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Figure 74 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière bleue.

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1);

les plantes sont constituées d’une racine principale et d’une feuille juvénile à limbe

plus ou moins large.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1);

induction de racines principales (Pr) longues, avec des racines latérales.

a b

Rp
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A partir des résultats obtenus nous remarquons, par comparaison aux milieux témoins

(MSm1 et MSm2), que l’addition de l’ANA (1 mg.l-1) à 30 g.l-1 de saccharose et l’AIA (0,1

mg.l-1) à 50 g.l-1 de saccharose n’améliore en aucun cas, le pourcentage de production de

plantes entières, ni celui du taux de survie. Le taux enregistré dans certains cas est nettement

plus bas, l’AIA : 0,1 mg.l-1 à 50 g.l-1 de saccharose, sur le milieu MSm2 a un pourcentage de

20,83 % de plants sans régénération. Seule la BAP (10 mg.l-1) à 50 g.l-1 de saccharose, sur le

milieu MSm2 a augmenté le pourcentage de production de plantes avec un taux de 87,5 %,

avec des racines réduites (fig. 56b). Aussi le même comportement hétérogène sur le milieu

minéral, dépourvu d’hormones est retrouvé en présence soit d’ANA soit d’AIA ou de BAP.

L’analyse de la variance montre que les hormones influent de façon très hautement

significative sur la production de plants (P = 0) (Annexe 17).

Ainsi, l’addition de l’ANA (1 mg.l-1) et de BAP (0,1 mg.l-1) à 30 g.l-1 de saccharose sur

les deux milieux de base et l’AIA (0,1 mg.l-1) à 50 g.l-1 de saccharose sur MSm1 favorise le

développement des plantules en plants entiers, sous la lumière blanche. Alors qu’en présence

de BAP (10 mg.l-1) à 50 g.l-1 de saccharose sur les deux milieux (MSm1 et MSm2), le

développement de la plante se fait surtout en feuille sans racines (fig. 53c et 56b). Ceci est

tout simplement dû à la nature du type d’hormones à savoir que les auxines (ANA et AIA)

sont en général rhizogènes, alors que la cytokinine (BAP) présente un effet caulogène, qui est

dominant sous l’effet d’une forte concentration de BAP, en combinaison avec de fortes

concentrations en saccharose. Ce même résultat a été rapporté par YAKOUB-BOUGDAL

(1987) au cours de son travail sur la culture de plantules du palmier dattier (Phoenix

dactylifera L.) Variété Deglet-Nour.

Effectivement, les auxines utilisées en particulier l’ANA à (1 mg.l-1), ont révélé une

tendance vers un développement du système racinaire (figure 59a et 62a) par contre l’AIA à la

concentration de 0,1 mg.l-1 à 50 g.l-1 de saccharose sur les deux milieux a limité la croissance

de racines (figure 59b et 62b), par rapport à l’ANA, sans pour autant inhiber le

développement. Ce qui par ailleurs, ne concorde pas avec les observations de RIJVEN (1952)

qui signale que la croissance des embryons est inhibée par des concentrations d’AIA

supérieures à 0,01 mg.l-1.

Cependant, sur MSm2, l’AIA a présenté le même comportement que la BAP (10 mg.l-1) à

50 g.l-1 de saccharose, à savoir un effet caulogène, avec un système racinaire atrophié

(fig. 62b). Ce résultat a été rapporté par AMMAR et al. (1983) et YAKOUB-BOUGDAL,

(1987) sur la variété Deglet Nour. Ce résultat montre que les fortes concentrations de BAP et

d’AIA associée au saccharose 50 g.l-1 s’opposent à l’élongation des racines. Selon JAY-

ALLEMAND et CORNU (1986), différents mécanismes peuvent être impliqués : l’absorption

ou le transport d’éléments minéraux ou de régulateur de croissance peuvent ne pas avoir lieu.

Aussi, le bourgeon peut être producteur parallèlement d’inhibiteurs de croissance, de type

hormonal ou phénolique.
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Selon SKOOG (1950) une association adénine et auxine conduit à une prolifération

anarchique intense (formation de cals). Ces derniers n’ont pas été obtenus au cours de notre

expérimentation et ce quelque soit l’auxine associée au milieu MSm1.

En dernier lieu, sous l’effet de la lumière blanche il convient de souligner qu’entre toutes

les hormones testées, seule l’ANA (0,1 mg.l-1) s’est avérée la plus satisfaisante pour l’objectif

fixé, à savoir l’obtention de plants entiers et vigoureux (8,37  0,96) (Annexe 18) (59a et

62a). Ce qui contredit les résultats de GAUTHERET (1959) et HELLER (1982) pour lesquels

les monocotylédones sont à peu prés non sensibles aux auxines du fait que les tissus des

monocotylédones ne présentent pas de zones génératrices libéro-ligneuses (formations

secondaires) sur lesquelles les auxines sont très actives.

Après deux mois de culture, les résultats obtenus sous l’effet des radiations bleues ont

confirmé l’action positive d’un traitement bref en lumière bleue, sur l’aspect morphologique

des vitroplants. En outre, ils ont mis en évidence leurs effets sur l’induction de la rhizogenèse.

