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Jnntroduction

Le pamier dattier constitue I'édément fondamental de I'écosysteme oasien. Il joue un réle
primordial sur le plan économique gréce a la production de la datte et des sous-produits
(pétes, faring, vinaigre,...). Ces derniers représentent la base de I'alimentation humaine et
animale des régions sahariennes, Garomouche et Boutali, 2009. L'Algérie est un pays
phoenicicole classé au sixieme rang mondial et au premier rang dans le Maghreb pour ses
grandes étendues de cultures avec 160 000 ha et sa production annuelle moyenne de dattes de
500 000 tonnes, Benkhalifa et al., 2008.

L’ exploitation du palmier dattier est une source majeure de revenus financiers notables
pour les habitants des oasis. Le fruit peut étre utilisé comme élément principal frais, stocké
apres séchage au soleil puis consommeé durant toute |’ année, ou encore transformeé en sirop,
Siboukeur et al., 2009, en vin ou en vinaigre, Benamara et a., 2009.Dans les pays ou la
phoeniciculture est installée, la multiplication de cette espéce se fait principalement a partir
desrgiets, Munier, 1973 ; Belguedj, 2002 ; Zaid, 2002, mais qui reste une méthode lente et ne
répond pas a la demande accrue pour repeupler, rénover et créer des palmeraies, car la
production naturelle de rejets pour un palmier ne dépasse guere 20 a 40 rejets durant toute sa
vie, Djerbi., 1991.Cette méthode traditionnelle reste donc limitée en raison du nombre
restreint de rejets produits et ne peut répondre par consequent aux besoins importants exigés

pour I’extension des palmeraies, Benmihoub, 2008.

Ainsi, des recherches qui visent la maitrise des processus morphogénétiques chez le dattier
par le biais des techniques de culture in vitro peuvent contribuer a résoudre ce probleme.
L'embryogenese somatique a suscité de l'intérét, Tisserat et Demason, 1980 ; Daguin et
Letouzé, 1988. Les techniques de la culture in-vitro permettent |’ obtention rapide d’ un grand

nombre de plants, génétiguement conformes et indemnes de maladies.
La méme éude a été réalisee sur I'Oleaeuropea var. Chemlal, collaboration du
P'Y akoub-Bougdal avec le labo de Paris V1, depuis 2009.

Ainsi notre objectif est de voir s le développement caulogéne a partir des explants

racinaires d’une monocotylédone est similaire ala dicotylédone.



Lemémoire est auss structuré en deux parties. La premiere partie de ce travail est
constituée de deux chapitres, une analyse bibliographique de I’ espece, des travaux liés a la

culturein-vitro.

Dans la deuxieme partie, nous présenterons le matériel végétal et les méthodes utilisées

dans notre expérimentation.
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Chapitrel Le Palmier dattier Données bibliographiques

Présentation de |’ espéce :

Le Palmier dattier est une monocotylédone, dioique, pérenne, a croissance lente. Il comporte des
pieds maes (dokkar/amersid) et des pieds femelles (nakhlaltazdait), Bekkaye, 2006. Il se
multiplie aussi bien par semis de graines (noyaux) que par plantation de rejets, Munier, 1973,
Ben Abdallah 1990 ; Zaidi ,2002.

Ses caractéristiques dépendent du milieu, de I’ &ge et des conditions culturales, Dawson et
Aten, 1963; Munier, 1973 et Bouguedoura, 1991. Il peut atteindre 30 m de haut,
Bouguedoura, 2011.

2. Origine:

Le pamier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une plante fruitiere anciennement
cultivée par I’'homme, Battesti, 2004.

Le pamier dattier a une origine ancienne. 1l est connu depuis I’ antiquité : considéré
par les égyptiens comme un symbole de fertilité, il est représenté par les carthaginois sur les
pieces de monnaies et monuments, et utilisé par les grecs et latins comme ornements lors de
cél ébrations triomphal es,Benoit, 2003 ; Ouennoughi, 2005.

Selon Barrow, 1998 et Dransfield et a., 2008, le genre Phoenix dactylifera est

vraisemblablement originaire d’ Europe et d’ Asie occidentale.

Le palmier dattier est connu depuis |’ Antiquité; il ya 6000 ans. En 1998, d’ apres Barrow
on ne possedait aucune information sur I’ existence de la forme sauvage de ce dernier, mais
récemment, la génétique a démontré que le dattier a été domestiqué a partir de Phoenix
dactylifera sauvage, Pintaud et al.2010.

La diversité morphologique a été appréhendée par le biais d’ une étude morphométrique qui a
égaement permis didentifier les morphotypes anciens grace a I'éude de restes

archéologiques, Terrd et a., 2012.

La multiplication du Dattier était connue des Assyriens et des Chaldéens qui savaient

détruire les pieds méles d'une oasis afin d'affamer leur ennemi, Anonyme, 2013.
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3. Taxonomie:

Le Palmier dattier, dénommé Phoenix dactylifera L, par Linné en 1753, Munier, 1973,
ou Phoenix (arbres des Phéniciens) nom du dattier chez les Grecs, « dactylifera» vient du
latin « dactylus » dérivant du Grecs « daktulos », qui signifie doigt, Munier, 1973.

Selon les travaux les plus récents le genre Phoenix appartenant a la famille des

Phoeniceae, et comporte 14 especes, Pintaud et a., 2011.
4. Classification :

La classification de Cronquist, 1981 est basée sur des critéres de ressemblances
morphologiques, anatomiques et chimiques et permet de réunir dans des groupes communs

les végétaux qui présentent un nombre élevé de ressemblances.

Elle a permis d'établir, pour le dattier, I’ordre hiérarchique suivant (Tab. I). la
classification phylogénétiqgue ou APG (Angiosperm Phylogeny Group), fondée sur des
criteres moléculaires permet d établir I’ enchainement entre les groupes les plus primitifs aux
plus évolués.. Elle est basée essentidlement sur I'analyse des séquences de geénes
chloroplastiques (APG I, 1998 et APG I11, 2009 : modification de APG 11, 2003) qui respecte
I’ ordre établi précédemment (Tab. I)

Tableau 1 : Classification du Palmier dattier d' aprés Munier (1973), Cronquist (1981) et
I’APG 111 (2009), est comme suit :

e C(Classification de Munier

Salon Munier ,1973, laclassification du Palmier dattier est

Embranchement ......................coeeeiiiiii e e eenen. Phanérogames.
SouUS-eMbranChemMENt...........vvvie e e aaas Angiospermes.
ClaSSe ..t e et i el MlONOCOLYIE€DONES.
0 Phoenocoides.
Famille ... ..o Arecaceae.

Sousfamille....... ..o Coryphoideae.



Chapitrel Le Palmier dattier Données bibliographiques

(1 o[ (=TT Phoenix.

Bt .. i ——————— Phoenix dactylifera L.

¢ Classification de Cronquist
Selon Cronquist, 1981, laclassification du Palmier dattier est

REONE ..o Plantae.
011 1o 1= Tracheobionta.
DIVISION ..o e e e e e Magnoliophyta,
L1 = 5 liliopsida
SOUS-CIBSSE. .. ..ttt e e e e e Arecidae.
OO, .. e Arecales.
Famille... ... Arecacese.
Sousfamille...... oo Coryphoideae.
GENME .. Phoenix.

S 7 o= Phoenix dactylifera L.

e Classification phylogénéque
Laclassification APG 111, 200 9 est
REONE ..o Plantae.
Clade ..o e TTEChEODIONEAL
Clade ... e i Magnoliophytal
L1 =0 P B [ [0 o' [o 7=

ClaB .o e e e e Arecidae.
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Clade ... e e ATECELES,

Clade ..o e e e COmMEinidees.
Clade ... i i e, CoOryphoideae.

GBI e e Phoenix.

S0 =0 Phoenix dactylifera L.

6. Morphologie:
Le Pamier Dattier est une plante monocotylédone a croissance apicale dominante. Le
diamétre du tronc de |'arbre demeure généralement stable sous les mémes conditions a partir

del’&ge adulte.
C'est un grand pamier de 20 a 30 m de haut, au tronc cylindrique (stipe), portant une

couronne de feuilles, les feuilles sont pennées divisées et longues de 4 a7 m. L'espéce est

dioique et porte des inflorescences méles ou femelles, les fleurs femelles aux trois carpelles
sont indépendantes, dont une seule se développe pour former la datte [le fruit], Kadi, Hanifi,
2005. Fig. 1 Munier .1973.
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Figure 01: Schéma du palmier dattier, Munier, 1973.
On distingu

» unsystémeracinare

» un organe végétatif composé du tronc et de feuilles
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» un organe reproductif composeé d'inflorescences méales ou femelles, INRA, 2003.