Ainsi les résultats obtenus se résument :

L’addition de l’ANA, l’AIA et la BAP aux deux milieux de base MSm1 et MSm2

n’améliore en aucun cas ni le pourcentage de production en plants entiers, ni le taux de survie.

Le taux le plus bas est enregistré en présence d’ANA (1 mg.l-1) (50 %) sur le milieu MSm1.

Cependant les embryons développés avec les radiations bleues, présentent toujours une bonne

vigueur, avec des racines épaisses a feuilles juvéniles plus longues (71a et 74a).

L’action des radiations bleues sur la rhizogenèse du palmier dattier n’a pas encore été

signalée. Cependant au cours de notre expérimentation, l’exposition à un bref traitement en

lumière bleue induit, d’une part, la néoformation de racines courtes (fig. 68b), sur des

embryons cultivés sur MSm2 additionné de BAP (10 mg.l-1) à 50 g/l de saccharose, qui sous la

lumière blanche, présentaient des plantes à racines atrophiés. De l’autre, la néoformation de

racines longues sur lesquelles se sont développée des racines latérales (fig. 74b), sur les

embryons cultivés sur MSm2 additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) à 50 g.l-1 de saccharose (fig. 74b),

ou les mêmes résultats avec la BAP à 10 mg.l-1 ont été rapportés. Dans ce cas la lumière

pourrait agir en modifiant la balance entre les auxines et les cytokinine endogène des

embryons (CALERO, 1990).

Par ailleurs, un traitement bref en lumière bleue stimule plus particulièrement la formation de

racines sur la gaine cotylédonaire sur MSm1 et MSm2 additionné de saccharose à 30 ou à

50 g.l-1 et ce quelque soit le type d’hormone associée (auxine ou cytokinine) (fig. 75), ce qui

souligne l’aptitude de la gaine cotylédonaire à former des racines.

La formation de racines sur la gaine cotylédonaire des plantules ne permet pas d’une

façon générale leur développement ultérieur en plantes. La majorité des plantules ont en effet,

développé que des racines, qui peuvent êtres atrophiées (fig. 75b2 et c3) ou longues (fig. 75 c4)

Cela a réduit considérablement les pourcentages de régénération, ce qui explique les faibles

pourcentages de reprise.
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Figure 75 : Formation de racines sur la gaine cotylédonaire sur les milieux MSm1 et MSm2 additionnés de 30 g.l-1

ou 50 g.l-1 de saccharose, sous la lumière bleue :
1- Milieu sans hormones.
2- BAP à 0,1 et 10 mg.l-1 ; a : formation de racines épaisses (à 1 semaine de culture) ; b : les racines

plongent dans le milieu, ce qui ralentit ou inhibe le développement de la plantule (à 3 semaines de
culture).

3- ANA à 1 mg.l-1 ; a : formation de racines fines (à 1 semaine de culture) ; b : orientation des racines
vers le milieu (après 2 semaines de culture) ; c : développement intense de racines (à 6 semaines de
culture)

4- AIA à 0,1 mg.l-1 ; a : racine secondaire (à 4 semaines de culture) ; b : développement intense de
racines sur la gaine et allongement du pétiole cotylédonaire (Pc) (à 6 semaines de culture) ; c : plante
à 8 semaines de culture constituée de racines seulement.

5- Observation des stades de développement de la racine sur la gaine cotylédonaire (racine secondaire
obtenue en présence d’AIA (0,1 mg.l-1)). (la racine se forme après 1 semaine de culture)
a : racine ovoïde ; b : allongement de la racine ; c : racine structurée.
(G x 20)

(Les flèches indiquent l’emplacement des racines sur les gaines cotylédonaires).
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3.5.3- Action des Combinaisons hormonales à base d’auxine et de cytokinine sur

l’évolution des plantules en culture in vitro

3.5.3.1- Influence de la lumière blanche

3.5.3.1.1- Milieu MSm1

Au cours de cette étape, nous avons mis en culture des embryons sur le milieu MSm1,

additionné de deux balances hormonales ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) avec 30 g.l-1 de

saccharose et la condition AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) avec 50 g.l-1 de saccharose. Les

figures 76 et 77 donnent les résultats obtenus après deux mois de culture.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1, nous avons 8,33 % de contaminations et 4,16 % de nécroses.

- à 50g.l-1, nous avons12, 5 % de contaminations et 8,33 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

A la 8éme semaine de culture,

- à 30 g.l-1, le pourcentage de plants présentant une racine uniquement est de 4,16 %, alors que

le pourcentage de régénération de plantes entières est de 83,33 % (fig. 78a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de plants avec racines seulement est de 8,33 %, le pourcentage de

plants avec feuilles uniquement est de 4,16 %. Le pourcentage de plantules ayant développé

des plants entiers, avec des racines atrophiées, est de 66,66 % (fig. 78b).
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Figure 76 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné d’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) en

fonction du temps.
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Figure 77 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) en

fonction du temps.
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Figure 78 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière blanche

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1)

+ BAP (0,1 mg.l-1) ; plantules ayant développé une racine principale avec une feuille

juvénile.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1)

+ BAP (10 mg.l-1) ; plantes à partie caulinaire très développée et à système racinaire

réduit.

a b
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3.5.3.1.2- Milieu MSm2

Au cours de cette étape, nous avons mis en culture des embryons sur MSm2, additionné de

deux balances hormonales : ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) avec 30g.l-1 de saccharose et

la condition AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) à 50 g.l-1 de saccharose. Les figures 79 et 80

donnent les résultats obtenus après deux mois de culture.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1, nous avons 8,33 % de contaminations et 4,16 de nécroses.