6.1. Systemeracinaire:

Selon Bouguedoura, 1991, le systeme racinaire principal est fasciculaire; il comporte
desracines d’'ordre I, I et 111. Ces racines présentent un géotropisme négatif et remontent en
surface. 1l est formé de plusieurs types de racines ; les racines de premier ordre émettent tres
tot des racines de deuxiéme ordre, qui émettent a leur tour des racines de troisieme ordre et

ains de suite, Djerbi, 1994. Larépartition et |la morphologie sont comme suit :

= Lesracinesde premier ordre:

Sont sensiblement cylindriques sur toute leur longueur, leur extrémité conique ne
présente jamais de poils absorbants ; elles prennent toutes naissance a la base du stipe, leur
longueur est en moyenne de quatre métres, mais peut atteindre dix métres. Leur diamétre
varie entre 7et 12.5 mm, il est en moyenne de 9.5 mm. Ces racines forment un tapis qui
couvre de grandes superficies, Djerbi, 1994. Elles permettent les échanges gazeux avec I'air

atmospheérique grace ala présence de nombreux méats aériféres, Fig.2. Zaid, 2001.

» Lesracines secondaires:
Apparaissent sur laracine principale qui se développe directement a partir du MAR.
Ces racines produisent des racines latérales de méme type avec approximativement le méme
diameétre sur toute leur longueur, Munier, 1973 et Oihabi, 1991.
Le systéme racinaire du pamier est dense, formé de plusieurs types de racines dont le
diamétre ne dépasse pas 1,5 cm et qui émergent partiellement au dessus du niveau du sol a
une hauteur alant jusgu'da 50 cm de la base du tronc. Ces racines, dépourvues de poils
absorbants, sont structuréesainsi:
D’abord les racines du premier ordre (auxirhyzes), qui émettent des racines du deuxieme
ordre (mésorhyses), donnant naissance a leur tour a des racines de troisieme ordre
(brachyrhyzes), INRA, 2003.

Il est possible de distinguer trois types de racines, Zaid, 2001 :
e Les racines respiratoires. localisées a moins de 0,25 m de profondeur qui peuvent
eémerger sur le sol.

e Lesracines de nutrition, allant de 0,30 a 0,40 m de profondeur.
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e Lesracines d absorption. qui peuvent rejoindre le niveau phréatique a une profondeur
variant d'un métrea 1,8 m.

Stipe

A

Profil d’enracinement

R.r.: Racines respiratoires

R.n.: Racines de nutrition

R.a.: Racines d absorption

H.r.: Hauteur des racines aériennes
P.r.: Profondeur racinaire

Figure 02 : Représentation schématique d’ une partie sousterraine d'un
palmier dattier. Zaid, 2001

Les jeunes plantes montrent une racine principale et des racines secondaires Fig.3 Y akoub-
Bougdal, 1984 ; et desracinestertiaires Fig.4 , Jrad, 2012.
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Figure 03 : Jeune plante de Phoenixvar Deglet-Nour &gée de deux mois, Y akoub-
Bougdal, 1984

f1: 1%%eville
g:gane
0g : ouverture de lagaine

rp : racine principae
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Deuxiéme
feuille

Plumule
——————————————————————————————————— Niveau du sol
Pétiole _ Giraiie
cotylédonaire
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RII
3 DIOngueS, ]

R IT ““moyennes’” R III “’courte”

R 1T “’courtes”

Radicule

Longueur Zone Apicale
Non Ramifiée (LZANR)

Coiffe

Figure 4: Systéme racinaire du Palmier dattier, aprés 64 jours de germination, Jrad, 2012
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6.2. Appareil végétatif :
L’ appareil végétatif est compose de plusieurs parties:

6.2.1. Tronc ou stipe:

Le tronc cylindrique appelé aussi stipe ou tige, est non ramifié, lignifié et de couleur
marron brun. Le tronc est généralement, monopodique et recouvert a sa surface par la base
des palmes coupées ‘cornafs, Belguedj, 2002, peut étre persistant dans certain cas,
recouvertes a leur tour par un fibrillum * lif * qui correspond aux fibres logées entre le pétiole
et le stipe, Belguedj, 2002.

Les cicatrices de la base des feuilles restent visibles pendant des années. Quelquefois,
certains cultivars peuvent avoir une forme du tronc conique, mais jamais ramifi€. Sa hauteur

peut atteindre plus de 30 metres, Moulay, 2003.

6.2.2. Bourgeons:
A l'aisselle de chague palme, se trouve un bourgeon axillaire qui peut se développer pour
donner naissance a un regjet, a la base du stipe aérien attaché au tronc, dénommé vulgairement
“’rkeb’’ danslapartie basale de |'arbre et une inflorescence dans la partie supérieure , Moulay,
2003.

6.2.3. Feuilles:
Les feuilles sont composées pennées et longues de 4 a7 cm Fig 5, Munier, 1973. Le

pamier dattier produit trois types de feuilles au cours de savie:

» Lesfeuillesjuvéniles.
» Lesfeuilles semi-juvéniles.
» Lesfeuilles adultes ou pames in Bouguedoura, 1983.
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rachis, ou pétiole

artie

partie /"
liolée

péticlaire

intermédiaire

Figure 05 : Palme ‘feuille d’un Palmier adulte
, D’apres Munier, 1973.

6.3. Appareil de reproduction :

6.3.1. Spathes ou inflorescences :

Le Pamier dattier est une plante dioique. Les organes de reproduction sont composes
d'inflorescences méles ou femelles portées par des pieds différents. Les spathes ont des
grappes d'épis protégés par une bractée ligneuse close et fusiforme. Elles sont de couleur vert-
jaunétre et sont formées a partir de bourgeons développés a l'aisselle des pames. Moulay,
2003.

6.3.2. Fleurs:

Le dattier est une plante dioique, c'est-a-dire qu’il existe des dattiers males (Dokkar) et
des dattiers femelles (Nakhla). Seuls les dattiers femelles donnent des fruits. Par conséquent il
faut attendre lafloraison pour reconnaitre les pieds males des femelles.

Les fleurs sont unisexuées a pédoncule tres court. Elles sont de couleur ivoire, jaune-

verdétre selon le sexe et e cultivar ou lavariéte.
» Lafleur femelle est globulaire, d'un diamétre de 3 a 4 mm,; elle est constituée d'un
calice court, de trois sépales soudés et d'une corolle, formée de trois pétales ovales et

de six éamines avortées ou staminoides.
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» Lafleur male auneforme légerement allongée, Les fleurs males sont généralement, de
couleur blanche creme, a odeur caractéristique de péte de pain.
Les phénomeénes de changement de sexe chez le palmier ou de I’ existence d'inflorescences

des deux sexes alafois, sont tres rares, Moulay, 2003.

6.3.3. Fruit: « ladatte; Tmar »

Le fruit du palmier dattier est une baie appelée « Datte, Tmar en Arabe », contenant une
seule graine « noyau ». Apres fécondation, le fruit, d’ abord de couleur verte prend différentes
couleurs selon le stade de maturité, El Shahib et Marshall 2002 :

e Stade LOULOU
o StadeKHALAL
o StadeBSER

e Stade ROUTAB
e Stade TMAR

Sachant que le stade BSER et le stade TMAR sont les plus étudiés dans les différents
travaux de caractérisation car le fruit a atteint sataille et sa forme finae, IPGRI, 2005. Selon
Belguedj 2002 ; la reconnaissance et la classification des nombreuses variétés sont trés
délicates, elle est basée sur la description d’ un ensemble de caracteres, a savoir : la saveur, la
consistance, laforme, la couleur, le poids, lesdimensions, ainsi que la composition chimique
du fruit.Fig. 6 Y akoub-Bougdal 1984.