- à 50 g.l-1, nous avons 8,33 % contaminations et 8,33 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Après deux mois de culture ;

- à 30 g.l-1, le pourcentage plantes présentant une racine seule, est de 4,16 %, alors que le

pourcentage de plantules ayant régénéré une jeune plante est de 83,33 % (fig. 81a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de plants avec des feuilles seulement est de 50 %. Le pourcentage

de régénération est de 33,33 % (fig. 81b), les jeunes plantes présentent des racines atrophiées.
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Figure 79 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné d’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) en

fonction du temps.
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Figure 80 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné d’AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (1 mg.l-1) en

fonction du temps.
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Figure 81 : Plantes du palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière blanche

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1)

+ BAP (0,1 mg.l-1) ; les plantes sont bien développées avec des racines épaisses.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1)

+ BAP (10 mg.l-1). Plantes constituées de feuilles juvéniles bien étalées et des racines

réduites.

a b
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3.5.3.2- Influence de la lumière bleue

3.5.3.2.1- Milieu MSm1

Au cours de cette étape, nous avons mis en culture des embryons sur MSm1, additionné de

deux balances hormonales : ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) à 30 g.l-1 de saccharose et la

condition AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) à 50 g.l-1 de saccharose. Les figures 82 et 83

résument les résultats obtenus après deux mois de culture.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1, nous avons 8,33 % de contaminations et 4,16 de nécroses.

- à 50 g.l-1/l, nous avons 16,66 % de contaminations et 12,5 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

A la 8éme semaine de culture ;

- à 30 g.l-1, le pourcentage de plantules ayant donné naissance à des racines seulement est de

12,5 %. Le pourcentage de plants avec des feuilles seulement est de 4,16 %. Le taux de

régénération de plants entiers est de 70,83 %, les plants sont chétifs (fig. 84a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de régénération de plants entiers est de 70,83 %, la partie caulinaire

est réduite avec l’apparition de racines courtes (fig. 84b).
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Figure 82 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné d’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) en

fonction du temps.
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Figure 83 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm1 à 50 g.l-1 de saccharose,

additionné d’AIA (1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) en

fonction du temps.
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Figure 84 : Plantes de palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm1 sous la lumière bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 mg.l-1)

+ BAP (0,1 mg.l-1) ; les plantes sont de taille moyenne avec des racines courtes.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1)

+ BAP (10 mg.l-1) ; les plantes ont une taille réduite avec la néoformation de racines

courtes.

a b
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3.5.3.2.2- Milieu MSm2

Au cours de cette étape, nous avons mis en culture des embryons sur MSm2, additionné de

deux combinaisons hormonales : ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) à 30 g.l-1 de saccharose

et la condition AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) à 50 g.l-1 de saccharose. Les figures 85 et

86 résument les résultats obtenus après deux mois de culture.

Pour 24 échantillons :

- à 30 g.l-1, nous avons 20,83 % de contaminations et 4,16 de nécroses.

- à 50g.l-1, nous avons 16,66 % contaminations et 12,5 % de nécroses.

Les observations faites sur les embryons sont les suivantes :

Après deux mois de culture ;

- à 30 g.l-1, le pourcentage de plants présentant seulement des racines est de 12,5 %, et le

pourcentage de plants présentant seulement des feuilles est de 4,16 %, alors que le

pourcentage de plantes avec des feuilles et des racines est de 58,33 %, on note un

développement homogène de la partie caulinaire et de la partie racinaire (fig. 87a).

- à 50 g.l-1, le pourcentage de plants présentant des feuilles seulement est de 16,66 %, alors

que le pourcentage de plantes ayant des feuilles et des racines est de 54,16 %. Les plumules

sont de grande taille, nous notons l’induction de racines courtes (fig. 87b).
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Figure 85 : Développement des embryons sur le

milieu de culture MSm2 à 30 g.l-1 de saccharose,

additionné d’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) en

fonction du temps.
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Figure 86 : Développement des embryons sur le milieu

de culture MSm2 à 50 g.l-1 de saccharose, additionné

d’AIA (1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1) en fonction du

temps.
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Figure 87 : Plantes de palmier dattier Cv. Tk, cultivées sur le milieu MSm2 sous la lumière bleue

a : Plantes à 8 semaines de culture à 30 g.l-1 de saccharose, additionné d’ANA (1 m g.l-1)

+ BAP (0,1 mg.l-1) ; développement équilibré de la partie caulinaire et racinaire.

b : Plantes à 8 semaines de culture à 50 g.l-1 de saccharose, additionné d’AIA (0,1 mg.l-1)

+ BAP (10 mg.l-1) ; induction de racines courtes sur des plantules ayant régénéré une

partie caulinaire, constituée de plumules avec début d’apparition de feuilles juvéniles.

a b
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Après deux mois de culture les résultats des figures (76, 77, 79, 80, 82, 83, 85 et 86)

montrent que les deux combinaisons ont permis une différenciation des embryons en plants.

La comparaison des résultats obtenus par rapport aux témoins (MSm1 et MSm2), sous

lumière blanche, montre qu’un apport de substances de croissance sous forme d’auxine-

cytokinine combinée est défavorable, d’une part, pour le taux de survie. D’autre part pour la

régénération de plantes, ainsi que dans la réduction du temps d’expression des embryons. Ce

qui d’ailleurs contredit les résultats obtenus par STITI (1992) sur la variété Takerboucht,

BARKA (2000) et BENMIHOUB (2009) sur la variété Deglet-Nour. Cela s’explique par la

position et la taille des embryons en culture. En fait, ces trois auteurs ont mis en culture des

embryons de 3 mm en position couchée (limbe cotylédonaire en contact partiel avec le milieu)

ce qui a entravé considérablement leur développement dans les milieux de base. En présence

des activateurs de croissance, ils ont enregistré une réduction du temps de réactivité des

embryons suivie d’une augmentation du pourcentage de régénération et par conséquence du

taux de survis.

Nos résultats corroborent ceux de HAMLAT (1995) sur Olea europaea var. chemlal, pour

qui les milieux les plus favorables au développement des embryons, sont les milieux de base.

De même que TABTI-CHELLI (2010), a noté l’effet positif d’un milieu constitué d’eau

gélosée pour la régénération des embryons de l’O. europaea var. chemlal, ou les pourcentages

étaient plus élevés par rapport au milieu MS (1962).

Selon MONNIER (1995), les embryons isolés se développent mieux sur des milieux de

base tel le milieu MS (1962), sans aucun apport hormonal.

Dans notre expérimentation, les milieux les plus satisfaisants sont ceux qui ont associé

1 mg.l-1 d’ANA à 0,1 mg.l-1 de BAP (83,66 % de plants sur MSm1) (fig. 78a) ; et 83,33 % de

plants sur MSm2 (fig. 81a), pour cette combinaison contrairement aux résultats de AMMAR

et BENBADIS (1977), aucune inflorescence n’a été observée sur les plantes du palmier

dattier variété Takerboucht.

L’association 0,1 mg.l-1 d’AIA à 10 mg.l-1 de BAP 66,66 % de plants obtenus (fig. 78b)

sur MSm1 et 33,33 % de plants obtenus (fig. 81b) sur MSm2 a réduit considérablement les

pourcentages de plants régénérés, néanmoins le même résultat a été signalé par YAKOUB-

BOUGDAL (1987) sur la culture d’embryons de palmier, en présence de la même

combinaison à savoir l’obtention de plants à système racinaire réduit.

En effet, une forte concentration de BAP, peut être à l’origine du faible taux de

rhizogenèse. D’après ALLEMAND (1982 in BAGHDADI, 2007) la présence d’une

cytokinine notamment la BAP à dose généralement faible, est indispensable pour le

développement des embryons de plusieurs essences ligneuses.

Nos essais effectués sur les plantules ont mis en évidence l’effet positif de la BAP à une

dose de 0,1 mg.l-1 en combinaison avec l’ANA à la dose de 1 mg.l-1 ; par rapport à

l’association BAP (10 mg.l-1) + AIA (0,1 mg.l-1) sur les deux milieux de base MSm1 et MSm2.
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Ces mêmes résultats ont été rapportés par STITI (1992), BARKA (2000) et BENMIHOUB

(2009) sur le palmier dattier.

En effet, selon RHISS (1980), la BAP donne de meilleurs résultats lorsqu’elle est utilisée

avec les auxines à faible dose.

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par HAMLAT (1995) sur les embryons

d’O. europaea L. variété Chemlal. HAMLAT (1995), a signalé que les milieux les plus

favorables à un développement précoce, sont les milieux qui contiennent tous en commun

l’ANA (0,1 mg.l-1 ou 1 mg.l-1), qu’elle soit associée ou non à une autre hormone (BAP : 0,05

ou 0,1 mg.l-1). Il a montré aussi que l’addition de la BAP (0,1 mg.l-1) en plus d’ANA

(1 mg.l-1) a un effet bénéfique sur le taux de régénération et de survie.

Contrairement à nos attentes, les résultats en lumière bleue sont peu satisfaisants, en effet,

après deux mois de culture le taux de plantules développant des plants entiers est de 70,83 %

sur MSm1 contre 50,38 % sur MSm2 avec l’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1). En présence

d’AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1), les résultats obtenus étaient pratiquement les mêmes

70,83 % sur MSm1 et 54,16 % sur MSm2.

Sous l’effet d’un bref traitement de lumière bleue il y’a eu induction de racines courtes sur

MSm2 et MSm1 en présence d’AIA (0,1 mg.l-1) + BAP (10 mg.l-1), contrairement à la lumière

blanche où les plantes étaient à système racinaire réduit, ce qui conforte nos résultats par

rapport au rôle des radiations bleues, dans la néoformation racinaire.

Une observation plus minutieuse des vitroplants cultivés sous lumière bleue et blanche

additionnée de combinaisons hormonales ; révèle que la lumière bleue a réduit

considérablement le développement des plantules par apport a ceux développés sous lumière

blanche, ceci peut être dû, soit aux combinaisons utilisées, soit au temps d’exposition à la

lumière bleue, il sera donc judicieux d’élargir la gamme des traitements utilisés.