Figure 06: Coupe longitudinale du fruit : ladatte gr x |. Y akoub-Bougdal, 1984.

pe : péricarpe

me : mésocarpe

en : endocarpe

gr: graine

ca: cavité ou loge delagraine

s: sallie

cu : cupule (=périanthe) adhere souvent au fruit.
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6.3.4. Graine:

Elle est contenue dans la datte, composée d’ un albumen blanc dur et corné, protégée par
une enveloppe cellulosique, Espiard 2002. Selon, Djerbi 1994, elle constitue un sous produit
intéressant ; ¢’ est pour cette raison qu’ elle afait I’ objet de plusieurs travaux, par la mesure de
ses dimensions, par la description de sa couleur mais aussi par la surface qu’ elle présente et

qui peut étre : lisse, ridée, bosselée, striée, 1pgri, 2005.

La taille et la morphologie externe des graines de palmier dattier varient énormément
selon la variété. D’une maniere générale, ces graines ont une forme ellipsoide avec un sillon
longitudinal, Meerow, 2004. La membrane extérieure du noyau peut étre striée ou lisse, Ben
Salah et Hellali, 2003, sur laface dorsae se trouve le pore germinatif, lossi et al., 2006. A la
périphérie de la graine, I’embryon de petite taille, occupe une position latérale, son extrémité
aigue est orientée ver |’extérieur, lossi et al., 2006.Des coupes sont réalisees sur la variété
Deglet-Nour Fig. 7 Y akoub-Bougdal, 1984.

Figure 07: Coupe transversale (a) et longitudinale (b) de la graine seche (dessin Gr x
1).Y akoub —Bougdal, 1984.

Tg: tégument
Ac: Albumen
P: Plantule
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6.4. Cycle végétatif annudl :
Belguedj, 2002, montre différents stades selon la période de I’ année. (Tab. 1)

Tableau 01 : Le cycle végétatif annuel du palmier dattier, Belguedj, 2002.

Stade et période

Apparition des spathes (floraison)

Croissance des spathes

Ouverture des spathes

(fécondation)

Nouaison

Croissance desfruits

Prématuration

Maturation (tmar)

Récolte

Repos vegétatif

7. Multiplication :

La multiplication par noyau (semis) ne reproduit pas fidelement la « variété » dont il est
issu. On obtient en moyenne par semis de noyaux 50% de sujets femelles, I’ hérérozygotie des
plants originaux provoque une tres forte hétérogénéité de la descendance. Cette méthode de
multiplication permettait aux phoeniculteurs d’ opérer des séections parmi les meilleurs plants
issus de noyaux et de multiplier ensuite par voie végétative. Ainsi les variétés actuelles ne sont
gue le produit de cette sélection et ne sont en fait que des phénotypes, Ben Abdallah 1990 ;
Belguedj 2002. Les différentes variétés de Palmier dattier sont résumeées dans le Tab. 2,
Benkhalifaet al., 2010.
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Tableau 02: Inventaire variétal (cultivar) dans les trois régions phoenicicoles d’ Algérie

Benkhalifaet al., 2010.

Region Nombre de cultivars | Cultivars les plus courants
Ouest
Atlas 70 Ghares, ‘ Asyan, Feggus,
Saoura 80 Feggus, Hartan, Cherka, Hmira, Deglet
Gourara 320 Tamine
Touat 190 Hmira, Tinnaser, Tagerbuch
Tidikelt 60 Tgazza, Aghamu, Tagerbuch
Tgazza, Tagerbuch, Cheddakh, Aggaz
Centre
El-Meniaa 70 Timjuhart, Ghars, Timedwel
M’ Zab 140 Azerza, Ghars, Deglet Nour, Taddela
est
Ouargla 70 Ghars, Deglet Nour, Degla Beida
Oued Righi 130 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida
Souf 70 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida, MichDegla
Zibans 140 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida, MichDegla
Autre 220 Buzrur, ‘Alig, Buhles, MichDegla
tassili 180 Tanghimen, Tabanist, Khadgji

En résumé, lamultiplication du palmier se fait donc par :
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Rejet: qui reproduit intégralement les caractéristiques du pied mere (sexe,
aptitude, qualité des fruits, ...... ) C'est la seule méthode utilise par les
phoeniciculteurs pour lareproduction du pamier dattier

Gourmand

Culture cdlulaire des tissus : face aux maladies et pour pallier aux problémes de
disparition de variété ne présentant peu ou plus de regets les techniques de
multiplication in vitro peuvent é&re un relais efficace des techniques
traditionnelles, Ben Abdallah 1990.

Il existe trois techniques pour propager du pal mier dattier, Zaid, 2001 :

» Germination des graines:

Egalement appel € la propagation sexuelle, bien utile pour des fins de reproduction, n’est

pas une bonne méthode de multiplication végétative du palmier dattier.

» Multiplication par plantation des rejets :

Des ramifications qui se développent & partir des bourgeons axillaires a la base du tronc

de la plante mére, et par conséquent les fruits seront de la méme qualité que la plante mere et

assure |’ uniformité des produits.

» Techniques de culture detissus:

La multiplication in-vitro, permet la propagation a grande échelle et la sélection des

cultivars résistants aux maladies.

Deux méthodes différentes de culture in-vitro ont été déployées pour le palmier dattier :

e Voiedel organogénese.

e Voiedel’embryogénése somatique.

8. Cycle de développement :

Selon Belguedj, 2002, le pamier dattier en Algérie comporte généralement quatre phases :

e Phasejeune: croissance et développement (5 — 7ans).

o Phasejuvénile: période d entrée en production .

o Phase adulte : début de décroissance de production (60ans).

Phase de sénescence : chute de la production (80 ans et plus)
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Selon Riedacker, 1990, Riedacker, 1993, le genre Phoenix est unique dans sa morphologie
mais aussi dans son développement ; il est possible de distinguer, aussi bien au niveau
pratique que théorique, cing phases de croissance de cette plante.

Elles sont décrites sur des criteres morphologiques alors qu’ elles correspondent en réalité a

des périodes physiologiques :

» StadeO01: Graine

Elle posséde un albumen dur et corné dont I’embryon, dorsal, est toujours tres petit par

rapport al’ albumen.
» Stade 02 : phase germinative.

A ce stade, la plantule, en germination, vit sur les réserves que constitue I’albumen. La
premiere feuille est de forme linéaire et lancéol ée. Cette forme est une des caractéristiques du
genre Phoenix. Fig.9 Y akoub-Bougdal, 1984.

» Stade 03 : construction de la plante.

Cette phase post germinative est la plus importante dans I’ ontogénie des pamiers car elle
aboutit a la construction de I’axe primaire. La plante devient autotrophe et son systeme
vasculaire doit se construire. Durant cette phase appelée aussi « phase d’ établissement », on
observe une série de feuilles a limbe parapenné puis penné et qui ont une insertion spiralée
caractéristique du genre Phoenix, Riedacker, 1993.

» Stade 04 : phase adulte végétative :

Le dattier va construire son tronc ou stipe et acquérir son « port de pamier » par
extension continue de I’ axe végétatif. Cette phase ou il produit essentiellement des feuilles et
accumule des réserves peut durer de 3 a 8 ans. Le tronc couvert par la base de feuilles

anciennes mortes et/ou coupées, peut atteindre 20 a 30 m de haut et environ 1 m de diamétre

» Stade 05 : phase adulte reproductive.
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Entre la 5°™ et la 8°™ année, le dattier commence & produire des inflorescences. Le
dattier étant dioique, ce n’'est qu’'a ce stade que I’on peut reconnaitre son sexe (les quatre
stades précédents apparai ssent identiques chez les pieds méales et femelles).

Figure 08: Germination de la graine et développement de lajeune plante du Palmier
dattier.Y akoub-Bougdal, 1984.

A : soulevement de |’ opercule (0)
B : 10°jour de la germination, sortie de la future plante (p)
C : 15°jour de la germination, allongement du pétiole cotylédonaire (pc)

D et E : allongement du pétiole cotylédonaire (pc) et épaississement de lagraine

cotylédonaire (gr)

F : début de I’ apparition de laradicule (r)



Lacultureinvitro:
1. Définition :

La multiplication in-vitro trouve son fondement dans le concept de « totipotence cellulaire »
énoncé au début du siecle: la cellule, unité morphologique et physiologique de I’ é&re vivant
est capable d’ autonomie. Elle posséde toute I’information génétique nécessaire a régenérer la
plante entiere, a condition bien sir de créer les conditions favorables a ce développement. Ce
concept énoncé des 1902 par Haberlandt, ne sera finalement démontré par Steward et son
équipe qu’en 1958, lorsque ces chercheurs obtiendront les premiers « embryons artificiels »
appelés « embryons somatiques » a partir de cellules de carotte qui évolueront par la suite en
jeunes plantules Zryd, 1988 ; Margara, 1989 ; Auge et al., 1989 ; Boxus, 1995 ; Toute, 1998
in Azzoug et a., 2008.