Conclusion



CONCLUSION

112

CONCLUSION

L’obtention de jeunes pousses par culture in vitro d’embryons isolés de la variété

Takerboucht, variété résistante, est une méthode permettant de raccourcir le cycle de

reproduction sexué et d’aboutir rapidement à la multiplication végétative.

L’utilisation d’embryons zygotiques ne permet pas de réaliser une multiplication

végétative conforme et donc ne pouvant pas satisfaire la demande en vitroplants et résoudre le

problème posé par la fusariose. Elle reste malgré tout importante en fournissant des sujets

utiles dans le cas des programmes d’amélioration génétique ayant pour objectif la création de

nouvelles variétés (MONNIER, 1995).

Cependant, l’intérêt de ce travail est d’apporter une amélioration de la technique de

culture in vitro assurant l’obtention de plants viables, sains et entiers ; ainsi les résultats

obtenus sont les suivants :

La première étape : consiste en une germination in-vitro des graines de palmier dattier,

variété : Takerboucht.

La germination des graines de palmier dattier est du type tubulée remotive ;

caractéristique de la classification de tous les palmiers (GOVAERTS et DRANSFIELD,

2005) : le pétiole et la gaine cotylédonaire finissent par se nécroser lorsque leur rôle

d’intermédiaire pour l’utilisation des réserves est achevé (GATIN, 1912; TILLICH, 1995 et

2000).

La deuxième étape : concerne les tests préliminaires, à savoir l’influence de la taille, de

la position, de la suppression de l’haustorium et de la gaine cotylédonaire. Ces essais se sont

avérés plus favorables à l’obtention de plants entiers et viables.

On retient de l’étude de ces effecteurs sur la germination, que l’embryon de palmier Cv.

Takerboucht germe et se développe mieux à 5 mm et en position debout. Lorsque la position

est debout, l’organe de digestion des réserves (Lc) a plus de contact avec la solution nutritive.

Ce qui a réduit considérablement le temps de réactivité des explants et a augmenté le taux de

survie d’une façon très significative. La suppression de l’haustorium et de la gaine

cotylédonaire, n’affiche aucune différence significative. Aussi, les embryons développés sans

haustorium ont un bon aspect qualitatif et quantitatif. De plus, la suppression de l’haustorium

et de la gaine cotylédonaire réduit le brunissement et donc diminue le nombre de repiquage et

par conséquent minimise les risques de contaminations endophytiques.

La troisième étape : la culture in-vitro des embryons

Dans un premier temps, nous avons déterminé le milieu de culture le plus adéquat à la

culture des embryons.

Parmi les cinq milieux testés (MS, MSm1, MSm2, DKW et GA), les milieux MSm1 et

MSm2 se sont avérés plus favorables à l’obtention de plants entiers et viables alors que le

milieu (GA) était le moins efficace pour la variété étudiée.
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Dans un second temps, nous avons étudié l’action des radiations bleues sur la culture des

embryons, afin d’améliorer leur germination, et la synthèse de leucoanthocyanes régulés par

le cryptochrome des embryons (FURUYA et SHAFER, 1996). Cela nous a permis de

sélectionner le traitement composite : 1 semaine de lumière bleue suivi d’une exposition à la

lumière blanche.

Nous avons montré que le temps d’exposition aux radiations bleues a une action sur la

réactivité des embryons mis en culture. En effet, un traitement court en lumière bleue parait

convenir le mieux à la production de plants (action favorable sur la germination et sur le

développement de la plantule). Le traitement réduit considérablement le temps d’expression

des embryons (100 % de plants régénérés après 5 semaines de culture). Aussi, une

observation plus minutieuse des vitroplants, permet de constater que la taille et la vigueur sont

nettement meilleures. Une exposition à la lumière bleue supérieure à une semaine provoque

une embryogenèse plus faible, quelle que soit la mesure considérée.

Par ailleurs, l’analyse quantitative des leucoanthocyanes au sein des embryons en culture,

révèle la présence et la variation des concentrations en leucoanthocyanes dans les embryons,

ce qui confirme leur photosensibilité (CALERO, 1989). L’absence de différence significative

des teneurs entre le milieu MSm1 et MSm2 (sous une même condition) laisse supposer que la

synthèse des leucoanthocyanes est régie par la nature de l’éclairement (WINKEL-SHIRLEY,

2002).

Les résultats montrent aussi que deux phases se succèdent durant la mise en culture. Ces

phases se distinguent à la fois par la sensibilité à la lumière (mesurée par la teneur en

leucoanthocyanes sous différentes radiations) et par le temps de réactivité et de l’exaltation

morphogène des embryons.

Durant la première semaine de culture, le cryptochrome est actif (les radiations bleues

sont plus actives sur la synthèse de leucoanthocyanes par rapport à la lumière blanche), est le

taux de réactivité est important ;

Après la deuxième semaine, l’activité des différents photorécepteurs change

progressivement, ainsi les teneurs diminuent sensiblement sous les radions bleues. Alors

qu’en lumière blanche les concentrations augmentent progressivement, ce qui provoque de

plus forte synthèse (22,04 mg.g-1 pour MSm1 et 19,03 mg.g-1 pour MSm2). Parallèlement,

durant la deuxième semaine, la réactivité est corrélée négativement à la teneur en

leucoanthocyanes sous la lumière bleue.

Il y a donc un seuil, pour lequel il existe une symétrie entre l’évolution de la sensibilité à

la lumière et celle du temps de réactivité et de l’exaltation morphogène des embryons chez le

palmier dattier var. Takerboucht.

La dernière étape : la culture des plantules sur milieu MSm1 et MSm2 en présence de

substances de croissance, utilisée individuellement ou en couple auxine-cytokinine, sous
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l’influence d’un traitement composite (bleu/blanc) et d’un témoin à la lumière blanche et de

deux concentrations en saccharose nous a permis de constater que :

Les résultats des cultures dépendent essentiellement de la nature de la lumière et de la

concentration du saccharose. En effet, la culture des embryons montre que les potentialités de

prolifération ne répondent pas de la même façon vis-à-vis de la lumière, à la même

concentration de saccharose. Ainsi sur milieux MSm1 et MSm2 additionnés à 30 g.l-1 de

saccharose, nous avons obtenu un taux élevé de caulogénèse et de rhizogenèse (plants

régénérés : 100 % sur MSm1 respectivement en lumière bleue et blanche et 95,83% et

91,66 % sur MSm2 respectivement en lumière bleue et blanche, alors qu’à 50 g.l-1 de

saccharose, le temps et le taux de réactivité sont plus faibles : 87,5 % et 83,33 % sur MSm1

respectivement en lumière bleue et blanche et 79,16 % et 83,33 % sur MSm2 respectivement

en lumière bleue et blanche. L’effet d’un bref traitement en lumière bleue, dans le processus

de germination des embryons de palmier dattier var. Takerboucht permet de réduire le temps

de réactivité des embryons (apparition de 25 % de racines après 1 semaine de culture).

De toutes les hormones testées AIA, BAP, seule l’ANA (1 mg.l-1) parait convenir mieux à

la production de plants.

L’AIA 0,1 mg.l-1 additionnée de 50 mg.l-1 sur MSm2, a manifesté un pouvoir caulogène,

présentant ainsi le même comportement que la BAP à 10 mg.l-1, à savoir des plants à système

racinaire très réduit (sous lumière blanche).

L’effet des radiations bleues a manifesté un pouvoir rhizogène. En effet, un traitement

bref en lumière bleue a induit d’une part : la néoformation de racines (racines courtes) sur des

plantules cultivées sur MSm2 additionnées de BAP (10 mg.l-1) et/ ou la néoformation de

racines longues, sur lesquelles se sont développées des racines latérales en présence d’AIA

(0,1 mg.l-1). D’autre part, ils ont stimulé plus particulièrement la formation de racines, sur la

gaine cotylédonaire, indifféremment sur MSm1 et MSm2 et ce quelque soit l’hormone associée

(auxine ou cytokinine) et la concentration appliquée. Cela souligne l’aptitude de la gaine

cotylédonaire à former des racines. Ces observations supposent que la gaine cotylédonaire

manifeste une bonne réactivité rhizogène (des observations similaires ont été rapportées par

AMMAR et al. (1983) et STITI (1992) sur la culture d’embryons du palmier dattier Phoenix

dactylifera L. sous l’action de l’auxine seule).

Concernant l’effet des combinaisons à base d’auxine-cytokinine, sur le comportement des

plantules en culture, soumises à la lumière blanche, l’ANA (1 mg.l-1) + BAP (0,1 mg.l-1) est

favorable à la production de plants, en culture sur MSm1 (83,66) et MSm2 (83,33) ;

contrairement à l’AIA 0,1 mg.l-1 + BAP 10 mg.l-1 où les plantes présentaient un pouvoir

caulogène.

De même, les résultats sous l’effet d’un bref traitement en lumière bleue, n’ont pas été

satisfaisants pour l’objectif fixé. Nous avons enregistré des taux de régénérations faibles et

identiques, sur un même milieu pour les deux combinaisons. Sous l’effet d’un traitement
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composite (bleue/blanche), une néoformation de racines est observée sur des plantules

cultivées sur MSm1 et MSm2, additionnées d’AIA 0,1 mg.l-1 + BAP 10 mg.l-1.

Ainsi, il se dégage de la plupart de nos observations que les milieux riches en cytokinines

favorisent la formation de bourgeons, alors que les milieux auxiniques donnent des

pourcentages élevés en racines.

Aussi, ces résultats montrent que pour parfaire la culture de plantules, en absence

d’albumen il faut additionner aux substances minérales, des substances organiques agissant à

de faibles doses et permettant l’accélération de la germination de l’organe et donc

l’orientation de son évolution vers l’objectif voulu.