Latechnique in vitro est un mode de multiplication végétative artificielle des plantes, qui doit

respecter la conformité variétale des caractéres végétatifs et productifs.

Il s'agit d’un ensemble de méthodes faisant intervenir d'une part |'asepsie (stérilisation du
matériel, désinfection des explants), et d'autre part des conditions de culture parfaitement
contrélées (milieux de culture définis pour chaque type de plante, température, lumiere,
humidité,...).

Les cultures in vitro de plantes sont des cultures d'explants de plantes, sur un milieu nutritif
artificiel, en conditions stériles, dans un environnement controlé et dans un espace réduit.
C'est donc, une méthode pour maintenir et cultiver indéfiniment des plantes ou des cellules
sur des milieux nutritifs artificiels Zryd , 1988.
Ces méthodes s'appliquent aux organes ou aux fragments d’ organes ; les explants :
Les explants peuvent étre des parties d'organes ou des organes entiers, (tige, feuille, racine,
fleurs, etc.), destissus, des pieces florales, des graines ou des embryons, des bourgeons ou des
apex ou des méristémes, des cellules somatiques ou sexuelles, des cellules végétales
débarrassees de la paroi ou protoplastes.

L'explant est choisi en fonction de la technique utilisée, I'objectif visé, mais aussi de

I'espece choisie. Togo, 20009.



2. Historique:

Dés 1878, il y adonc plus de 120 ans que les principes théoriques de la création d’ un systéme
artificiel dans lequel les organes pourraient survivre hors de I’influence de |’ organisme entier.
Depuis, cette orientation de recherche lentement d’ abord, d’ une maniére plus rapide ensuite, a
permis de grands dével oppements alabiologie , Nozeran . 1972;

printemps 1937 qui fut isolée la premiere souche tissulaire dans I’ activité s est maintenue

jusqu’ a présent grace a des repiquages réguliers,

Dés1941, on savait obtenir des plantes entieres a partir de petits fragments d organes ou
colonies tissulaires ; leur enracinement ne posait aucun probléme gréce aux auxines

rhizogénes dont le maniement était connu depuis assez longtemps, Margara ,1989.

En 1944, Buvat par les techniques de culture de tissus met en évidence |e phénomene

de dédifférenciation : lareuvénilisation.

En 1949, Limasset et Cornuet notent |’ absence de Virus dans |es méristéemes de tabacs

VIrosés ;

En 1955, la découverte de la kinetine, substance douée d’'une puissante activité
caulogene, puis d'autres cytokinines ont permis de provoquer presque a volonté la
néoformation de bourgeons adventifs ;

Cette multiplication végétative in vitro fut enfin facilitée par la mise au point a partir

de 1962 de solutions minéral es particulierement appropriées, Margara, 1989.

En 1966, Guha et Maheswari en Inde obtenaient des plantes haploides de Datura
innoxiaM.LL & partir de culture d’ anthéres ;

En 1971, au Japon, Takebe et Coll. régénéraient des plantes entieres de
Nicotinatabacuma partir de protoplastes, Anonyme, 1996.



Plusieurs autres recherches sont menées par d’ autres chercheurs. Euwen 1978, Bouguedoura
1979, sur différentes parties de la plante et ont donné des résultats de plus en plus
prometteurs.

On trouve aussi les travaux de Y akoub-Bougdal 1984 ; 1987 et Y akoub et a. 1998 ; 2000
et Y akoub- Bougdal 2005

3. Différentes techniquesdelaCIV :

Plusieurs travaux ont été réalisés selon le tableau 3.

» Culture de méristemes:
Chez une plante virosée la répartition du virus semble trés variable selon I'organe, le
meéristeme en particulier est une structure tres protégee et est généralement indemne de virus,
Ochett et al ., 2005, et selon Téoulé, 1993

Le méristeme est un petit organe composé de cellules meéristématiques a division rapide ;
il congtitue le matériel idéal de départ étant donné que le méristeme se développe d’ une

mani ére genétiquement stable et réduit le niveau d’infection virale Espinosaet al., 1992.

» Embryogenése somatique :
Un apport important de la technique de culture in vitro a la biologie a montré que des
cellules somatiques pouvaient produire des structures comparables a des embryons méritant
I’ appellation d’ embryons somatiques, Margara ,1989 ; Gray et al ., 1995 ; Berrichi et a, 2013.



Tableau 03 : Principaux travaux de culture in-vitro(embryogenése somatique) sur Palmier
dattier. Berrichi et al., 2013.

Auteurs

Explants

Résultats

Reuveni et al., 1972

Embryons zygotiques entiers.

Obtentions de cals embryogenes

Bouguedoura, 1979

Apex, bourgeons axillaires, stipe, et
rachis

Formations de plantules

Reynolds et Murashige,
1979

Embryons excisés de

immatures

noyaux

Proembryons

Tisserat, 1979 Embryons excisés de graines apex, | Formation de plantules
bourgeons axillaires, fragments de
rachis ains que des inflorescences

Master, 1986 Embryons  zygotiques immatures, | Formation de plantules
fragments de ceeurs de rejets

Sharma et al., 1984 et
1986

Apex, bourgeons axillaires, explants
foliaires de vitro-plants

Formation de plantule

Y akoub-Bougdal 1984 et
1987

Embryons, apex, bourgeons axillaires

Formation d'inflorescences et
étude des phytochromes, dosage
de I’ADN et marquage de
I’ADN

DaikhDemarly, 1987

Explants foliaires de vitro-plants

Formation de plantules

Daguin et Letouze, 1987

Tissus de ceeur de rejets

Formation de plantule

Saka et Abed, 1989

Tissus de ceeur de rejets

Formation de plantule

Lachgersillou, 1989

Tissus de cceur de rejets, Embryons
zygotiques

Formation de plantule

Loutfi, 1989 Jeunes inflorescences males et | Formation de plantule
femelles
Scoarnec, 1991 Tissus de ceeur de rejets Formation de plantule
Chabane, 1995 Apex, bourgeons axillaires, stipe, et | Formation de plantule a partir
rachis, feuilles de ceeur de rejets d’ apex, et de feuilles de ceeur de
rejets
El Hadrami et Baaziz, | Tissusde ceeur de rejets Formation de plantule

1995




Fergani, 1998

Apex,bourgeonsaxillaires,stipe,jeunes
feuilles

Formation de plantule

Y akoub-Bougdal 2005

Embryons, apex, méristemes,
bourgeons axillaires

Formation d’inflorescences et
étude comparative entre les
monocotyl édones et les
dicotylédones

Chukwuemeka e al.,
2005

Tissus de ceeur dergjets

Formation de plantule

Y atta, 2007

Tissus de ceeur dergjets

Formation de plantule

M oussouni, 2008

Etude de I’ embryogenése zygotique

Formation de plantule

¢+ Etapesdeculturein vitro:
Quatre étapes principales sont nécessaires pour établir une espece, un cultivar, une
variété in vitro.
v Une premiére éape d'initiation de la culture est nécessaire : conditions d’ asepsie.
C'est la phase la plus sensible qui consiste a désinfecter les explants ou les graines,
lesstériliser, avant de les placer sur un milieu de culture approprié.

v" Viennent ensuite les étapes de multiplication, d'enracinement et enfin de sevrage ou
acclimatation.

Le sevrage est |e passage des conditions de laboratoire aux conditions de la serre. Cette phase

Savére souvent critique, car les plantes en tubes ont perpétuellement leurs stomates ouverts,

méme les plantes succulentes peuvent sécher si le changement d'environnement se fait trop

brusquement. Togo, 2009.

4. Conditions de culture :

= Lumiéreet photopériode:
La lumiére est un facteur déterminant pour la culture in vitro des plantes, elle a une grande
influence de part la durée d’ exposition (photopériode), selon Hussey et al ., 1981.
Généradement le début de croissance nécessite une faible intensité lumineuse (500 a 1000
lux) avec 12 a 16 heures de photopériode, lorsqu’il s agit de préparer 1a plantule au rempotage
en serre, il apparait souvent préférable d’ augmenter I'intensité de I’ éclairement 10000 lux,
Margara ,1989.