L’effet d’un éclairement bref en lumière bleue est favorable au développement des

embryons (temps moyen de germination réduit et plants vigoureux). De plus, ils stimule la

rhizogenèse et favorise la reconstitution de plantes entières sur des embryons excisés de

palmier dattier Cv. Takerboucht.
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Annexe 1 : Milieux de cultures (composition en mg.l-1)

MURASHIGE et
SKOOG MS
(1962)

MURASHIGE et
SKOOG modifié
MSm1

MURASHIGE et
SKOOG modifié
MSm2

DRIVERS et
KENWOUKI
(1984)

GAMBORG
et al. (1968)

Macro éléments

- NH4 NO3

- KNO3

- CaCl2, 2H2O

- Mg SO4, 7H2O

- KH2 PO4

- NaH2PO4, H2O

- Ca(NO3)2, 4H2O

- K2SO4

1650
1900
440
730
170
--
--
--

1650
1900
440
730
170
--
--
--

1650
1900
440
730
170
--
--
--

1418,8
---
147,6
740
258,4
--
1963,7
1560

--
2500
150
250
--
150
--
--

Micro éléments

- H3BO3

- MnSO4, 4H2O

- ZnSO4, 7H2O

- KI

- Na2Mo O4, 2H2O

- CuSO4, 7H2O

- CoCl2, 6H2O

6,2
22,3
8,6
0,83
0,025
0,025
0,025

6,2
22,3
8,6
0,83
0,025
0,025
0,025

6,2
22,3
8,6
0,83
0,025
0,025
0,025

6,2
22,3
8,6
0,83
0,025
0,025
0,025

--
10
2
3
0,25
0,025
0,025

Solution de fer chélate
- Na2EDTA
- FeSO4, 7H2O

37,25
27,85

37,25
27,85

40, 50
27,85

37,2
27,9

14,9
11,1

Addenda
- Glycine
- Inositol
- Thiamine
- Pyridoxine
- Acide Nicotique
- Glutamine
- Adénine
- Biotine

2
100
0,1
0,5
0,5
200
--
--

2
100
0,1
0,5
0,5
200
30
0,01

0,5
100
0,1
0,5
0,5
200
--
--

2
100
0,1
0,5
0,5
200
--
--

--
100
10
1
1
--
--
1

Sucre commercial 30 g.l-1 30 et 50 g.l-1 30 et 50 g.l-1 30 g.l-1 30 g.l-1

pH 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7

Agar 7 g.l-1 7 g.l-1 7 g.l-1 7 g.l-1 7 g.l-1

Annexe 2 : Effet de l’agent désinfectant sur la germination des graines du palmier dattier cv.

Takerboucht (Résultats de l’analyse de la variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 647,402 8 80,925

VAR. Stérilisant 532,241 2 266,12 13,865 0,00622

VAR. Résiduelle 115,162 6 19,194
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Annexe 3 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS concernant l’effet du stérilisant sur la

réactivité des embryons de palmier dattier cv. Takerboucht.

Facteurs Types Moyennes Ecart-types Groupes homogènes

NaClO 93,75  1,09 A

HgCl2 83,33  6,07 BStérilisants

Ca (ClO)2 74,95  4,41 B

Annexe 4 : Moyenne des contaminations, nécroses et taux de survies cumulés, en fonction du

temps, des embryons de palmier dattier Cv. TK obtenus pour un test de germination portant

sur 96 graines.

Annexe 5 : Effet de la taille sur la production de plants entiers chez la variété Takerboucht

(Résultats de l’analyse de la variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 1779,667 3 593,223

VAR. Taille 1709,822 1 1709,822 48,961 0,01638

VAR. Résiduelle 69,845 2 34,922

Durée de latence
de chaque graine
(en jours)

Moyenne de graines
germées

Moyenne de graines
contaminées

Moyenne de graines
nécrosées

NaClO Ca (ClO)2) HgCl2 NaClO Ca (ClO)2) HgCl2 NaClO Ca (ClO)2) HgCl2

3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

1
4,75
9,75
14,5
17,75
21,5
22,5

1
3,33
5
7
10,33
11,66
13,99
15,66
16,66
17,66
17,99

0,5
1
3
5,75
7
8
9,5
11,5
14,25
15,5
18,25
19
20

0,25
0,5

1,67
2,34

3,01
3,34
3,67

0,5

1

2,25

2,5

0,25
0,5
1

0,67
2,34

0,5

1
1,25

1,5

Totale 24 24 24
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Annexe 6 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS concernant l’effet de la taille sur la

régénération de plants entiers de palmier dattier cv. Takerboucht

Facteurs Types Moyennes Ecart-types Groupes homogènes

cinq mm 54  6,15 A
Taille

trois mm 12,65  5,65 B

Annexe 7 : Effet de la position sur la production de plants entiers chez la variété Takerboucht

(Résultats de l’analyse de la variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 1153 3 384,333

VAR. Position 1089 1 1089 34,031 0,02471

VAR. Résiduelle 64 2 32

Annexe 8 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS concernant l’effet de la position sur la

régénération de plants entiers de palmier dattier cv. Takerboucht

Facteurs Types Moyennes Ecart-types Groupes homogènes

debout 54  5,657 A
Position

à plat 21  5,657 B

Annexe 9 : Effet de la suppression de l’haustorium et de la gaine cotylédonaire sur le

développement et la viabilité des plantules de palmier dattier var. Takerboucht (Résultats de

l’analyse de la variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 1226,833 5 245,367

VAR. Facteur 1 104,167 1 104,167 0,371 0,57839

VAR. Résiduelle 1122,667 4 280,667

Annexe 10 : Effet du milieu sur la production de plants entiers chez la variété Takerboucht