* Température:
La température de beaucoup de chambres de culture est constante, de I’ ordre de 22° a 25°C,
Margara, 1989, et dans le cas du Pamier dattier la température utilisée est de I’ ordre de
28°C.

= Milieux de culture:
IIs sont constitués de sels minéraux, Macro — ééments et Micro ééments.
Le potassium occupe la premiere position, il existe dans le milieu sous forme de nitrate ou
chlorure avec une concentration de 20 230 mM.
Deuxiemement le phosphore est absorbé sous la forme orthophosphorique (H, PO4 ou
HPO,), les besoins de la croissance dans les cultures des tissus varient de 1-30 mM, il
augmente la densité des racines.
Pour le calcium, les besoins varient de 1-3 mM, le réle du calcium, est le maintien de la
structure cellulaire.
Le magnésium a un réle de construction de la molécule de chlorophylle et finalement les
COMpOseEs azoteés représentent la principal e source d' alimentation azotée, Y ves, 1984.

= Saccharose:
Pour la culture in vitro le saccharose constitue une source d énergie car la plante n’est pas
encore arrivée a satisfaire ses besoins énergétiques, on peut dans un cas particulier utiliser

d’ autres sources, tels, le galactose et |e lactose, Téoulé, 1993.

= Vitamines:
En culture in vitro certaines vitamines sont favorables a la croissance des tissus, parmi les
principales, citons : la thiamine, I’ acide nicotinique, la pyridoxine, leurs concentrations sont

fréqguemment de |’ ordre de 1mg/l, Téoulé, 1993.

= Régulateurs de croissance :
Les régulateurs naturels de croissance des végétaux, appel és souvent hormones de croissance,
se repartissent actuellement en cinq groupes : auxines, cytokinines, gibbérellines, acide
abscissique, éthylene selon Margara, 1989.
Les auxines (Acide indole acétique, Acide indole butyrique) et les cytokinines (la kinétine et
la benzylaminopurine) sont des régulateurs de croissance indispensables au bon démarrage et

al’entretien de cultures de tissus végétaux in vitro.



D’ailleurs, les prédictions de Haberlandt sur |a potentialité des cellules végétales n’ ont
pu recevoir une confirmation qu’ a partir de 1939.
Les cytokinines sont impliquées dans I’ augmentation du nombre de cellules ; ce qui se

fait en fonction de |’ équilibre auxines /cytokinines qui détermine I’ organogenése.

5. Techniques deréalisation delaculturein vitro:
Les techniques de culture in vitro, outre |’ aspect technologique, doivent permettre de
pallier un certain nombre de difficultés:
» maintenir I’explant en vie et en activité
 permettre a cet explant d entrer normalement en croissance dans le cas d’ une structure
organisée (apex, méristéme, bourgeon) ;
* induire chez des cellules différenciées (fragment de feuille, de racine, de tige, de

pétiole, etc.) un processus de déedifférenciation.

4+ Milieu de culture : Murashige et Skoog
La composition du milieu de culture est I’édlément déterminant de la réussite de la
multiplication végétative invitro, (Tab.4).
Les différents é éments composant un milieu de culture idéal sont les suivants :
Eau, sels minéraux (macroééments et micro ééments), fer chélaté, vitamines (généralement
du groupe B), phytohormones (ou régulateurs de croissance), la source carbonée
(généradement le saccharose), et I'agent gdifiant pour les milieux solides; le milieu le plus
utilisé dans e monde actuellement est celui de Murashige et Skoog (MS), 1962.
Le milieu synthétique sera renouvelé toutes les 4 a 5 semaines pour une croissance optimale
des vitroplants. Les conditions stériles ou dasepsie sont obtenues par un ensemble
d’ opérations qui permettent de protéger I'explant a multiplier et son milieu contre toute
contamination microbienne, Togo, 20009.
Selon Evans et al, 1981 dans 70% des cas, un milieu de culture de base de type Murashige et
Skoog (MS) a été utilisé. Il a été sdectionné pour tous les types de cultures in-vitro. Mais
cest essentiellement pour le déclenchement de I'organogenese, en particulier pour la
néoformation de bourgeons qu’il sest révélé nettement supérieur a d'autres milieux, Margara,
1989, c'est le cas du Cunilagalioides ,Fracaro etRigary, 2001.

Le milieu de MS est caractérisé principalement par une tres forte teneur en sels minéraux, en

particulier en potassium et par une concentration également élevée en azote (60 még/l environ



sous forme de nitrate et dammonium) dont 1/3 est apporté sous forme réduite (ionsNH4+); le
rapport nitrate / ammonium, donc ce milieu est tres favorable a I'induction de I'embryogenése
somatique, en particulier chez Feijoasellowiana, Del Vesco et Guerra, 2001.

Dans le cadre de notre expérimentation nous avons essayé d’ appliquer la méme technigue
utilisée par Atta et a., 2008, qui se résume sur I’obtention des pousses régénérées qui
proviennent directement ou indirectement a partir des cellules de péricycle adjacentes aux
pbles du xyleme. En outre ; les pousses proviennent de la formation de méristéme a partir de
racine latérale, Clark et a ., 1996

Tableau 04 : Composition du milieu Murashige et Skoog (1962)

Eléments Composition Concentration en mg/I
chimique
NH;NO; 1650
Macroél éments K'NO; 1900
Mg SOq4, 7H,0 440
Ca CIZ, 2H20 370
KH; PO4 170
H3;BOs 6.20
Microéléments Mn SO, 4H,0 22.30
Zn SO, 4H,0 8.60
Kl 0.83
Na; Mo Oq4, 2H,0 0.25
Cu SO, 5H,0 0.025
Co C|2, 6H-0 0.025
Fe SO, 7H,0 27.85
Fer (Fe-EDTA) Na, EDTA 37.25




Glycine 2.00
o Acide nicotinique
Vitamines o 0.50
Pyridoxine HCL
Thiamine 0.50
0.10
Sucre 45.000
Divers Agar 7.000
Myo-inositol 100

6. Les avantages de la culture in vitro:

La possibilité de conservation de ressources végétales, faire une banque de génotypes et
réaliser des plantations en dehors de |a période de croissance LE et al,2002.

L'amélioration des conditions sanitaires par les techniques de culture in vitro sont souvent
associées al'éradication des viroses Sibi, 1981.
 La propagation végétative des espéces en voie de disparition qui ne présentent pas ces
capacités en conditions classiques Sibi, 1981.
» Lamultiplication rapide, est due a |'augmentation de diffusion cellulaire par ces techniques,
Smith et al. 1985; Collet et LE, 1988.
* Lafacilité de leur transport d'une région al'autre ou d'un pays al'autre.



1. Objectif denotretravail expérimental

L’ objectif essentiel visé par ce modeste travail est de suivre le développement des

embryons et des extrémités cotylédonaires d’ une monocotylédones le Palmier dattier var.

Deglet-Nour, pour le comparer a une dicotylédone et cela en suivant un protocole en deux

parties en utilisant deus milieux de culture différents le milieu M Sy et milieu M S/2.

2. Matériel végétal

Nous utilisons dans notre expérimentation, des graines germées
en conditions aseptiques du Palmier dattier variété Deglet-Nour qui
sont issues du méme régime pour éviter une forte hétérogénéité des

échantillons.

Les graines sont d’ abord nettoyées en commencant par enlever la
peau du fruit (datte) ensuite Lavage al’eau du robinet pour enlever
tout les restes de la peau, et enfin Laisser sécher dans des boites

fermées alatempérature ambiante du laboratoire.

3. Matériel du laboratoire

Le matériel utilise lors de notre expérimentation
est le suivant: Des tubes a pour
I’ensemencement des graines, des scalpels pour
couper les extrémités cotylédonaires, des pipettes
graduées, des béchers, des boites de pétri, des
erlens-meyer, des balances, des chambres de
cultures pour les mises en culture, , une étuve pour
les stérilisations, des agitateurs, un mini autoclave,
un réfrigérateur, du papier kraft, du papier filtre,
du papier aluminium, et du coton hydrophile.
Avant I'’ensemencement, tout le matériel doitétre
stérilisé pendant une heure & 127°C.

Figure 09 : Graines var.

Deglet —Nour séchées.

Figure 10 : préparation du
matériel pour la stérilisation.




4. protocole expérimental

L’ application de la méthode de culture in-vitro sur le Palmier dattier, variété Deglet-Nour a

pour objectifs :

- L’étude morphologique de lagermination ;
- L’influence des milieux MS et MS/2 sur la croissance des embryons et des extrémités

racinaires.

Stérilisation et mise
en germination

Graines de Palmier dattier
var : Deglet- Nour

Aopress Jours
Jeunes
germinations
Extraction d’ extrémités Extraction d embryons
de pétiole cotylédonaires.
M S0
MS/2

Repiquage sur milieu CIM

Repigquage sur milieu SIM

Figure 11 : Schéma résumant les différentes étapes du protocole expérimental.

Vus du manque de temps nous N’ avons pas pus continuer le travail aors nous nous sommes arréter

juste apres les repiquages des embryons et des extrémités cotylédonaires sur le MS/2.



5. Technique expéimentale

La partie de notre expérimentation se résume en quel ques étapes commencant par les mises
en germinations puis les extractions et en fin les mises en culture sur les deux milieux de

culture mais avant tout celail faut passer par les conditions d' asepsie
5.1. Conditions d’asepsie totale

Pour réussir et avoir de meilleurs résultats, de germinations et de mises en culture il faut
travailler dans des conditions stériles totales.

5.1.1. Préparation destubes a essai

Les tubes aessal sont bien nettoyés pour éviter toutes contaminations. Leur stérilisation se
fait al’autoclave pendant 45 min.

5.1.2. Stérilisation dela hotte

Avant I’ ensemencement |la stérilisation de la hotte est une étape trés importante. Laveille
de I’ ensemencement on nettoie la hotte. La désinfection del’ air de la hotte se fait en allumant

lalampea UV (ultraviolet).
5.1.3. Stérilisation du matériel végétal
Laméthode utilisée pour la désinfection du matériel végétal se fait selon les étapes suivantes :

- Lavagedesgrainesdans|’ eau distillée stérile;

- Passer lesgrainestrésrapidement dans|’alcool &70° C ; pour éviter les
contaminations

- Passer dansle Mangozebe (fongicide) pendant 20 min pour éviter la contamination
par des champignons.

- Lavage al’eau distillée stérilisée;

- Lavage al’ hypochlorite de sodium Na pendant 20 min ;

- Effectuer troislavages successifs al’ eau distill ée stérile.

5.2. Préparation du milieu de culture

Pour réaliser un milieu, nous méangeons dans un erlen-meyer |'eau distillée avec

différents constituants (macro et micro éléments), nous gustons le pH du milieu & 5.7. Deux



solutions ont été utilisées dans notre expérimentation. 1l s agit de la solution de Murashige et

Skoog(MS) milieu de base juste pour réussir a avoir un développement et une autre réalisée

par Y akoub-Bougdal (MS/2) pour pouvoir créer un développement caulogéne vus que le

2.4-D favorise le développement caulogéene.

Nous avons démarré avec le milieu de culture MS;o (milieu de base) ensuite le milieu MS/2

on g oute une balance hormonale de 0.5 mg/l de 2.4.D et 0.05 mg/l de Kinétine. Selon I’ usage,

les milieux de culture sont répartis dans des boites de pétri puis elles sont hermétiquement

scellés avec du papier film. Tableau 5.

Tableau 5: Composition des macroéléments, Microéléments et Vitamines de Murashige et Skoog

(MS)
Macroéd éments | Dose utilisée | Microédéments | Doseutilisées | Vitamines | Dose utilisée
(mg/l) (mg/l) (mg/)
NH4 NOg 1650 Hs BO4 6.2 Thiamine 0.1
KNO3 1900 MnSO, ,4H,0 16.9 Pyridoxine 0.5
CaCl,, 2H,0 332.02 ZnS0y,, 7TH,0 8.6 Acide 0.5
nicotinique
MgSO,, 7H,0O 180.54 Kl 0.83 Glycine 2
KH, PO, 170 Na, MnQy, 0.25 Inositol 100
5H,0
FeSO, ,7H,0O 27.85 CaCl,, 6H,0 0.025
Na, EDTA 40.5 CuS0O, ,5H,0 0.025

5.3.Ensemencement desgraines:

Sous une hotte horizontale aflux laminaire, les graines sont stérilisées et cela par trois
méthodes différente : Avec I hypochlorite de Calcium, avec I’ hypochlorite de Sodium et enfin
avec du Mancozébe. Le meilleur résultat de germination est obtenu avec I’ utilisation du
Mancozébe qui est un fongicide qui gréce a son utilisation évite les contaminations par des
champignons et par conséquent au aura des graines germees saines .Ces cultures sont
maintenues a |’ obscurité pour avoir la sortie de |’ opercule et cela se fait qu’al’ obscurité vus




que les graines germent sous le sol. A une température de 28° C vus que le Palmier dattier vis

dans les zones chaudes donc il a besoins des jours longs jusqu’ a ce que I’ opercule se souléve

pour laisser le passage al’ extrémité cotylédonaire

’.'*1)

Figure 12 : Hotte aflux laminaire horizontale.

1: Gantsen latex, 2 : bavettes, 3 : graines de Palmier dattier var. Deglet-Nour, 4 : alcool 70°,
5 : pissette remplites d’ eau javel, 6 : eau distillée stérile , 7 : Moncozéebe, 8 : béchers stériles,
9 : hypochlorite de sodium Na, 10 : portoir de 24 tubes a essai contenant |’ eau distillée stérile,

11 : bécher contenant de I’ alcool 70°, 12 : pinces stériles couvertes du papier kraft, 13 : bec benzéne,

14 : paillasse de la hotte.

Figure 13 : Préparation des graines pour la germination en
conditions stériles.



6. Extraction du matériel végétal

Apres avoir eu des germinations des graines du Pamier dattier var. Deglet-Nour, nous
procédons aux extractions nous commengons par |es extractions des embryons parce que C' est
I”’embryon qui se développe e premier par rapport aux extrémités cotylédonaires

6.1.Embryons

Apresenviron 8 a9 joursles germinations qui atteignent une longueur de 3 mm, leur

extraction se fait par latechnique mise au point par Y akoub-Bougdal (1984). (Planche 1)

Elle consiste a maintenir lagraine al’ aide de deux pinces solides, stériles, dont I’ une
servirad’ étau et avec |’ autre, on sort I’ extrémité de la graine, celle-ci est coupée en deux,
I”embryon reste logé superficiellement sur une autre moitié, on I’ expulse ensuite délicatement

al’aide d’ une pince stérile.

L’ embryon est récupéré dans une boite de pétri stérile. Puis on les ensemence dans des

boites de pétris contenant un milieu de culture.
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Planche 1 : Etapes d’ extraction des embryons;;

a: Germination ; b, ¢ : technique mise au point par Y akoub-Bougdal (1984), pour I’ extraction, d’ embryon logé

superficiellement sur lagraine ; d : dépbt des embryons sur une boite de pétri stérile.



6.2. Extrémités des pétioles cotylédonaires:

Nous utilisons des germinations &gées de 11 a 13 jours parce que c'est lapériode ou le
pétiole apparait le mieux, si il dépasse cette périodeil ne seraplus considérai comme pétiole
cotylédonaire mais dont les extrémités cotylédonaires sont coupées, Fig.14.

Planche 2: Etapes d’ extraction des extrémités de pétiole cotylédonaire
a: Pétiole cotylédonaire, b : Section de |’ extrémité cotylédonaire du Palmier dattier

var Deglet-Nour



7. Repiquage des embryons et des extrémités cotylédonaires

Aprés avoir fini I étape d’ extraction soit des embryons et des extrémités cotylédonaires,
nous passons au alamise en culture sur le MS;o qui est un milieu sans hormones, un milieu
de base, ¢’ est un milieu utiliser juste pour avoir un léger développement et garder |’ organe et
I’ explant en vie.

7.1. Repiquage sur milieu M Sy :

Nous procédons sous une hotte stérile, au repiquage des embryons et des extrémités du
pétiole cotylédonaire dont lalongueur est de 0.5a1 cm et 2 a3 cm respectivement, dans un
milieu de culture MSyo. (Fig. 15). Ils sont repiqués dans des boites de pétri contenant 10m
du milieu MS;.Les cultures sont mises dans la chambre de culture &28° C parce quele
Palmier abesoin desjourslongs vus qu’il se développe dans les régions arides.