(Résultats de l’analyse de la variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 6894,1 9 766,011

VAR. Milieu 6364,6 4 1591,15 15,025 0,00666

VAR. Résiduelle 529,5 5 105,9
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Annexe 11 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS concernant l’effet du milieu sur la

régénération de plants entiers de palmier dattier cv. Takerboucht

Facteurs Types Moyennes Ecart-types Groupes homogènes

MSm1 100  0 A

MSm2 91,5  12,021 A

Milieu MS 54  5,657 B

Milieu DKW 45,5  17,678 B

Milieu

Milieu Gamborg 37,5  6,364 B

Annexe 12 : Effet de la lumière sur le développement des plantules du palmier dattier chez la

variété Takerboucht (Résultats de l’analyse de la variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 10334,81 9 688,987

VAR. Lumière 1973,581 1 1973,581 10,435 0,01189

VAR. Résiduelle 1 1513,045 8 189,131

Annexe 13 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS concernant l’effet de la lumière sur la

régénération de plants entiers de palmier dattier cv. Takerboucht

Facteurs Types Moyennes Ecart-types

Groupes

homogènes

quatre semaines de blanc 91,75  6,94 A

une semaine de bleue/trois semaines de blanche 65  20,551 A B

quatre semaines de bleue 64,57  5,802 A B

deux semaines de bleue/ deux semaines de lumière blanche 44,25  0,408 B

Lumière

trois bleue/un blanc 42  3,64 B
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Annexe 14 : Effet de la lumière, du milieu en fonction temps sur la teneur moyenne en

leucoanthocyanes synthétisés dans les embryons mis en culture selon les radiations (blanche

et bleue) et les milieux de culture (MSm1 et MSm2). (Résultats de l’analyse de la variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 920,983 47 19,595

VAR. Lumières 7,084 1 7,084 0,579 0,45824

VAR. Milieux 0,456 1 0,456 0,037 0,84242

VAR. Temps 214,777 3 71,572 5,853 0,00273

VAR. Lumières * Milieux 1,635 1 1,635 0,134 0,71744

VAR. Lumières * Temps 238,166 3 97,389 6,49 0,00156

VAR. Milieux * Temps 23,865 3 7,955 0,65 0,59206

VAR. Lumières * Milieux* Temps 43,552 3 14,517 1,187 0,33051

VAR. Résiduelle 1 391,447 32 12,233

Annexe 15 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS concernant l’effet de l’interaction

Lumières * Temps sur la teneur moyenne en leucoanthocyanes synthétisés dans les embryons

mis en culture.

Facteurs Types Moyennes Ecart-types Groupes homogènes

Blanche 4em semaine 16,98  5,93 A

Bleue 2em semaine 13,722  3,51 A B

Bleue 3em semaine 13,582  2,40 A B

Bleue 4em semaine 11,427  2,37 B

Blanche 3em semaine 9,565  3,05 B

Blanche 1er semaine 8,852  2,25 B

Blanche 2em semaine 7,942  1,01 B

Lumières *

Temps

Bleue 1er semaine 7,682  1,96 C

Annexe 16 : Effet de la concentration de saccharose et de la lumière sur le développement des

plantules du palmier dattier chez la variété Takerboucht (Résultats de l’analyse de la

variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 25,875 7 3,696

VAR. Lumière 4,125 1 0,125 0,03 0,8699

VAR. Saccharose 3,125 1 3,125 0,758 0,43621

VAR. Lumière*Saccharose 6,125 1 6,125 1,485 0,2904

VAR. Résiduelle 1 16,5 4 4,125
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Annexe 17 : Effet de la lumière, des milieux et des hormones sur le développement des

plantules du palmier dattier chez la variété Takerboucht (Résultats de l’analyse de la

variance).

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA

VAR. Totale 235,438 63 3,737

VAR. Lumières 6,25 1 6,25 4,651 0,03671

VAR. Milieux 12,25 1 12,25 9,116 0,00493

VAR. Hormones 109,938 7 15,705 11,688 0

VAR. Lumières * Milieux 0,562 1 0,562 0,419 0,52928

VAR. Lumières * Hormones 27,25 7 3,893 2,897 0,01834

VAR. Milieux * Hormones 22,75 7 3,25 2,419 0,04148

VAR. Lumières * Milieux* Hormones 13,438 7 1,92 1,429 0,22792

VAR. Résiduelle 1 43 32 1,344

Annexe 18 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS concernant l’effet des hormones sur la

régénération de plants entiers de palmier dattier cv. Takerboucht.

Facteurs Types Moyennes Ecart-types Groupes homogènes

sans hormone (30 g.l-1) 11,625  0,59 A

sans hormone (50 g.l-1) 10  1,13 B

BAP (10 mg.l-1) + 50 g.l-1 9,375  0,70 B

BAP (0,1 mg.l-1) + 30 g.l-1 9,25  0,37 B

BAP + ANA (0,1 + 1 mg.l-1) + 30 g.l-1 8,875  0,59 B

AIA (0,1 mg.l-1) + 50 g.l-1 8,5  0,84 B

ANA (1 mg.l-1) + 30 g.l-1 8,375  096 B

Hormones

BAP + AIA (10 + 0,1 mg.l-1) + 50 g.l-1 6,75  1.36 C