Figure 14 : Repiquage des embryons sur un milieu MSyo.

7.2. Repiquage sur milieu MS/2 :

Au septieme jour du premier repiquage, apres avoir eu un développement, nous procédons
a un deuxieme repiquage sur un autre milieu de culture MS/2 additionné de 2.4.D et la

Kinétine, vus que ces deux hormones favorisent |e dével oppement caulogéene.

a b

Planche 3 : Dével oppement des embryons et des extrémités cotylédonaires sur milieu M Sy.

a: Développement de |’ embryon sur milieu M Sy, b : Développement des extrémité cotyl édonaire.
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Résultats des ger minations obtenusin-vitro

1.1. Modes d’expression de la germination

e Tempsde latence: C'est la durée nécessaire pour la germination de la premiére graine du
lot. Elle correspond ala prise d’ eau et au gonflement de la graine.
e Capacité de germination : C'est le pourcentage de germination maximal obtenu dans des

conditions bien précises.

Le tableau 8, montre le nombre d’ essais, |e pourcentage de germination ainsi que le taux de
nécrose des graines du Palmier dattier var Deglet-Nour. 1l faut savoir que le nombre de

graines ensemenceées a chaque essai est de 24.

Tableau 8: Taux de germination, contamination et nécrose chez les graines du Palmier

dattier (Phoenix dactyliferaL.), var Deglet-Nour

Lot N° Germination % Contamination % Nécrose % | Effectifs
1 41,66 16,66 41,66 24
2 58.33 29.16 12.50 24
3 62.50 25 12.49 24
4 87,50 0,00 12,50 24

L’analyse du tableau montre que le pourcentage le plus éevé pour la germination n’est
obtenu qu’au quatriéme avec une vaeur 87.50% donc 21 graines ont germé. Nous

n’ avons pas de contaminations.

Pour le premier lot de 24 graines nous avons obtenu 41.66 % germées et 16.66 %

contaminées, et 41.66 nécrosées.

Pour le deuxieme lot, le pourcentage de nécrose a diminué, nous avons obtenu un nombre

de 14 graines germées,3 graines nécrosées et pour les contaminations on aeu 7 graines.

Le troisieme lot, le pourcentage de germination a augmenté (15 graines), seules 6 graines

sont contaminées et 3 graines Nécrosées.



1.2. Morphologie de la ger mination

La germination c’est I’ensemble des processus qui vont du début de la réhydratation de la
graine et qui se terminent par la sortie de laradicule. Les différentes étapes du processus de la

germination sont comme suit : La premiere éape correspond au gonflement de la graine,

5éme

c'est le résultat de la prise d'eau (Stade a, Planche 2). Au jour, on remarque le

soulévement de I’ opercule qui entraine la sortie d’ un bourrelet conique de 1 mm de longueur,

qui renferme |I’embryon (Stade b, Planche 2) Au 9émej our le pétiole cotylédonaire s allonge,

il atteint environ 1.3 cm de long (Stade ¢, Planche 5). Au 14°™ jour Epaississement et

allongement du pétiole cotylédonaire, et apparition de laradicule (R) (Stade d, Planche 2.

Planche 4 : Différents stades de |la germination des graines de Pamier dattier (Phoenix dactylifera L.) ,var. Deglet-
Nour, (Laboratoire CIV, Université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou, 2016),

a: Gonflement de lagraine (5 jours).b, Soulevement de I’ opercule (O) (9 jours).c : Allongement du pétiole

cotylédonaire (PC) (14 jours). d : Epaississement du pétiole cotylédonaire



2. Cultured’extrémités cotylédonaires et d’embryons
2.1. Milieu MSlo

Au cours de notre expérimentation, nous avons mis en culture deux types d’'explants a
savoir les extrémités des pétioles cotylédonaires et des embryons entier sur deux milieux de
culture différents, le milieu de base M Sy et MS/2 additionné d’ une balance hormonale de 0.5
mg/l de 2.4.D et 0.05 mg/l de Kinétine.

Le tableau (9) des pourcentages de contamination, de nécrose et de développement obtenus

sur 24 échantillons sur le milieu MSyg

Tableau 9 : pourcentage de contamination, de nécrose et de dével oppement sur le milieu M Sy

pendant 1 mois.

explants Embryonsentiers % Extrémités cotylédonaires %
MilieuMS;, | contamination | nécrose | Développement | contamination nécrose | Développement
1 semaine 0 1 0 4 1 0
2 semaines 1 5 8 4 11 2
3 semaines 0 3 10 5 2 12
4 semaines 6 11 14 3 5 8

Les données du tableau, montrent que lors de la premiére semaine du repiquage des
embryons il n'est apparus aucune contaminations ni développement contrairement aux
extremités cotylédonaires qui présentent un pourcentage remarquable de contaminations. Le
pourcentage le plus élevé de développement pour les embryons et aussi pour les extrémités
cotylédonaires est remarqué lors de la quatrieme semaine. Les résultats obtenus montrent que
le taux de contaminations des embryons est faible par apport aux extrémités des pétioles
cotylédonaires. Ces données montrent que lorsgu’il s agit de la culture d embryons et
d’ extrémités cotylédonaires sur un milieu MS,g, le pourcentage du développement des

embryons est plus éléve par apport acelui des extrémités cotylédonaires.

e Anayse des données de développement d’embryons sur la MS;; montre les

observations suivantes (Planche 5) :

On remarqgue dés la deuxiéme semaine de mis en culture des embryons sur milieu MS;o un

recourbement stupéfiant des embryons vers le milieu de culture. Le premier vu se réalise au




5% jour de culture. (Planche 5).Aprés une semaine de culture, on observe un
développement important d’embryons. Durant la deuxiéme semaine, les embryons &gés de 18
jours présentent une croissance remarquable. Au coure de la 3°™ semaine, début de
gonflement d’embryons. Durant la 4°™ semaine, on remarque un gonflement important et

ouverture des embryons.

Analyse des données de développement d’ extrémités cotylédonaires sur MS;p, montre les
observations suivantes (Planche 6) : Premiere semaine: début de développement des
extrémités cotylédonaires, et apparition d'une feuille engainante, deuxiéme semaine:
développement de la feuille. Quatriéme semaines : sur 20 explants mis en culture sur M Sy
présentent un recourbement. (Planche 6)

d
c
Planche 5 : Développement des embryons de Palmier dattier (Phoenix dactylifera L.). var

Deglet-Nour, sur le milieu MS; en fonction du temps.

a Embryons misen culture dansle MS;o
b
C
d

Embryon &gé d’ une semaine sur un milieu MS;o

Embryon agé de deux semaines sur milieu M Sy

Gonflement important et ouverture de I’ embryon &gé de 3 semaines.



Planche 6 : Développement des extrémités cotylédonaires de Palmier dattier (Phoenix

dactylifera L.), var Deglet-Nour sur le milieu MS;o en fonction du temps.

a Apparition de lafeuille engainante
b- Développement de lafeuille engainante

c- Dissection de labase pour le repiquage de |a feuille engai nante.



2.2.Milieu MS/2

Le milieu MS/2 est un milieu additionné d' une balance hormonale de 0.5 mg/l de 2.4.D et
0.05 mg/l de Kinétine. Le tableau 10 , résument les résultats obtenus aprés 3 semaines de

culture.

Tableau 10: Etapes et développement des embryons et des extrémités cotylédonaires du

Palmier dattier (Phoenix dactyliferaL.), var Deglet-Nour sur le milieu MS/2 additionné

d hormones.
explants Embryonsentiers (%) Extrémités cotylédonaires (%)
Milieu MS/2 | contamination | nécrose | Développement | contamination nécrose | Développement
1 semaine 0 1 3 1 3 5
2 semaines 4 2 8 0 7 11
3 semaines 8 5 12 2 6 16

Les observations faites sur les embryons mis en culture sur MS/2 figurent sur la Planche 8
montrent un meilleur développement. Au cours de la premiére semaine nous remarque un
recourbement trésimportant des embryons agé de 9 jours vers le milieu de culture (planche 5,
a). Durant la deuxieme semaine, on observe un développement considérable, (planche 5, b).
qeme

Au couredela semaine, I’embryons égé de 21 jours (planche 5, c).

Ces données montrent que lorsqu’il s'agit de la culture des embryons et des extrémités
cotylédonaires sur un milieu MS/2, le pourcentage du développement des embryons est plus
faible par apport a celui des extrémités cotylédonaires. Les observations faites sur les
extrémités cotyl édonaires mises en culture sur MS/2 figurent sur laPlanche 7.

Aprés avoir mis les extrémités cotylédonaires sur MS;, pendant 4 semaines nous avons
repiqué sur MS/2, nous avons eu les résultats suivants :

Les extrémités cotylédonaires &gée de 11 jours repiqués sur le MS2 (Planche 7),
I’ allongement est plus important. Durant la deuxiéme semaine, le développement de la feuille
engainante &gée de 15 jours. (Planche 7). Ver latroisiéme semaine, la maorité des extrémités
cotylédonaires se développent considérablement et présentent des feuilles engainantes
(Planche 7).




Planche 7: Développement des embryons de Palmier dattier (Phoenix dactylifera L. ), var
Deglet-Nour sur le milieu MS/2 en fonction du temps. a: un gonflement important a
I’extrémité, b : développement de I’embryon (fléches),c: Formation de racine (fleches) et

allongement de la feuille engainante (fleche

c
Planche 8: Développement des extrémités cotylédonaires sur MS/2, a: Allongement

d extrémité cotylédonaire agée de 11 jours est trés important, b : Développement de lafeuille

engainante d’ une extrémité cotyl édonaire &gée de 15 jours, ¢ : Développement de lafeuille

engainante &gée de 22 jours



Ce type de protocole a été largement utilisé pour divers types d’ études notamment celles
portant sur le processus de régénération (Che et al., 2002, 2006 et 2007 ; Atta, 2008,
Benmihoub, 2008 ; Brossard, 2009)

Les explants mis sur le milieu MS/2 conduisent & des structures organisées a caracteres
meristematiques. Selon Atta, 2008, le prétraitement sur MS/2 induit une réactivation des
cellules du péricycle xylémien qui, par leurs divisions successives, donne naissance a des

primordia pourvus d' une pseudo-coiffe et d’ une zone meristématique (Travail en cours).

Plusieurs facteurs interviennent dans la réussite des mises en cultures in-vitro, donc

lacomposition du milieu de culture joue un réle primordial dans |’ organogenése.

L’influence du milieu de culture résulte de I’ ensemble d' interactions des différents & éments
qui les composent. Certains d entre eux stimulent les processus du développement in vitro,
d’autre par contre ont une faible influence sur I’organogenése (Thorpe, 1980 ; Rugini et
Caricato, 1995 ; Brhadda et a., 2003 ; Y akoub-Bougdal, 2005).

Nos résultats sont similaires de ceux obtenus par Barka, 2000, sur les embryons entiers du
Pamier dattier variété Deglet-Nour, sur le milieu de culture MS;p. Les pourcentages de

développement les plus élevés ont été obtenus avec les embryons sur le milieu M Syp.

Aussi, nos résultats sont performants que ceux obtenus par Benmihoub, 2008 ou le taux de

survie des extrémités du pétiole cotylédonaire est le plus élevé sur le milieu MS/2.

Néanmoins nous insistons que le protocole expérimental est différent avec les valeurs
hormonales utilisées et rappelons que nos conditions sont celle établies par le labo de Paris
V1 (Projet de collaboration depuis, 2009)

Nous avons observé un brunissement sur nos échantillons ce qui est d0 a la lumiére, qui

provoque I’ oxydation des produits phénoliques.

Ce brunissement provoque la nécrose des explants.Les pourcentages de contamination sont
presque negligeables pour les extrémités des pétioles cotylédonaires mais le taux de
contamination est tres important sur le milieu MS/2 pour les embryons et c’'est le méme

résultat qui est observé par Benmihoub, 2008.

Les organes et les explants mis en culture ont révélé des différences morphologiques sous
|’ effet des deux milieux MS,o et MS/2.



En effet I’emploi des différents régulateurs de croissance (2,4-D, Kinétine) s est révélé tres
efficace pour le développement des extrémités cotylédonaires. Ces résultats confirment ceux
obtenus par Bhaskaran et Roberta, 1995, Mater, 1989, Yatta et Fergani, 2007, Atta et a.,
2008.

L'addition d'hormones au milieu entraine selon leur nature et leur concentration des
réponsesvariées surtout au niveau de la gaine cotylédonaire Ammar et al.,1983.

En présence de 2,4D + Kinéting, la gaine cotylédonaire manifeste une caulogenese
importante.

Dans notre travail, nous pouvons conclure que le développement des explants a savoir les
pétioles cotylédonaires sur MS/2 avec la balance hormona de 0.5 de 2.4-D et 0.05 de
Kinétine, est plus important que celui des embryons M Sy,

Un résultat similaire a éé obtenu par Semiria, 2013 sur |’ Atriplexhalimus au bout de 11 jours
sur milieu MS/2 mais contenant 2mg/l d’ ANA.
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Conclusion générale

Plusieurs méthodes classiques et modernes existent pour parvenir a la production,
I’améioration et a la multiplication des plantes. Chagque espece requiert une méthode qui
convient au mieux a ses specificités et a ses exigences. Le pamier dattier mérite d’ étre éudié
minutieusement, car la méthode classique basée sur les rejets S est avérée inefficace, vus que
c'est une méthode trés lente et limitée, pour cela, nous nous sommes tournés vers la

micropagation des embryons et des extrémités des pétioles cotylédonaires.

Ce modeste travail, sur le Pamier dattier, variété .Deglet-Nour sur laquelle on a appliqué la

méthode de propagation in-vitro, afin d’ obtenir un dével oppement caul ogene
L es résultats obtenus se résument ains :

La premiére étape: consiste en une germination in-vitro des graines de palmier dattier, var
Deglet-Nour.

La germination des graines de Paimier dattier est de type tubulée remotive ; le pétiole et la
graine cotylédonaire finissent par se nécroser lorsque leur role dintermédiaire pour
I’ utilisation des réserves est achevé (Y akoub- Bougdal, 2005).

La deuxieme étape: repose sur la culture des extrémités cotylédonaires et des embryons
entiers sur deux types de milieux de base différents, le milieu de base MS;y et le milieu
MS/2.

Nous avons montré que les résultats des cultures dépendent essentiellement de la nature de
I’explant utilisé, la mise en culture des embryons entiers et des extrémités cotylédonaires,
montrent que les potentialités de proliférations ne répondent pas de la méme facon vis-avis

des é éments du méme milieu de culture.

Ainsi, dans le cas de culture des extrémités cotylédonaires, sur les deux milieux (MS;o et
MS/2), on a obtenu un taux élevé de caulogénese, par rapport aux embryons.On remarqué
aussi que la durée de la réponse est meilleure dans le cas des extrémités cotylédonaires par
rapport aux embryons entiers, pour les deux milieux de culture utilisés.

Troisieme étape : la comparaison entre les milieux témoins, et le milieu avec hormones.

Dans un premier temps, nous avons montré que les mémes dével oppements morphol ogiques

sont observés au niveau des deux milieux MS;y et MS/2 sauf que la nature et la durée de la



réaction est différente. Sur le milieu MS;o on note une réponse rapide au début de
I’ expérimentation par rapport au milieu MS/2. Mais progressivement le développement est
meilleur sur le milieu MS/2.Le milieu MS/2 est donc plus performant.

Dans un second temps, nous avons étudié I'influence des deux balances hormonales sur le

dével oppement des explants.

Sur le milieu additionné de la balance hormonale de 0.5mg/I de 2.4-D, 0.05 mg/l de Kinétine,

I’ explant montre un meilleur dével oppement

Enfin, nous espérons avoir pu contribuer un peu, par ce présent travail a donner une idée sur
le comportement des embryons et des extrémités du pétiole cotylédonaire du Palmier dattier

(Phoenix dactylifera L.) var Deglet —Nour vis-&Vis de ce protocol e de régénération.
Per spectives

¢ |l sera souhaitable de reprendre ces travaux et de les optimiser en essayant cette fois-ci
de déterminer une caulogénese poussée a partir d’ un développement rhizogéne et de
repérer les différents genes de méristéme apical caulinaire avec des coupes
histologiques.
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